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Tématem diplomové prace bylo stanoveni metabolitd tyrosinu (adrenalin,
noradrenalin, dopamin, L-DOPA) s vyuzitim derivatizacni reakce a naslednou
analyzou za pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencnim

detektorem.

Stézejnim krokem celé prace byla optimalizace podminek derivatizaéni
reakce. Jako derivatizacni Cinidlo byl pouzit FMOC-CI
(fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid), ktery reagoval s katecholaminy
v pfitomnosti boratového pufru. Nejprve byla stanovena vhodna koncentrace
¢inidla (2,7 mM), ¢as (15 min) a teplota (40 °C) reakce. Dale byla optimalizovana

koncentrace (100 mM) a pH (8,0) boratového pufru.

Pro ucinnou separaci bylo nutné nastavit vhodné podminky. Kolona byla
pouzita silikagelova Kinetex EVO C18 s €asticemi s pevnym jadrem. Slozeni
mobilni faze bylo nutné optimalizovat a vyslednd mobilni faze se skladala
z kyseliny mravenci (20 mM) a acetonitrilu v poméru 32:68. Vysledna pouzita
prutokova rychlost Cinila 0,6 ml/min. Kolona byla temperovana na 40 °C.
Nastfikovy objem byl 5 ul a doba celé analyzy trvala 19 minut. Fluorescencni

detektor byl nastaven na vinovou délku 263 nm (Aex) @ 313 nm (Aem).
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