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Abstrakt

Tato prace se zabyva studiem elektrochemické detelkenotoxickych
aminoderivai polycyklickych aromatickych uhlovodiks vyuZzitim platinovych elektrod,
konkrétre se jedna o 2-aminobifenyl, 4-aminobifenyl, 1-amnmaftalen a 2-aminonaftalen.

Stacionarni diskova platinova elektroda neposkypugevsadkovou voltametrickou
analyzu spolehlivé vysledky vzhledem iegpokladanym probléam s pasivaci
elektrodového povrchu.

Platinova mikrocylindricka elektroda byla pouzitak pracovni elektroda
ampeérometrickeého detektoru v HPLC. Byla optimalio& metoda stanoveni aceiny
meze stanovitelnosti: 1,4Famol dm® pro 2-aminobifenyl, 8,5-I0mol dm® pro
4-aminobifenyl, 3,8-10 moldm® pro 1-aminonaftalen a 4,8I6noldm> pro
2-aminonaftalen. V porovnani s platinovym tubularndetektorem je mikrocylindricky
detektor méa citlivy.

Dale byla navrzena metoda pro stanoveni studovargtelk v m@i s vyuzitim
predlEZzné separace a prekoncentrace studovanych armdyboci extrakce na tuhé fazi,
kterd byla pouZita pro analyzu redlného vzorkeirkaréka.



Abstract

This thesis is focused on the electrochemical tietecof genotoxic organic
compounds, concretely 2-aminobiphenyl, 4-aminobighe 1-aminonaphthalene, and
2-aminonaphthalene using stationary platinum diskteode.

Stationary platinum disc electrode provides forchatvoltammetric methods
unconvincing results due to presumed passivatidgheoélectrode surface.

Microcylindric platinum electrode was used as wogkelectrode for amperometric
detector in HPLC. The method for the determinatbmtested analytes was optimized and
limits of quantitation were determined: 1,446oldm® for 2-aminobiphenyl,
8,5-10" mol dm® for 4-aminobiphenyl, 3,8-I0mol dm® for 1-aminonaphthalene and
4,8-10" mol dm for 2-aminonaphthalene.

In comparison with the platinum tubular detectotthie microcylindrical detector
less sensitive.

Further, a method for the determination of the isldiccompounds in urine was
proposed using a preliminary separation and presdration of the studied analytes using
solid phase extraction. The method was used forattaysis of real urine sample of a

heavy smoker.
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1. Uvod

1.1 Cil prace

Tato diplomova prace byla vypracovana vramci BaSprojektu ¥novaného
metodam stanoveni genotoxickych organickych &ain, ktery probihd v UNESCO
laboratdi elektrochemie Zivotniho prdsidi. Hlavnim cilem bylo ukadzat moZnosti vyuZziti
platinovych elektrod ve vsadkové analyze a dtgku pro detekci genotoxickych
aminoderivai bifenylu a naftalenu.

Dil¢im cilem této diplomové prace bylo charakterizosigtktrochemické chovani
studovanych aminoarontéatkonkrétrt 2-aminobifenylu (2-AB), 4-aminobifenylu (4-AB),
1-aminonaftalenu (1-AN) a 2-aminonaftalenu (2-ANg stacionarni platinové diskové
elektrod metodou cyklické voltametrie a difeksmn pulsni voltametrie a @iit, zda
dochéazi ve vsadkovém ugpdani k pasivaci elektrodového povrchu.

DalSim cilem bylo otestovat ampérometricky detektos platinovou
mikrocylindrickou elektrodou v [@itoku pro stanoveni stsi vySe uvedenych anaiypo
jejich separaci metodou vysokddné kapalinové chromatografie (HPLC) na reveraai f
a porovnat parametry tohoto detektoru s ampérookgin platinovym tubularnim
detektorem

Dil¢im cilem byl také navrh metody pro stanoveni stadgeh latek v ma
s vyuzitim gedkEzné separace a prekoncentrace studovanych ammymoci extrakce na

tuhé fazi a metodu vyuzit k analyze realnych vaorici kuraka.
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1.2 Biologické U €inky, vznik a vyskyt aminoderivat G bifenylu a

naftalenu

Stanovované analyty gat mezi aminoderivaty polycyklickych aromatickych
uhlovodiki (APAH), vyznamnych polutafit Zivotniho prosedi. Polycyklickym
aromatickym uhlovodikm jsou gisuzovany karcinogenni, mutagenni a teratogenni
ucinky. 4-AB byl zaazen mezi prokazané karcinogeny (dle Mezinarodentagy pro
vyzkum rakoviny (IARC) skupina 1, latky prokazatekarcinogenni prélovéka)'. Kromg
prokazané karcinogenity je 4-AB také vysoce mutagen U 2-AB mutagenita prokazana
nebyld. 2-AN je prokézany karcinogen (skupina®.1)) 1-AN byly prokazany slabé
mutagenni &nky® (dle IARC skupina 3, neni moZno klasifikovat jakarcinogenni
pro &loveka’).

Do Zivotniho prosedi se tyto latky dostavajiiznymi cestamigcasto spojenymi
s lidskou¢innosti — pouzivaji se v fomyslu @i vyrobé barviv, odkud mize k rozSieni
dojit z odpadu 1 vyrob& nebo prosednictvim finalnich vyrobi® °, coZ je o to zavasi,
e mezi &mito barvivy jsou i barviva potravitigkd® '* nebo barviva pouzivana
v kosmeticé”. Déle vznikaji pi tepelné Upra¥ potravin®. V organismu vznikaji
metabolizaci fislusnych nitroderivat polycyklickych aromatickych uhlovodik* *> které
se vyskytuji ve zn#stsném ovzdudf '’ wcetns tabakového dymf. Dalsi informace
tykajici se biologickych &inka, vzniku a vyskytu derivét bifenylu a naftalenu jsou
shrnuty v bakalgké praci’ v oddile 1.2.

1.3 Metody stanoveni derivat G bifenylu a naftalenu

Vlastnosti APAH umotituji vyuzivat k jejich analyze Siroké spektrum metod
Krom& spektrometrickycH jsou vyznamné metody fimé elektrochemie, zejména
voltametrie, &Zici z fitomnosti oxidovatelné aminoskupfily’?> Negastjsimi vdak stale
zastavaji metody chromatografické, také s ohledenkamaplikované matrice, ve kterych
jsou stanoveni provédd® * Elektrochemie ndm v3ak i zdeire byt uZiténa jakozto
selektivni a citlivy zpsob detekc® % Bylo vyvinuto mnoZstvi analytickych metod pro
stanoveni aminobifen§yl a aminonaftaleln v potravindskych barvivech, néapojich,

bonbénecH ' ?° a v prstovych barvaéh Pro stanoveni je mozné pouZit kapilarni
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elektroforézd® 2° Bszng pouzivana je plynova chromatografié’ 3 33 Ostatni pittokové
metody, jako vysokatinna kapalinova chromatografie aifpkova injekni analyza, maji
také své zastoupeni a nabizefkalik moznych deteénich zmisokli nag. spektro-
fotometrickod® ** nebo MS detektf. Elektrochemicka detekce ire byt pouZita pro
kapilarni elektroforézi, pritokovou injekni analyzd®*" a pro HPLG®*° vyuziti

ampérometrické detekce v HPLC je proto perspektiveritrem analyzy APAH.

1.4 Konstrukce ampérometrickych detektor U

Konstrukce ampérometrickych detekiqoro kapalinovou chromatografii by éha
vyhowt chromatografickym a elektrochemickym poZadawkna geometrii detekich cel.
Miniaturizaci vlastniho deteékiho prostoru Ize fiedchazet zbytmému rozmyvani zony
analytu, avSak ugédani by mlo byt takove, aby zatilo homogenni elektrické pole mezi
pracovni a pomocnou elektrodou a zaroee nejblizSi umishi referentni elektrody, coz
je  podminkou pro udrZeni definovaného potencidlu mpeacovni elektrodl pri
ampérometrické detekd % Nejbszngj$im typem uspiddani ampérometrickych detekior
je tenkovrstve, ,wall-jet" a tubularni.

V této praci byl pouzivan ampérometricky detekt@racovni platinovou tubularni
a platinovou mikrocylindrickou elektrodou.

Konstrukce platinového tubularniho detektoru, nemé& Cvakou*, je popsana
v bakaldské praci® spolu s piklady dalSich uspg@dani ampérometrickych tubularnich
detektofi. Pracovni elektroda je umdsta @imo v kapil&e napojené na vyvod z kolony a
tato kapilara je spolu s referentni a pomocnouteddku ponéena v pepadové nadobce
s mobilni fazi. Schéma usf@aani ampérometrického tubularniho detektoru jeaméno
na obr. 1.1.

Obdobre v pripade ampérometrického detektoru s platinovou mikroajlickou
elektrodou pouZzitého v této diplomové praci je kaini elektroda umigha v odtokové
kapil&e z kolony? (obr. 1.2) a postup jeji konstrukce byl nasledujieflonova kapilara
(vnitini pramér 0,5 mm) byla fiéné propichnuta ostrou jehlou a vzniklym otvorem byl
protazen tenky dratek z platiny gonér 0,1 mm). Pescast teflonové kapilary s vyvedenym
kontaktem byla fetaZzena teplem se stahujici izolace a pomoci hack@né pistole
utésnéna tak, aby nedochazelo k nezadoucimu kontaktatekem. Dratek byl v kapité
zafixovan tavnym lepidlem, které zardivezolovalo dratek na bocich kapilary od styku

s roztokem. Do kontaktu s analytem tediclpazi pouzecast dratku uvnit teflonove
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kapilary. Na druhy konec teflonové kapilary byl aasn péichozi Sroub a teflonova ferule
pro pipojeni k vyvodu z kolony. Pracovni elektroda bgleolu s referentni a pomocnou
elektrodou poniena v pepadové nadobce s mobilni fazi.

Tento postup byl v prati pouzit pro konstrukci ampérometrického detektoru
s platinovou a rdénou mikrocylindrickou elektrodou (vititi pramér teflonové kapilary

0,25 mm, piimér platinového dratku 0,1 mm,jonér médéného dratku 0,2 mm).

Obr. 1.1 Schéma elektrochemického tubularniho detektorw: piivod od sepakmi
kolony, 2 — platinova tubularni elektroda, 3 — reféni elektroda, 4 — pomocna elektroda,
5 —roztok elektrolytu v nadobce sepadem, 6 — odpad, a — platinova teékbib — cinova
pajka, c— kontaktni dratek k platinové tréd®, d a e —teflonova kapilara ti@ vytok

z kolony, f — teplem se stahujici izolaék.
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Obr. 1.2 Schéma elektrochemického mikrocylindrického detekt 1 — @ivod od
separani kolony, 2 — platinovd mikrocylindricka elektrqda& — referentni elektroda,
4 —pomocna elektroda, 5 -—roztok elektrolytu vobad s pepadem, 6 — odpad,
a — teflonova kapilara,b — platinovy dratek, cwnalepidlo slouZici jako izolace dratku od
styku s roztokerft?

1. 5 Extrak éni metody pro aminoaromaty

Extrakce je sepatai a cistici metoda, P které gechazi slozka ze s latek
v kapalnéc¢i tuhé fazi do jiné kapalné faze. V této diplomgwéici je pouZzita metoda
extrakce na tuhé fazi (SPE). Jejim principem jelgeini zadrZovani skupiny latek na tuhé
fazi, ktera je umisha ve fornd sloupce nebo membrany v kratké kolonce. Extrakee n
tuhé fazi jecasto vyuzivana dhem procesu Upravy vzark kdy extrakci zadané latky
z kapalného vzorku odtime tuto latku od ruSivé matrice. Ziskdme tak &itiro vysSi
Cistott a koncentraci zZadané latky. SPE tak lze pouzit qustragni rusivych slozek
matrice, pro selektivni obohaceni (nakoncentroverdyku a také pro zému rozpousidla
vzorku. Vyhodami SPE ve srovnani s klasickou exirdtapalina — kapalina (LLE) je
jednoduché, rychlejSi a le#j8i provedeni, protoZe Ize pracovat s menSimi objenorki
a tudiz je snizena spgeba organickych rozpou$tel. Vyhodou je i fakt, Ze vzorky
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prekoncentrované na kolonkach Ize snadno skladosfad transportovat. Sortiment SPE
kolonek se neustéle #$uje a SPE tak tychle vytiaje do pozadi klasickou LL#

Metodu extrakce vyuZila ve svych pracickada autar. Pro stanoveni
aminonaftalefi a aminobifenyd ve vod pouzil Zhou a kol. mikroporézni membranovou
LLE?® klasickd LLE byla pouZita pro stanoveni aminomjié* a aminonaftalei
z masi**. Bhaskar a kol. vyvinuli novy sorbefltcyklodextrin-polyurethan pro extrakci
aromatickych uhlovodik ze vzorki vody a ten byl porovndvan s sorbenty Extrelut NT,
Isolute a C18 obsahujici klasické reverzni faze$f&>* Shelke a kol. pouzili SPE s C18
pro stanoveni aromatickych aminve dvou syntetickych potravitekych barvivect?

a obdobna faze byla pouZita pertrakci aminonaftalenz masi*®. Stabbert a kol. vyuZili
extrakce P stanoveni aromatickych aniinv cigaretovém kaii,'® Chiang a kol. f
stanoveni aromatickych antinv jedlych olejich* a Turesky a kol. i stanoveni
aminobifenyli v barvach na vlas§ Garrigos a kol. vyuZil extrakce superkritickou
kapalinou ve spojeni s plynovou chromatografii @@mnoveni aromatickych antin

v détskych barvach na prsfy.
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2. Experimentalni €ast

2.1 Studovaneé latky a ostatni chemikalie

Zasobni roztoky 2-aminobifenylu, 4-aminobifenylubgolatky Sigma-Aldrich,
97%), 1-aminonaftalenu (Sigma-Aldrich, 98%) a 24ammaftalenu (Sigma-Aldrich, 95%)
o koncentraci 1-I0 mol dm® byly piipraveny rozpugnhim presré navaZeného mnozstvi
dané latky v deionizované ved@Millipore Q-plus System, Millipore, USA). Tyto gébni
roztoky byly skladovany ve ténza laboratorni teploty. Roztoky o niZzSich koncacitch
byly ziskany pesnymiedénim zasobnich roztdkstudovanych latek.

Fosfor&nanovy pufr byl fipraven z roztoku 0,01 mol dfhhydrogenfosforénanu
disodného, jehoz pH bylo upravensiqavkem koncentrované kyseliny fosfemé (ol
latky p.a., Lach-Ner, Neratovic€gska republika). Brittaiv — Robinsoiv pufr (BR pufr)

o prislusném pH byl fipraven smisenim vodného roztoku hydroxidu sodného
o koncentraci 0,2 mol dm s roztokem obsahujicim kyselinu boritou, kyselinou
fosforeshou a kyselinu octovou (v3e p.a., Lach-Ner, Neratg\eska republika), kazdou
o koncentraci 0,04 mol drh Presna hodnota pH byla dfena pH metrem. Dale byly
pouzity tyto chemikalie: acetonitril (chromatogda cistota, Merck, Nmecko), methanol
(p.a., Merck, Nmecko), ethylester kyseliny octové a koncentroviaygelina sirova (vse

p.a., Lach-Ner, Neratovic€eska republika).
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2.2 Prehled studovanych latek

2-aminobifenyl

C.A.S. Name: 2-Aminobiphenyl
C.A.S. Registry Number: 90-41-5
Ci2HuN

M, = 169,23

zkratka: 2-AB

pKa = 3,82 (22 °C)

4-aminobifenyl

C.A.S. Name: 4-Aminobiphenyl
C.A.S. Registry Number: 92-67-1
Ci2HuN

M, = 169,23

zkratka: 4-AB

pKa = 4,22 (29 °C)

1-aminonaftalen

C.A.S. Name: 1-Naphthalenamine
C.A.S. Registry Number: 134-32-7
CioHoN

M;= 143,19

zkratka: 1-AN

pKa = 3,92 (25 °C)

2-aminonaftalen

C.A.S. Name: 2-Naphthalenamine
C.A.S. Registry Number: 91-59-8
CioHoN

M;= 143,19

zkratka: 2-AN

pKa = 4,15 (25 °C)

H,N

5 5

NH,

NH,

17



2.3 Aparatura

2.3.1 Voltametrické techniky

Voltametricka mdfeni byla provaéha pomoci Eco-Tribo polarografu
(Polaro-Sensors, Prah@eska republika) se software PolarPro (verze 5.&dindtliva
méieni byla provagha v tielektrodovém zapojeni se stacionarni diskovouirmabu
pracovni elektrodou, pmer platinového disku 2,0 + 0,1 mm (plocha disku 3yirr)
(Metrohm, Herisau, Svycarsko). Pracovni elektrodda bpondena v polarografické
nadobce spol@é s Ag/AgCl (3 mol T KCI) referentni elektrodou (ETP CZ-R00408), a
platinovou pliSkovou pomocnou elektrodou {oBlektrochemické detektory, Turnov,

Ceska republika). Uspadani elektrod v polarografické nadobce je znagmma obr. 2.1.

Lid
[ ]
—

Obr. 2.1 Uspaadani elektrod v polarografické nadobce. 1 — pracetacionarni platinova
diskova elektroda, 2 — referentni elektroda, 3 mpona elektroda, 4 — zakladni elektrolyt.
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2.3.2 Chromatograficka aparatura

HPLC systém se skladal z vysokotlaké pumpy HPP S@@boratorni pistroje
Praha,Ceskéa republika), davkova se sm§kou o velikosti 10 pl (Laboratornitistroje
PrahaCeské republika), iedkolonky LiChroCART PAH 4-4 (Merck, Nmecko), kolony
LiChrospheP 100 RP-18, ;im, 125x4 mm (Merck, Becko), UV spektrofotometrického
detektoru LCD 2083 (ECOM(eska republika) a ampérometrického detektoru ADLC 2
(Laboratorni pistroje Praha,Ceska republika). Ampérometricky detektor byl sékiov
zapojen za UV spektrofotometricky detektor. HPLGCstéyn byl kontrolovan pomoci
software CSW 32 Chromatography station (DataAp€rska republika) pracujiciho
v prostedi Windows 98 (Microsoft, USA). Davkovany objenoviu byl 10ul a pritokovéa
rychlostQ 1 ml min™. V&echna réreni probihala za laboratorni teploty. Mobilni fasda
10 min odvzdusovana ultrazvukem PSO 2000A Ultrasonic Compact iidedPowersonic,
USA). Hodnoty pH roztok pro gripravu mobilni faze byly gfeny na digitalnim fstroji
pH Meter & Conductivity 4330 (Jenway, Velka Brit@his kombinovanou sklénou
elektrodou.

Ampérometricky detektor pracoval tidglektrodovém uspgadani s platinovou
tubularni nebo platinovou mikrocylindrickou pracowtektrodou. Pracovni elektroda byla
pondena v pepadové nadobce spste s Ag/AgCl (3 mol T KCI) referentni elektrodou a
platinovou pliSkovou pomocnou. Na ¢Atku kazdého pracovniho dne byla pracovni
elektroda proplachnuta methanolem a nasiedeionizovanou vodou. Poté do ni byla
nastiknuta Siroka zéna vodného roztoku kyseliny sirov&oncentraci 5-18 mol dm™
a pracovni elektroda byla deseti az dvanacti cystydaw polarizovana  — 0,3V
a+1,4V vidy po dobu 10s. Stejny postup byl e i pro ¢iSténi detektoru f
piipadnych obtizich” Na konci vlastniho &feni byl detektor of proplachnut

methanolem a nasleé&ieionizovanou vodou.

2.3.3 Extrakce na tuhé fazi

Extrakce na tuhé fazi (SPE) byla prowad na extraknich kolonkéch LiChroldt
EN 200 mg/3 ml (Merck, Bmecko) na bazi poly(styren-divinylboenzenu) za pbtuzi
vzduchové vygvy a dvanactimistného vakuového extriko rozvodu.

19



2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Voltametrickd m éreni

Pfi voltametrickych mdtenich byl objem vzorku vzdy 10 ml. Vzorek byl
pripravovan smisenim 5 ml Brittonova — Robinsonovdripw péislusném pH a 5 ml
zasobniho roztoku studované latky v deionizovandsve koncentraci 1-I&mol dn
ve voltametrické nadobce; vysledna koncentracesienych roztok tak byla
5-10° mol dn>. V&echna rireni byla provéagha za laboratorni teploty.

Pti cyklické voltametrii (CV) byly vSechny cykly préekny polariz&ni rychlosti
100 mv §*

Pri diferencni pulsni voltametrii (DPV) byly pouzity nasleddjigarametry:
polarizani rychlost 20 mV'8, pulsy o &ce 80 mV a vysce 50 mV.

Postup nifeni byl nasledujici: Povrch pracovni elektrody psgd prvnim cyklem,
resp. skenem mechanickyi&tén leSEnim suspenzi ADs;. Nasledovala série cykl resp.
skeri: a) s @iSténim pracovni elektrody mezi jednotlivymi cykly, pesskeny pomoci
suspenze oxidu hlinitého; b) be&igeni pracovni elektrody mezi jednotlivymi cykly, resp
skeny.

LeS&ni povrchu pracovni elektrody bylo provdd pomoci suspenze oxidu
hlinitého (velikost¢astic 1,1um) naneseného spol@ s destilovanou vodou na samet.
Pracovni elektroda byla l€sta krouzivym pohybem po sametu po dobu 10 s.

VySka piki sledovanych latek byla vyhodnocovana od spojnic@mrmpied a za
pikem.

2.4.2 Vysokou €innad kapalinova chromatografie s elektrochemickou

detekci

Separace analytbyla provadna na kolos LiChrosphef 100 RP-18, mm,
125x4 mm, ktera nebyla termostatovana.

Pouzivané mobilni faze bylyipravovany smisenimifslusnych objemovych dil
vodné slozky a acetonitrilu. pH mobilnich fazi bypravovano pomoci fosfaneanového
pufru zménou pH vodné slozky mobilni faze. Fosfémanovy pufr byl tvéen

0,01 mol dm® hydrogenfosforénanem sodnym, jehoZ pH bylo upraveno na poZadovanou

20



hodnotu kyselinou fosfotaou. K gipraw vodnych roztok a mobilnich fazi byla
pouzivana deionizovana vodaiifak mobilni faze byl 1,0 ml mif.

byl sério¥ zapojen za UV detektor (UV detektor zastaval kainfr funkci pro
ovéreni selektivity elektrochemického detektoru). Elekhemicky detektor pracoval v
tiielektrodovém zapojeni s referentni argentchlordoslektrodou a pomocnou platinovou
elektrodou. Jako pracovni elektroda byla pouzitatipbvd mikrocylindricka nebo
platinova tubularni elektroda. VSechny elektrogyptacovni, referentni a pomocna, byly
ponadeny v gepadové nadobce s mobilni fazi.

Pfi testovani elektrochemické detekce byly pouZivaogtimalni podminky
separace, tedy mobilni faze tead acetonitrilem a fosfareanovym pufrem o pH 2,5
v poneru 40:60 (V/V).

Optimalni potencial pracovnich elektrod + 1,0 V lwyéen z hydrodynamickych
voltamograni jednotlivych latek, které byly proffeny pomoci naiku 10 pl snisi

studovanych latek o koncentraci 1-1fol dm®kazdé slozky v roztoku.

2.4.3 Extrakce na tuhé fazi

Pri extrakci 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN z mo byla piprava vzork, aktivace
extrakénich kolonek a davkovani vzorku pro¥ad podle postupu uvedeného vyrobcem
pro stanoveni anilifi. pH ma:i bylo v den analyzy upraveno pomoci 5 moldmoztoku
NaOH na hodnotu pH 9,0. Poté byla ¢nzfiltrovana. Modelové vzorky pro stanoveni
studovanych latek v néobyly piipraveny gesnymiednim zasobnich roztégkupravenou
moci: Do 100ml odmdrné baiky bylo odpipetovano dané mnoZstvi zasobnich raz@k
AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN o koncentraci 1-1TDmol dm® a doplEno do 100 ml m.
Extrakce na tuhé fazi byla prowith na  extrafnich  kolonkéach
LiChrolut® EN 200 mg/3 ml se sorbentem teoym kopolymerem ethylvinylbenzenu
a divinylbenzenu nésledujicim igpbem: Tuha faze extrak kolonky byla aktivovana
bez pouZiti podtlaku postupnym promytim 3 ml etbgtatu, 3 ml methanolu a 3 ml
deionizované vody. Poté bylo na kolonku nanesen6 mil0 analyzovaného vzorku
a prosato za pomoci podtlaku rychlosti cca 1 mifmiNasleds byla kolonka promyta
3 ml deionizované vody a 1 min suSena vzduchem.hytamé aminobifenyly
a aminonaftaleny byly eluovany 4 ml acetonitrillz pouziti podtlaku. Nakonec byl pouzit
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podtlak po dobu 1 min pro odséati zbytku acetonitrd kolonek. 1Qul eluatu bylo
nastiknuto do HPLC systému.

Realny vzorek m& kuidka byl podroben stejnému extéakmu postupu.

Vytézek extrakce byl vyhodnocovan jako panvysky analytu lpiw) k vySce piku
ziskaného fidavkem paebného objemu standardniho roztoku k roztoku poaksit
slepého vzorku. Slepy vzorek bytga extrakci upraven a extrahovan stejnym postupem

jako modelové vzorky mib.
2.4.4 Kalibra €éni zavislosti

Kalibracni  zavislosti byly zpracovdny metodou linearni esgr Meze
stanovitelnostiLo a meze detekckp byly stanoveny jako mnozstvi analytu poskytujici
signal, jehoz vyska je rovna desetinasob&(NE 10) ¢i trojnasobku §/N= 3) absolutni

hodnoty Sumu.
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2.5 Pouzité vzorce

Retenéni faktor k:

t, — retegni ¢as

ty — mrtvycas

RozliSeni piki Ry 2
R12 - thr,Z _tr,l
’ W, + W,

t ,,t . — retednicasy piki

w,,w, — Siky pika pri jejich zakladnach

Pocet teoretickych paterN:

2
t

N = 5,54[EL]
W0,5

t.. —reternicas piki i

r,i

W, — Sitka piki v polovirg jeho vysky

Asymetrie piku As:

b
~7a

a — Stka vzestupnéasti piku ndtena v 10 % jeho vysky

b — Stka sestupnéasti piku ndrena v 10 % jeho vysky
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Voltametrickd m éreni

Elektrooxidace aromatickych aniimma pevnych elektrodach jasto provazena
jejich pasivaci. Proto byla nejprve provedena zékilacharakterizace elektrochemického
chovéani studovanych amino arofindta stacionarni platinové diskové elektfadetodou
cyklické voltametrie a diferémi pulsni voltametrie. #2@devsim byl sledovéan vliv pH na
signaly analyi a pasivaci elektrodového povrchu.

Duvodem pasivace elektrod je mechanismus elektroogidBen je zahajen ztratou
elektronu za tvorby radikél kationtu, ktery ini@uglalSi reakce vedouci ke tvérbimert
az polymernich film, jejich? gresna struktura neni zpravidla zndma” **Pro anilin je
iniciacni reakce a mozné dimerni produkty, mezi kteréi paaminodifenylamin, benzidin
¢i hydrazobenzen, znazama na obr.3.1. Pasivace elektrodového povrchu p
elektrooxidaci aromét byla ve vodnych prostdich zaznamenana rfapna bdérem

dopované diamantové (BDD) filmové elektidd

7\ :
NH, > NH3

anilin anilin radikal kation

S

benzidin hydrazebenzen

H H
H,N NH, N—N

Y

p-aminadifenylamin

H

Obr. 3.1 Schéma inicieni oxidani reakce anilinu a moznych vznikajicich dimernich
produkti
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3.1.1 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN c(= 5-10° mol dm®) byla
provadna v kyselém, neutralnim a zasaditém gealit— BR pufru o pH 2,0, 7,0 a 12,0 —
na stacionarni diskové platinové pracovni elekirodouzitd rychlost polarizace byla
100 mV s*. Mgteno bylo vzdy od peateiniho potencialuEye: = 0 V. Jednotlivé analyty
byly postupg meieny v uvedeném prasidi a) s diStenim pracovni elektrody mezi
jednotlivymi cykly greleStnim suspenzi ADs, ¢imZ byla testovana reprodukovatelnost
meieni, a b) bez @Sténi pracovni elektrody mezi jednotlivymi cykly prdedovani
pasivace  pracovni  elektrody. Ukdzka  cyklickych  awlbgrand  2-AB
(c = 5-10° mol dm®) pro tyto dva pipady zaznamenanych v BR pufru o pH 7,0 s a bez
ocisténi pracovni elektrody mezi jednotlivymi cykly je &orréna na obr. 3.2, respektive
3.3.

Z obou obr. je 'ejmé, Ze fi daném pH nebyl pozorovan pro 2-ABetelny signal
latky, jen mirny naist viny latky oproti vig zakladniho elektrolytu ip potencidlech
kladrgjSich nez ca +700 mV. Pro ostatni studované latgid aakladnich elektrolytbyly
vysledky obdobné. Ze ziskanych vysléd#tale vyplyva, Ze elektrooxidace studovanych
aminoaromat je v mefené Skale pH a ip danych podminkach &eni ireverzibilni
vzhledem k nefitomnosti signdl analyti ve zgtném katodickém skenu.fiPc&isteni
elektrody suspenzi ADs; mezi jednotlivymi cykly bylo dosaZzeno reprodukaiagch
zaznani, jak doklada obr. 3.2. Z pozorovani zaziiapiti naslednych cyki bez @isteni
pracovni elektrody mezi jednotlivymi cykly (obr33.je patrny pokles stenych proud
pro zakladni elektrolyt i pro analyt, ktery je datem wité pasivace povrchu pracovni
elektrody.
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Obr. 3.2 Cyklické voltamogramy 2-AB d=5-10°mol dnm®) na platinové diskové
elektrodt scistenim pracovni elektrody mezi jednotlivymi cykly pooisuspenzeAl ,Os,
prostedi BR pufru o pH 7,0, rychlost polarizace 100 m¥ Zakladni elektrolyt-(-) a 2-

AB (—) pro 1., 2. a 5. cyklus.
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Obr. 3.3 Cyklické voltamogramy 2-AB d=5-10°mol dm) na platinové diskové
elektrod bez ¢isténi pracovni elektrody mezi jednotlivymi cykly v mttedi BR pufr o
pH 7,0, rychlost polarizace 100 mV*szakladni elektrolyt-(-) a 2-AB (—) pro 1., 2. a 5.

cyklus.
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3.1.2 Diferen €ni pulsni voltametrie

DalSi charakterizace elektrochemického chovani 2-4RB, 1-AN a 2-AN byla
provadna v rezimu diferefni pulsni voltametrie kui lepSimu vykresleni signal
studovanych analgt Jejich DP voltamogramy (&p pro c=5-10°mol dm®) byly
zaznamenany v prasdi BR pufru o pH 2,0, 5,0, 9,0 a 12,0 na diskaedinqové pracovni
elektrodt. Méteno bylo vzdy od pteEniho potencialley: = 0 V. Jednotlive analyty byly
postupg opst meéireny v uvedeném prdsidi a) bez &Sténi pracovni elektrody mezi
jednotlivymi skeny a b) sastenim pracovni elektrody mezi jednotlivymi skeny.abt 3.1
jsou shrnuty hodnoty relativnich grodatnych odchylek (RSD, pet métenin = 5) vySek
pika a potenciéal pika (Ey) studovanych aminoaroniépro uvedena pH BR pufru. VSechny
latky poskytly zpravidla jeden signal, jehoz potéhse s klesajici hodnotou pHeteného
prostedi posouva k pozitivij§im potencialm (vyjimky jsou zejmé z tabulky 3.1). Tento
trend je obech platny pro oxidaci aminoskupiny, jelikoz vlivem jijeprotonizace
v kyselejSich progedi klesa elektronova hustota a jeipba vynaloZit vysSi energiéil{
kladrgjSiho potencialu) pro odebrani elektronu.

Dobie patrny je tento posun v praci Barka a kokteri studovali elektrochemické
chovani 2-AB a 4-AB na nanokrystalické BDD elektod zavislosti na pH BR pufru
poskytuje kazda z latek na této elektr@ad 4 piky, potenciél hlavniho oxigldho piku se s
rostoucim pH posouva k zapéjsim potencialm. Nejlépe vyvinuty pik 2-AB se objevuje
na DP voltamogramech ziskanych v roztoku BR pufpHoZ,0 a nejlépe vyvinuty pik
4-AB v roztoku BR pufru o pH 9,0. Stejné pri@sti bylo pro tyto dva aminobifenyly
dopor&eno pro jejich stanoveni metodou DPV na uhlikovétpsé elektrod® i po jeji
modifikaci vybranymi cyklodextriny, vzdy po 180rsajici akumulaci analytna povrch
pracovni elektrody ip otewveném proudovém obvodu. ¥chto gipadech byl vSak pro
studované aminobifenyly nalezen stejako na platinové diskové elektrod této praci
pouze jeden anodicky signal.

VySSi p@et piki zaznamenanych na BDD elektéodiejmé souvisi s jeji nizSi
tendenci k pasivaci, ke kteréigpiva hydrofobni povrch BDD elektr6dU studovanych
aminoaromat lze pedpokladat vysoky pet reaknich produki a meziprodukt a
slozitou strukturu vznikajicich polymernich film vzhledem k vysokému ptu
mesomernich forem radikal kationtu vzniklého prigadnoelektronovou oxidaci. Sedm
moznych mesomernich forem s lokalizaci radikal dadti na dusiku aminoskupiny a

v poloze 1, 3, 5, 2', 4', 6' pro 2-AB je znadzora na obr. 3.4. Stejna lokalizace radikal
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kationtu pro 4-AB vede vzhledem k jeho symetriigki pneznim mezomernim strukturam.
Radikal kationt vznikly elektrooxidaci 1-AN a 2-AMe pak popsat Sesti meznimi
mezomernimi strukturami. Vzajemné reakcg&hto a dalSich meziprodukt spolu

s reakcemi s vychozimi amino aromaty vedou ke wostruktie polymernich film
pokryvajicich elektrodovy povrch. Pro 4-AB na ptatvych elektrodach byl n&ppopsan
vznik linearniho polymeru tweného bifenylovymi skelety vzniklého coupling rekeN
konci 4-AB>*

V nékolika pripadech byla na BDD elektrodach pozorovana lepSi

reprodukovatelnost signalu analytu pro zasaditéstf@di, coz bylo vysitleno vyssi

rozpustnosti a tim padem sn&dfmu odstraéni vzniklych polymernich film.? %

H
o /
v

H—N

;
O — O — O
|

H,N H,N H,N
+e
+e

Obr 3.4 Schéma sedmi moznych meznich mesomernich forerB 2-bkalizaci radikal

kationtu na dusiku aminoskupiny a v poloze 1, 2'54', 6'.

V této studii na Pt diskové elektrod/ zasaditém progtdi BR pufru o pH 12,0
dosahovala RSD vySek gilkhodnoty v rozmezi 4,7 az 30,3 %. N#ané voltamogramy 1-
AN v prostedi BR pufru o pH 12,0 Btenim, resp. bezdsteni pracovni elektrody mezi
jednotlivymi skeny jsou znazo(né na obr. 3.5, resp. na obr. 3.6. Druhy postuih vpde

k postupnému poklesu vysky piku,éd¥ici o pasivaci elektrodového povrchu (obr. 3.6)
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vyjadiené vysokou hodnotou RSD vysky piku 24,1 % (viailied 3.1). Tento pokles byl
patrny i pro dalSi studované analyty v BR pufru-bZ0, 9,0 a 12,0.

Prostedi BR pufru o pH 5,0 bylo celkévnevyhovuijici, piky latek byly Spatn
vyhodnotitelné.. V progedi BR pufru o pH 2,0 bylo nalezeno nejvice poriith odezev
a zarovéa RSD vySek pik byly nejpijatelnéjSi. Nangiené voltamogramy v prasdi
BR pufru o pH 2,0 s@sténim pracovni elektrody mezi jednotlivymi skeny m@eAN,
resp. 1-AN, jsou znazo&né na obr. 3.7, resp. obr. 3.8.

Celkow lze konstatovat, Ze voltametrické metody nepogkytio stacionarni
diskovou platinovou elektrodu pro vodna piesi @iliS spolehlivé vysledky.
Zaznamenané piky jsou zpravidla nizké s kolisagpirodukovatelnosti v zavislosti na
stavu elektrodového povrchu. Pro optimalizaci vok#rického stanoveni studovanych
aminoaromat s vyuzitim této elektrody by bylo nutné navrhnogtodu elektrochemické
aktivace povrchu pro zvysSeni citlivosti a reproduédelnosti metody pdipad pouzit
rotujici platinovu diskovou elektrodu.

Platinové elektrody Ize vSak s vyhodou pouzit ptektrochemickou detekci
aminoaromat v HPLC na reverzni fazi, kterargupoklada mobilni fazi sriglavkem
organického modifikatoru. Proto byla jako zakladtgktrolyt pro voltametrii pouzita jesSt
smss acetonitrilu s 0,01 mol dfh fosfor&nanovym pufrem o pH 2,5 v pam
40:60 (V/V) odpovidajici mobilni fazi pro HPLC stareni 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN na
reverzni fazi C18 popsané v bakalké praci'® DP voltamogram pro 2-AB zaznamenany
bez @isteni a s @isSténim platinové diskoveé elektrody je na obr. 3.9 HO3Stejrt jako ve
vétsing vodnych prosedich latka poskytuje jeden pik. V prvnifigac je Zejmy pokles
vySky piku s natstajicim pdtem sked. RSD vySky piku pro druhyifpad byla 2,0 %.

Pouziti Pt elektrody v ptoku (konkrétd@ HPLC-ED) poskytlo mnohem
spolehliwjsi vysledky nez voltametrie, jak je'eggmé pro mikrocylindrickou platinovou
elektrodu z kapitoly 3.2 a z vysleilkbakaldské prace pro Pt tubularni elektradu.
Zavislost vysek pik 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN ¢ = 1:10° mol dn®) na pH mobilni faze
pro HPLC-ED s detekci na Pt tubularni elek&radskana z dat naftenych pro tuto
bakal&skou praci® je znazortina na obr. 3.11. Byly ziskany reprodukovatelné vdgmo
vSechna pH mobilni faze (mobilni faze acetonitrosfor&nanovy pufr o pH 2,0-7,0
v porgru 50:50 (V/V)) vrozsahu daném stabilitou pouZikélony s reverzni fazi. Je
patrné, Ze v mobilni fazi o pH fosf@manového pufru 2,5 byly vySky pikatek 2-AB, 1-
AN a 2-AN nejtsSi. Relativni srrodatna odchylka pro vysku a plochu piku pro 2-AN |
v tomto gipadt 2,56 %, respektive 1,96 %.
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Tab 3.1Hodnoty potencﬁl pika (Ep) a relativnich s@rodatnych odchylek vySek piKRSD, p@et meétenin = 5) 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN
(c = 5-10° mol dnT®) v BR pufru o fizném pH. Mieni provadno a) bez &stni pracovni elektrody mezi jednotlivymi skeny; hstsnim
pracovni elektrody mezi jednotlivymi skenkefestnim Al,Os;. Méteno metodou diferéni pulsni voltametrie na platinové diskové elek#od

pH 2,0 pH 5,0 pH 9,0 pH 12,0
RSD
RSD vysky RSD vysky vySky RSD vysky
piku [%] ~ E,[mV] piku [%] ~ E,[mV] piku[%] Ep[mV]  piku[%]  Ep[mV]
s @istenim
o.ap elekirody 2,9 +811 10,7 +734 7,0 +605 25,2 +500
bez @isteni
elektrody 5,9 +821 a - 14,6 +623 7,6 +565
s @istenim
4-AB elektrody 9,8 +738 17,5 +565 & 2 15,0 +389
bez @isteni
elektrody 2 2 i 2 28,5 +554 12,2 +417
s @istenim
1-AN elektrody 4,1 +625 15,7 +546 (+739 -° 2 4,7 +384
bez @isteni
elektrody 2 2 i 2 3,7 +454 24,1 +385
s @istenim
o.AN  Elektrody 2,9 +709 a— = = = 8,2 +460
bez @isteni
elektrody 11,2 +702 (+871 -2 - 3,8 +539 30,3 +464

2 nelze vyhodnotit® potencial piku pro druhy pik (vySku nelze vyhodot
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Obr. 3.5DP voltamogramy 1-AN = 5-10° mol dnT®) na platinové diskové elektrad
s @istenim pracovni elektrody mezi jednotlivymi skeny wsitedi BR pufru o pH 12,0,
rychlost polarizace 20 mV'% pulsy o &ice 80 mV a vysce 50 mV. Vina 1-AN pro 1., 2.,
3., 4. a 5. sken po odteni pozadi.
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Obr. 3.6 DP voltamogramy 1-ANq= 5-10° mol dmi®) na platinové diskové elektrdtez
oc¢isténi pracovni elektrody mezi jednotlivymi skeny vgitedi BR pufru o pH 12,0,
rychlost polarizace 20 mV's pulsy o &ice 80 mV a vysce 50 mV. Vina 1-AN pro 1., 2.,
3., 4. a 5. sken po odteni pozadi.
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Obr. 3.7 DP voltamogramy 2-AN o= 5-10° mol dni®) na platinové diskové elektrad
s aisténim pracovni elektrody mezi jednotlivymi skeny wsfedi BR pufru o pH 2,
rychlost polarizace 20 mV's pulsy o &ice 80 mV a vysce 50 mV. Vina 2-AN pro 1., 2.,
3., 4. a 5. sken po odteni pozadi.
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Obr. 3.8 DP voltamogramy 1-AN = 5-10° mol dnT®) na platinové diskové elektrad
s @istenim pracovni elektrody mezi jednotlivymi skeny wsitedi BR pufru o pH 2,
rychlost polarizace 20 mV'% pulsy o &ice 80 mV a vysce 50 mV. Vina 1-AN pro 1., 2.,
3., 4. a 5. sken po odteni pozadi.
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Obr. 3.9DP voltamogramy 2-AB d= 5-10°mol dnT®) na platinové diskové elektrad
bez @isteni pracovni elektrody mezi jednotlivymi skeny vgitedi acetonitrilu

s 0,01 mol di?® fosfore&gnanovym pufrem o pH 2,5 v pam 40:60 (V/V), rychlost
polarizace 20 mV 3, pulsy o &ice 80 mV a vySce 50 mV. Zakladni elektrolyt (—) a
2-AB () pro 1., 2. a 5. sken.
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Obr. 3.10DP voltamogramy 2-ABd= 5-10°> mol dm®) na platinové diskové elektrad

s @isténim pracovni elektrody mezi jednotlivymi skeny wgiedi acetonitrilu

s 0,01 mol di?® fosfore&gnanovym pufrem o pH 2,5 v pam 40:60 (V/V), rychlost
polarizace 20 mV 3, pulsy o &ice 80 mV a vySce 50 mV. Zakladni elektrolyt (—) a
2-AB () pro 1., 2. a 5. sken.
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Obr. 3.11 Zavislost vysky piku 2-ABq), 4-AB (e), 1-AN (@) a 2-AN @) na pH mobilni
faze pro HPLC-ED s platinovou tubularni elektrodétalona LiChrosphét 100 RP-18,
5um, 125x4 mm, mobilni faze acetonitril a 0,01 mbfbsforeznanovy pufr o daném pH
v pomeru  50:50 (V/V), davkovano 10 pul roztoku  &sn v mobilni fazi
oc=1-10°mol dm?®, pritokova rychlost 1,0 ml mifi, potencial vkladany na pracovni
platinovou tubularni elektrodbge: = +1,0 V
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3.2 Vysokou ¢€inna kapalinova chromatografie s elektrochemickou
detekci

V bakal&ské praci® byly nalezeny nasledujici podminky pro separadig2-4-AB,
1-AN a 2-AN: Kolona LiChrosph&100 RP-18, ,um, 125x4 mm, mobilni faze ve sloZeni
acetonitril a 0,01 moltfosforetnanovy pufr o pH 2,5 v potru 40:60 (V/V), davkovany
objem 10 pl, pitokova rychlost 1,0 ml mifi. Zarovei byl nalezen vhodny potencial pro
ampérometrickou detekci studovanych latek vkladaaypracovni platinovou tubulérni
elektrodu, jehoz hodnot&ni +1,0 V. V této diplomové praci byly sepana podminky
piejaty a optimalizovany podminky pro ampérometrickimiekci 2-AB, 4-AB, 1-AN a
2-AN s vyuzitim platinové mikrocylindrické elektrpd Nésledd bylo provedeno
porovnani obou tyjp platinovych ampérometrickych detekiona zaklad porovnani
parametit piku 2-AN.

3.2.1 Vliv potencialu vkladaného na platinovou mikr  ocylindrickou
elektrodu

Optimalni potencial detekcEge: pro platinovou mikrocylindrickou elektrodu byl
ziskan na zékladpromeieni hydrodynamickych voltamogranjednotlivych latek, tedy
zavislosti vySky piku analytu na potencidg: vkladaném na elektrodu.

Hydrodynamické voltamogramy 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AByly meéteny fi
optimalnich podminkach separace [gg; v rozsahu +0,6 V az +1,5V a vyhodnocovany
z vySek pik. Sowasré bylo sledovano proudové pozadi. Ziskana data zpoacovana na
obr. 3.12

Jako optimalni byl zvolen potencial detek&g; +1,0 V, chromatogram zffeny za
optimalnich podminek je ukazan na obr. 3.18. WoZeni klad®jSich potencidl Eget
méteni negativ ovliviiuje vziiistajici proud pozadi. Na velikost Sumu nema vkigdan
potencial vyrazny vliv. Tento det&ki potenciél je shodny s potencialem vybranym pro

platinovou tubularni elektrodu v bakgé pract®
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Obr. 3.12Hydrodynamické voltamogramy 2-AB), 4-AB (e), 1-AN (0), 2-AN (m)

a proud pozadiA). Kolona LiChrosphét100 RP-18, im, 125x4 mm, mobilni faze
acetonitril a 0,01 molt fosfor&nanovy pufr o pH 2,5 v po#nu 40:60 (V/V), davkovano
10 pl roztoku srési v mobilni fazi oc = 1-10° mol dni>, priitokova rychlost 1,0 ml mith.
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Obr. 3.13Chromatogram s#si 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN zmfeny za optimalniho
potencidlu na pracovni platinové mikrocylindrickiekérods. Kolona LiChrosphét100
RP-18, 5um, 125x4 mm, mobilni fAze acetonitril a 0,01 mbfdsforenanovy pufr o pH
2,5 vpongru 40:60 (V/V), davkovano 10 pul roztoku &sn v mobilni fazi
oc=1-10° mol dm?®, pritokova rychlost 1,0 ml mifl, potencial vkladany na pracovni
elektrodu +1,0 V.
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3.2.2 Vliv pr atokové rychlosti mobilni faze

DalSim krokem bylo progteni zavislosti odezvy detektoru, tedy platinovée
mikrocylindrické elektrody, na ptokové rychlosti mobilni faze. Ta byla émna
v rozmezi od 0,2 ml mifi do 1,2 ml min' za optimalnich podminek separace. Potencial
vkladany na platinovou mikrocylindrickou elektroow! hodnotu +1,0 V.

Ziskané zavislosti vySky piku pro 2-AB, 4-AB, 1-AdN2-AN jsou znazokmy na
obr. 3.14. Z tohoto obr. je Wt Ze vysSka piku s rostoucitpokovou rychlosti vyrazh
roste, nebt zavislost limitniho proudu,. na pfitokové rychlostiQ pro elektrochemické
detektory je ufena vztahef!

i, =knFCD?*Q* (1),

kdei_ je limitni proud pi daném potencialu detekce (Ize aproximovat vySibaw
), kje konstanta viskozityn pocet vymenénych elektrofi, F Faradayova konstant&
koncentrace analytd) difazni koeficientQ pritokova rychlost « je koeficient zavisejici
na typu indikani elektrody. Hodnoty pro rizné typy detektdr publikované v praéf jsou
uvedeny v tab. 3.2 spolu s hodnotamircenymi ze srrnice zavislosti logaritmu vySek
piku 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN na logaritmu fitokové rychlosti. Hodnotx Ize ugit po
Zlogaritmovani vztahu (1) jako smmici ziskané zavislosti log. na log Q, neba
zlogaritmovanim rovnice (1) dostaneme:

logi, =logK + xlogQ (2),

kde K =knFD?3C (3).

Z tabulky 3.2 je vidt, Ze zjiS&né hodnoty v rozmezi piblizné 0,25 — 0,30 se blizi
teoretickym hodnotdm pro tubularni a tenkovrstedeyektor. Teoretickd hodnotapro
mikrocylindricky detektor nebyla v literatet dohledana; jeji geni bude obtizné vzhledem
k predpokladanému vzniku turbulentniho préod vzhledem ke kolmému umési
platinového dratku do proudu nosného roztoku.

V&echna nffeni v této praci byla provéda g pritokové rychlosti 1 ml mif,

PR e

rychlosti vedly ke zhorSeni separace eluovanyckyeina-AN, 1-AN a 4-AB.
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Tab. 3.2Hodnoty koeficieni x pro fizné typy ampérometrickyéha hodnoty x urené
experimentalsé pro detekci2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN na mikrocylindrické elektds.
Podminky n&eni viz obr. 3.10.

typ Jwall-jet* tubularni  tenkovrst  mikrocylindricky
detektoru evny
X 0,75 0,33 0,33 nebo 1-AN 0,295
0 555
2-AN 0,246
2-AB 0,287
4-AB 0,294
7 T T T T T T
< gl i
c o o—0O
é - - m| O
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Obr. 3.14 Zavislost vysky pik 2-AB (o), 4-AB (e), 1-AN (o), 2-AN (m) na pfitokove
rychlosti mobilni faze&Q. Kolona LiChrosphét 100 RP-18, fim, 125x4 mm, mobilni faze
acetonitril a 0,01 molt fosfor&nanovy pufr o pH 2,5 v po#nu 40:60 (V/V), davkovano
10 pl roztoku smsi v mobilni fazi oc = 1-10° mol dmi®, potencil vkladany na pracovni
platinovou mikrocylindrickou elektrodu +1,0 V.
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3.2.3 Kalibra éni zavislosti

Nalezené optimalni podminky detekce pro platinowokrocylindrickou elektrodu
byly pouzity pro zmiteni Kkalibr&nich zavislosti 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN.
v koncentranim rozmezi od 4-TOmol dm®*do 1-10° mol dm™.

Nameiené kalibréni zavislosti byly zpracovany metodou linearni esgr.
Parametry zavislosti ziskané vyhodnocentfislpsSnych ploch a vysek pikz nangrenych
chromatograrh jsou uvedeny v tab. 3.3 a 3.4. Dosazené meze\staimosti Lo a meze
detekcelLp pro Sum o velikosti 0,022 nA, jsou uvedeny v &bB. Chromatogram sfai
studovanych latek o koncentraci 2ol dm® kazdé slozky vroztoku je uveden
na obr. 3.15. Kalibri pfimky vyhodnocené z ploch a dale z vySekupikpiisluSném
koncentr&nim rozmezi jsou na obr. 3.16 a 3.17.

Kalibraéni zavislosti jsou linearni v celé &iené oblasti koncentraci. Korérd
koeficienty se pohybuji vintervalu 0,9993 az 09990 vyhodnoceni z vySek ik
Nejniz8i meze stanovitelnosti bylo dosaZeno u 1-#\N8,8-10" mol dm®, naopak nejvyssi
meze stanovitelnosti bylo dosaZeno u 2-AB, tj. I0#-mol dm® meze detekce leZi pro
v8echny analyty vrozmezi cca (1-4,5)"10nol dm®. To jsou hodnoty srovnatelné
s ampérometrickou detekci aminoaroimatHPLC na elektroglze skelného uhliku a BDD
elektrod v tenkovrstevném uspadant® (8,2-10° mol dm® respektive 1,2-10 mol dm®
pro 2-AB; 6,4-10' mol dm® respektive 1,3-I0 mol dm™® pro 1-AN). Niz8ich mezi
detekce bylo dosaZeno riégad pro uhlikovou pastovou elektrodu v uijmani wall-jet’
(1,3-10° mol dm™® pro 1-AN; 8,8-10° pro 2-AN) ¢&i platinovou tubularni elektrodou
(porovnani viz nasledujici kapitola 3.2.4
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Tab. 3.3Parametry kalibknich zavislosti pro HPLC s elektrochemickou detekci
na platinové mikrocylindrické elektrédii potencialu +1,0 V. Vyhodnoceno z ploch ik
Kolona LiChrosphét 100 RP-18, ®m, 125x4 mm, mobilni faze acetonitril a
0,01 mol dm® fosfor&nanovy pufr o pH 2,5 v posnu 40:60 (V/V), davkovano 10 pl
roztoku smisi, pritokova rychlost 1,0 ml mif.

linearni dynamicky smgrnice, usek, korelani
analyt rozsah, moldm®  nAsmoftdm® nAs koeficient
2-aminobifenyl  4.10 - 1-10° 2,36-10 -0,04 0,9996
4-aminobifenyl  4.10-1-10° 2,59-16 -0,35 0,9999
1-aminonaftalen  4-16—1.10° 4,36-16 -0,55 0,9996
2-aminonaftalen  4-160-1-10° 3,35-16 -0,85 0,9991

Tab. 3.4Parametry Kkalibrnich zavislosti pro HPLC s elektrochemickou detekci
na platinové mikrocylindrické elektrégii potencialu +1,0 V. Vyhodnoceno z vySek jpik
Kolona LiChrosphét 100 RP-18, Hm, 125x4 mm, mobilni faze acetonitril a
0,01 mol dm® fosfor&nanovy pufr o pH 2,5 v pofnu 40:60 (V/V), davkovano 10 pl
roztoku smisi, pritokova rychlost 1,0 ml mif.

linearni dynamicky smgrnice, usek, korela&ni
analyt rozsah, mold®  nA mol* dm® nA koeficient
2-aminobifenyl  4.10 - 1-10° 1,59-16 0,00 0,9999
4-aminobifenyl  4.10-1-10° 2,60-16 -0,02 0,9997
1-aminonaftalen  4-16-1-10° 5,79-16 -0,07 0,9993
2-aminonaftalen  4-16—1-10° 4,56-16 —0,08 0,9997

Tab. 3.5Meze stanovitelnosti a meze detekce 2-aminobifenydaminobifenylu,
l-aminonaftalenu a 2-aminonaftalendi gtanoveni pomoci HPLC s elektrochemickou
detekci. Kolona LiChrosph&r100 RP-18, fum, 125x4 mm, mobilni faze acetonitril a
0,01 mol dm® fosfore&tnanovy pufr pH 2,5 v podnu 40:60 (V/V), davkovano 10 pl
roztoku smdsi, pmtokova rychlost 1,0 ml mii, potencial pracovni platinové
mikrocylindrické elektrody +1,0 V.

analyt mez stanovitelnodth, mol dm®  mez detekcép, mol dm
2-aminobifenyl 1,4-16 4,2-10"
4-aminobifenyl 8,5-10 2,5-10"
1-aminonaftalen 3,8-10 1,1-10°
2-aminonaftalen 4,8-10 1,5-107

40



23,0 : , : , : , : ,

nA

22,54

|1

22,0

21,54

t, min

Obr. 3.15 Chromatogram s#si 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN znsfeny (# koncentraci latek
¢ =2-10°mol dm®. Kolona LiChrosphét100 RP-18, fim, 125x4 mm, mobilni faze
acetonitrii a 0,01 mol dm fosfor&nanovy pufr o pH 2,5 v poru 40:60 (V/V),
davkovany objem 10 pl, fitokova rychlost 1,0 ml miri, potencial vkladany na pracovni
platinovou mikrocylindrickou elektrodu +1,0 V.
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Obr. 3.16 Zavislost ploch pik na koncentraci 2-ABd), 4-AB (e), 1-AN (o) a 2-AN (@).
Kolona LiChrosphét 100 RP-18, mm, 125x4 mm, mobilni faze acetonitrii a
0,01 mol dm® fosfor&nanovy pufr o pH 2,5 v potnu 40:60 (V/V), davkovano 10 pl
roztoku snési v mobilni fazi, péitokova rychlost 1,0 ml mifl, potencial vkladany na
pracovni platinovou mikrocylindrickou elektrodu 1.
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Obr. 3.17 Zavislost vySek pik na koncentraci 2-ABd(), 4-AB (e), 1-AN (0) a 2-AN @).
Kolona LiChrosphet 100 RP-18, mm, 125x4 mm, mobilni faze acetonitrii a
0,01 mol dm® fosfor&nanovy pufr pH 2,5 v podnu 40:60 (V/V), davkovano 10 pl
roztoku smdsi v mobilni fazi, piitokova rychlost 1,0 ml mifl, potencial vkladany na
pracovni platinovou mikrocylindrickou elektrodu ®1.
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3.2.4 Porovnani pouzitych detektor

Pro porovnani ampérometrickych detelt® platinovou tubularni a platinovou
mikrocylindrickou elektrodou byla pro Pt tubulangtektor no¥ zpracovana data ziskana
z bakaléské pracE, dale byla dorena opakovatelnost vysky a plochy tilpro Pt
mikrocylindricky detektor byla pouZita data ziskang&mciieSeni této diplomové prace.

Pracovni charakteristiky detekiorbyly urceny pomoci 2-AN o0 koncentraci
c=1-10° mol dm?>. Pro oba detektory byly pouZity stejné sepafa detekni podminky:
Mobilni faze o sloZeni acetonitril a 0,01 mol dnfosforetnanovy pufr pH 2,5 v po#nu
40:60 (V/V), prfitokova rychlost 1,0 ml miri, potencial vkladany na pracovni platinovou
elektrodu +1,0 V. Vybrané charakteristiky piku 2-AiNskané z deseti opakovanych
nastika jsou shrnuty v tab. 3.6. Retamn ¢as 2-AN byl 3,0 min, reteémi faktor 3,29.
Chromatogramy siisi studovanych latek o koncentraci I 1ol dm® kazdé slozky
v roztoku namdfené za stejnych separdich a detetnich podminek s platinovou tubularni

a mikrocylindrickou elektrodou je uveden na obrl83.Z tabulky je #ejmé, Ze faktory

Vi s

s

nez mikrocylindrické usp@dani. Z porovnani mezi stanovitelnosti 2-AB, 4-ABAN a
2-AN v tab. 3.7 vyplyva, Ze hodnoty mezi standuaibsti jsou v pipact platinoveé
mikrocylindrické elektrody fblizn¢ ofad vysSi nez vifpad platinové tubularni
elektrody.

Na druhou stranu mikrocylindricky detektor je vyne@di z hlediska &nnosti
separace vzhledem k niz8tc& piku vedouci k vySSimu §a teoretickych pater a nizsi
asymetrii piku. Ta se blizi Zzadané hodnpto idealni chromatografické separace 1.0 —
1.25% Vy&5i &innost separace jégima z hodnoty rozliseni piku 2-AN a 1-AN.

VysSi hodnoty RSD ziskané pro platinovy mikrocytiokly detektor mohou byt
zpisobeny nefesnym rgnim davkovanim vzorkdo davkovaci sniky. Lze tak usuzovat
z toho, Ze hodnoty RSD sot#tse nantiené i i UV detekci byly stejd zvySené, coz pro

UV detekci neni standardni.
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Tab. 3.6 Porovnani

paramétr ampeérometrického detektoru s platinovou

tubularni

a mikrocylindrickou elektrodou. Parametryeiny pomoci 2-aminonaftalenu, mobilni faze
acetonitril a 0,01 mol dmi fosfore&nanovy pufr pH 2,5 v poinu 40:60 (V/V), davkovano
10 pl oc=1-10°>mol dm®, pritokova rychlost 1,0 ml mifl, potencial vkladany na

pracovni elektrodu +1,0 V.

Pt tubularni Pt mikrocylindricka
analyt elektroda elektroda
Sirka piku [min] 0,236+0,00% 0,162+0,02%
pocet teoretickych pate 840+43° 26224521
asymetrie piku 2,73+0,10 1,26+0,24
RSDP vysky piku [%] 2,56 5,92
RSD" plochy piku[%] 1,96 4,01
plocha elektrody [mAj 0,6 0,16
proudova hustota [nA mr] 96,2 23,1
sum [pA] 97+15 3284547
poner signal/Suns/N 595 11
rozliSeniR 2-AN a 1-AN 1,84+0,08 2,94+0,32

2 smirodatna odchylka, relativni snérodatna odchylka
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Obr. 3.18 Chromatogramy siisi 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN zniiené i koncentraci latek
c=1-10"mol dm® pro platinovou tubularni ¢érver) a mikrocylindrickou ¢erns)
elektrodu. Kolona LiChrosph®rL00 RP-18, ;im, 125x4 mm, mobilni faze acetonitril a
0,01 mol dm® fosfore&nanovy pufr o pH 2,5 v poru 40:60 (V/V), davkovany objem
10 pl, ptitokova rychlost 1,0 ml mifl, potenciél vkladany na pracovni elektrodu +1,0 V.

Tab. 3.7Porovnani mezi stanovitelnosti 2-AB, 4-AB, 1-AN2&AN pii stanoveni pomoci
HPLC s elektrochemickou detekci. Kolona LiChros@hdi00 RP-18, um, 125%4 mm,
mobilni faze acetonitrii a 0,01 mol dim fosfor&nanovy pufr pH 2,5 v po#nu
40:60 (V/V), davkovano 10 pl roztoku i, pritokova rychlost 1,0 ml mifi, potencidl
pracovni elektrody +1,0 V.

mez stanovitelnostig, mol dni®

analyt Pt tubularni elektroda Pt mikrocylindrickéleéroda
2-aminobifenyl 8,9-10 1,4-10°
4-aminobifenyl 5,4-10 8,5-10"
1-aminonaftalen 2,6-10 3,8-10’
2-aminonaftalen 3,0-10 4,8-10"
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3.3 Extrakce na tuhé fazi

Optimalizovana HPLC-ED metoda vyvinuta v bakské praci® byla pouZita ke
stanoveni 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN vnib svyuZitim pgedkEZzZné separace a
prekoncentrace studovanych analgpbmoci metody extrakce na tuhé fazi.

3.2.1 Optimalizace extrak €nich podminek

Ke stanoveni studovanych latek vd#na vyuzitim metody extrakce na tuhé fazi
bylo nutné nalézt optimalni extiaki podminky. K detekci v HPLC-ED byla vzhledem
k vySSi citlivosti a nizSim dosazenym mezim stamebwosti pouZita platinova tubularni
elektroda. Mlezitou roli hraje vybr tuhé faze a eflini cinidlo.

Vzhledem k charakteru latek byly na dop@mi vyrobce zvoleny extraki
kolonky LiChroluf® EN 200 mg/3 ml obsahuijici jako sorbent kopolyntaykinylbenzenu
a divinylbenzenu. Tyto extréki kolonky jsou vhodné pro stanoveni Sirokého gspekt
analyti, nag. herbicidi, pesticidi, uhlovodiki a potravinéskych barviv v typickych
matricich — m¢, plasma, environmentalni matrice (pitn4, odpadwmiday mda),
potravin&ské a drogistické produkty ap8d.

Pii volbe elusniho cinidla se vychazelo z bakaké prace Lucie Maixnerov®
ktera se zabyvala stanovenim 2-aminobifenylu, 3aabifenylu (3-AB) a 4-aminobifenylu
v pitné ari¢ni vod® s vyuzitim extrakce na tuhé fazi pomoci HPLC-EBDD elektrodou
V préci byla testovan&ada eldnich ¢inidel: Smés methanolu, acetonitrilu a acetonu
v pomeru 50:50:1 (V/V/V), snis acetonitrilu a 0,01 mol drhfosfore&hanového pufru o
pH 1,5 v ponmdru 50:50 (V/V) a samotny diethylether. Nejlépe sevedenych eknich
¢inidel Maixnerové ostdcil diethylether, ktery poskytl nejvyssi \wek: Ri eluci 10,0 ml
diethyletheru bylo dosazeno ¥gku (reprodukovatelnosti) 69,0 % (RSD 5,8 %), ®b,3
(RSD 9,7 %) a 63,9 % (RSD 18,2 %) pro 2-AB, 3-AB-AB.>® %% €0

Postup eluce latek zakoncentrovanych na e&tigkh kolonkach v préaci
Maixnerové byl nasledujici: Latky byly eluovany Q0nl diethyletheru, ktery byl naslegn
odpden odfoukanim dusikem, k odparku byl poté@n 1,0 ml mobilni faze obsahuijici
smss methanolu, acetonitrilu a 0,01 mol @noctanového pufru o pH 5,0 v pém
30:30:40 (V/IVIV) a 2Qul pripraveného roztoku bylo davkovano do systemu HPLC.
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Pro zjednoduSeni extrakiho postupu, tj. vynechani odpaaciho kroku, byl v této
diplomové praci jako eluent vyzkouSen acetonituitilk snadné rozpustnosti studovanych
latek v tomto rozpou&tle. Riprava vzork, aktivace extraknich kolonek a davkovani
vzorku bylo prova#no podle postupu uvedenéeho v pododdile 2.4.3.

Celkovy objem acetonitrilu ptbny k vymyti studovanych latek byl den
nasledujicim zfisobem: 100 ml vzorku nto obsahujici 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN
o pasatesni koncentraci 1-I8mol dmi® bylo po zakoncentrovani analyina kolonce
eluovano postugnctyrikrat 2,0 ml acetonitrilu. Kazda zgyt frakci byla poté samostatn
analyzovana a z vyhodnocenych vySekupitylo stanoveno procentualni zastoupeni
analyti v jednotlivych frakcich a celkovy objem pebny k vymyti latek z extraki
kolonky. Z vysledk je Zrejmé, Ze k vymyti latek jsou dostgici 4,0 ml eluentu, kdy je
eluovano 83,4 % 2-AB, 86,5 % 4-AB, 89,7 % 1-AN a19% 2-AN. DalSi zvySovani
elueniho objemu by vymylo pouze malé mnozstvi lateKikar prekoncentiaiho faktoru.
Ten ma pro objem 4,0 ml acetonitrilu a pro teokstit00% vytzek hodnotu 25, tzn. Ze
vzorek je 25krat prekoncentrovan.

Reprodukovatelnost wiku extrakce vyjaitna pomoci relativni strodatné
odchylky byla stanovena pomoci analyzki tmodelovych vzork mati obsahujici
studované analyty o koncentraci Tl dmi®, vysledky jsou shrnuty v tabulce 3.8. Pro
vSechny analyty bylo dosazeno vysokych ¢gkti v rozmezi 80 % — 88 % s reprodu-
kovatelnosti do 2 %, coz jsou v porovnani s metohitaixneroy&"yba Zalozka neni definovana.

minimalné o 15 % vysSi vgky s vyrazi lepsi reprodukovatelnosti.

Tab. 3.8VytéZky extrakce a jejich reprodukovatelnost (vygmh pomoci relativni
smerodatné odchylky) 2-aminobifenylu, 4-aminobifenylikaminonaftalenu a 2-amino-
naftalenu ze 100,0 ml modelového vzorku ¢mopocateeni koncentrace analyt
1:10° mol dm®. Eluce analyt pomoci 4,0 ml acetonitrilu. Vyhodnoceno pomoci
HPLC-ED s pracovni platinovou tubularni elektrod@hromatografické podminky viz
obr. 3.11.

analyt vytZek [%0] RSD [%)]
2-aminobifenyl 87,19 2,02
4-aminobifenyl 86,51 1,67
1-aminonaftalen 82,05 1,17
2-aminonaftalen 80,79 1,12
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3.2.2 Kalibra éni zavislosti

Po optimalizaci extraihich podminek byly nadéieny kalibr&ni zavislosti 2-AB,
4-AB, 1-AN a 2-AN pro stanoveni v miopo predl®zné separaci a prekoncentraci latek

pomoci extrakce na tuhé fazi.

3.2.2.1 Platinova tubularni elektroda jako pracovni elektroda

Kalibracni zavislosti studovanych latek v fobyly pro platinovou tubularni
elektrodu pronseny v koncentrénim rozmezi od 2,5-I®mol dmi*do 1-10° mol dn.

Nameiené kalibréni zavislosti byly zpracovany metodou linearni esgr.
Parametry zavislosti ziskané vyhodnocentfislpsSnych ploch a vysSek pikz nangrenych
chromatograrh jsou uvedeny v tab. 3.9 a 3.10. Dosazené meze\staimostiLg a meze
detekcel p pro Sum o velikosti 0,028 nA, jsou uvedeny v 1. Chromatogramy 2-AB,
4-AB, 1-AN a 2-AN o koncentraci 2-10aZ 1-10° mol dm™ kazdé slozky v roztoku je
uveden naobr. 3.19. Kalilimai pfimky vyhodnocené z ploch a dale z vySek upik
v prislusném koncentéaim rozmezi jsou na obr. 3.20 a 3.21.

Kalibracni zavislosti jsou linearni v celé &iené oblasti koncentraci. Koreétd
koeficienty se pohybuji v intervalu 0,9990 az 09980 vyhodnoceni z vySek pikpro
vyhodnoceni z ploch bylo dosaZzeno horsi korelacejni&Si meze stanovitelnosti bylo
dosazeno u 1-AN, tj. 1,8-10mol dm?® naopak nejvy3si meze stanovitelnosti bylo
dosaZeno u 2-AN, tj. 5,7-10mol dm™,
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Tab. 3.9Parametry kalibfich zavislosti pro HPLC-ED stanoveni 2-AB, 4-ABAN a
2-AN pii SPE ze 100 ml modelového vzorku ¢na eluci 4 ml acetonitrilu. Detekce
na platinové tubularni elektrédpii potencialu +1,0 V. Vyhodnoceno z ploch ik
Chromatografické podminky viz obr. 3.11.

linearni dynamicky smgrnice, usek, korelani
analyt rozsah, moldm®  nAsmoftdm® nAs koeficient
2-aminobifenyl  2,5-10-1-10° 1,07-16 -11,43 0,9994
4-aminobifenyl  2,5-10-1-10° 1,32-18 -11,43 0,9978
1-aminonaftalen 2,5-19-1.10°  2,24.18 -35,63 0,9990
2-aminonaftalen  2,5-10-1-10° 1,47-168 -11,53 0,9985

Tab. 3.10Parametry kalibrénich zavislosti pro HPLC-ED stanoveni 2-AB, 4-ABAN a
2-AN pii SPE ze 100 ml modelového vzorku ¢ng eluci 4 ml acetonitrilu. Detekce
na platinové tubularni elektrddpii potencidlu +1,0 V. Vyhodnoceno z vySek ipik
Chromatografické podminky viz obr. 3.11.

linearni dynamicky smgrnice, usek, korelani
analyt rozsah, mol di®  nA mol™* dn?® nA koeficient
2-aminobifenyl  2,5-19 - 1-10° 4,94-10 0,62 0,9997
4-aminobifenyl  2,5-10—1-10° 7,72:16 -0,14 0,9990
1-aminonaftalen  2,5-19-1.10°  1,53-16 -0,80 0,9999
2-aminonaftalen  2,5-19—1.10° 1,18-168 -0,28 0,9995

Tab. 3.11Meze stanovitelnosti a meze detekce pro HPLC-EDosteni 2-AB, 4-AB,

1-AN a 2-AN @i SPE ze 100 ml modelového vzorku & eluci 4 ml acetonitrilu.
Detekce na platinové tubularni elekttodpri potencidlu +1,0 V Chromatografické
podminky viz obr. 3.11.

analyt mez stanovitelnodt, mol dm®  mez detekcép, mol dm®
2-aminobifenyl 5,7-10 1,7-10°
4-aminobifenyl 3,6-10 1,1-10°
1-aminonaftalen 1,8-1d 5,5-10"°
2-aminonaftalen 2,410 7,1-10"
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Obr. 3.19 Chromatogramy s#isi 2-AN, 1-AN, 4-AB a 2-AB znifené i koncentraci latek

0 mol dm?® (kiivka 0), 1-10°moldm? (kiivka 1), 8-10'mol dm™ (kiivka 2),
6-10" mol dm™ (kfivka 3), 4-10" mol dm™ (kfivka 4) a 2-10 mol dm (kiivka 5) pi SPE

ze 100 ml modelového vzorku ®ios eluci 4 ml acetonitrilu Potencial vkladany na
pracovni platinovou tubularni elektrodu +1,0 V. @hiatografické podminky viz obr. 3.11.
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Obr. 3.20 Zavislost ploch pik na koncentraci pro HPLC-ED stanoveni 2-A8,(4-AB
(e), 1-AN (@) a 2-AN @) pii SPE ze 100 ml modelového vzorku e eluci 4 ml
acetonitrilu. Detekce na platinové tubularni eletdr pii potencialu +1,0V.
Chromatografické podminky viz obr. 3.11.
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Obr. 3.21 Zavislost vySek pik na koncentraci pro HPLC-ED stanoveni 2-AB,(4-AB
(e), 1-AN (o) a 2-AN @) pii SPE ze 100 ml modelového vzorku e eluci 4 ml
acetonitrilu. Detekce na platinové tubularni eletdr pii potencialu +1,0V.
Chromatografické podminky viz obr. 3.11.

3.2.2.2 Platinova mikrocylindricka elektroda jako p ~ racovni elektroda

Kalibracni  zavislosti  studovanych latek v #ho byly pro platinovou
mikrocylindrickou elektrodu progsteny v koncentrénim rozmezi od 1-I&mol dn do
1-10° mol dm,

Nameiené kalibréni zavislosti byly zpracovany metodou linearni esgr.
Parametry zavislosti ziskané vyhodnocentfislpsSnych ploch a vysek pikz nangrenych
chromatograrh jsou uvedeny v tab. 3.12 a 3.13. Dosazené menre\stalnostiLy a meze
detekcel p pro Sum o velikosti 0,022 nA, jsou uvedeny v 4. Chromatogramy 2-AN,
1-AN, 4-AB a 2-AB o koncentraci 2-10az 1-10° mol dm™ kazdé slozky v roztoku je
uveden naobr.3.22. Kalibmai pfimky vyhodnocené z ploch a dale z vySek upik
v prislusném koncentéaim rozmezi jsou na obr. 3.23 a 3.24.

Kalibraéni zavislosti jsou linearni v celé &iené oblasti koncentraci. Koréfrd
koeficienty se pohybuji vintervalu 0,9990 az 09990 vyhodnoceni z vySek ik
Nejniz§i meze stanovitelnosti bylo dosaZeno u Inamaftalenu, tj. 2,2-I&mol dm®
naopak nejvyssi meze stanovitelnosti bylo dosaZzemo 2-aminobifenylu,
tj. 7,5-:10° mol dm™®,
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V souladu s fedchozi charakterizaci tubularnino a mikrocylinkitito detektoru
bylo vtomto pipact dosaZzeno dad horSich detekich limiti. Lze pedpokladat, Ze

N X

mikrocylindricky detektor by vzhledem k vySSgidiosti separace naSel uplétn spisSe

v pripact detekce hie separovanycti vyssiho pétu analyii.

Tab. 3.12Parametry kalibranich zavislosti pro HPLC-ED stanoveni 2-AB, 4-ABAN a
2-AN pii SPE ze 100 ml modelového vzorku ¢ng eluci 4 ml acetonitrilu. Detekce
na platinové mikrocylindrické elektrédii potencialu +1,0 V. Vyhodnoceno z ploch ik
Chromatografické podminky viz obr. 3.11.

linearni dynamicky smgrnice, usek, korelani
analyt rozsah, mold®  nAsmoftdm® nAs koeficient
2-aminobifenyl  1.16 - 1-10° 5,34-10 1,38 0,9985
4-aminobifenyl  1.10°—1-10° 5,90-10 -0,52 0,9989
1-aminonaftalen  1.18-1.10° 9,36-10 -0,22 0,9997
2-aminonaftalen  1-16-1.10° 6,91-10 -0,72 0,9995

Tab. 3.13Parametry kalibrénich zavislosti pro HPLC-ED stanoveni 2-AB, 4-ABAN a
2-AN pii SPE ze 100 ml modelového vzorku ¢ng eluci 4 ml acetonitrilu. Detekce
na platinové mikrocylindrické elektrégii potencialu +1,0 V. Vyhodnoceno z vySek jik
Chromatografické podminky viz obr. 3.11.

linearni dynamicky smgrnice, usek, korela&ni
analyt rozsah, mold®  nA mol* dm® nA koeficient
2-aminobifenyl  1.1¢-1-10° 2,92-16 0,05 0,9991
4-aminobifenyl  1.10°—1-10° 4,96-16 -0,03 0,9983
1-aminonaftalen  1.18-1.10° 1,01-10 0,02 0,9995
2-aminonaftalen  1-18—1-10° 8,35-16 —0,09 0,9991

Tab. 3.14Meze stanovitelnosti a meze detekce pro HPLC-EDosteni 2-AB, 4-AB,
1-AN a 2-AN @i SPE ze 100 ml modelového vzorku e eluci 4 ml acetonitrilu.
Detekce na platinové mikrocylindrické elektéogii potencialu +1,0 V Chromatografické
podminky viz obr. 3.11.

analyt mez stanovitelnodth, mol dm®  mez detekcép, mol dm
2-aminobifenyl 7,516 2,3-10°
4-aminobifenyl 4,4-10 1,3-10°
1-aminonaftalen 2,2-1H 6,5-10°
2-aminonaftalen 2,6-10 7,9-10°
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Obr. 3.22 Chromatogramy siisi 2-AN, 1-AN, 4-AB a 2-AB zniiené i koncentraci latek

0 mol dm?

(kiivka  0),

1-10° mol dn73

(kiivka 1),

8-10" mol dnmi®

(kiivka  2),

6-10" mol dm (kivka 3), 4-10" mol dm (kivka 4) a 2-10 mol dm (kiivka 5) pi SPE
ze 100 ml modelového vzorku ®ios eluci 4 ml acetonitrilu Potencial vkladany na
pracovni platinovou mikrocylindrickou elektrodu ®1/. Chromatografické podminky viz

obr. 3.11.
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Obr. 3.23 Zavislost ploch pik na koncentraci pro HPLC-ED stanoveni 2-AB),(4-AB
(o), 1-AN (o) a 2-AN @) pii SPE ze 100 ml modelového vzorku ¢éa eluci 4 ml
acetonitrilu. Detekce na platinové mikrocylindriclk&lektrod pii potencialu +1,0 V.

Chromatografické podminky viz obr. 3.11.
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Obr. 3.24 Zavislost vySek pik na koncentraci pro HPLC-ED stanoveni 2-AB,(4-AB
(e), 1-AN (o) a 2-AN @) pii SPE ze 100 ml modelového vzorku e eluci 4 ml
acetonitrilu. Detekce na platinové mikrocylindrickdektrod¢ pii potencialu +1,0 V.
Chromatografické podminky viz obr. 3.11.

3.2.3 Reélny vzorek mo ¢€i

Vyvinuta metoda extrakce na tuhé fazi byla dale zitgu pro stanoveni
2-aminobifenylu, 4-aminobifenylu, 1-aminonaftaleau2-aminonaftalenu v ndo kuiraka
(cca 40 cigaret degh Podminky pro reni byly stejné jako v pododdile 3.2.2.

Ve vzorku mai byl nalezen 2-AN srovnanim retariho ¢asu piku a kvantifikovan
pomoci metody standardnihotigavku. Chromatogramy vzork maéi kuirdka bez
standardniho fiidavku a se standardnintigavkem 9,5l o koncentraci 1-I0 mol dn1>
studovanych analyt je znazoran na obr. 3.22. Koncentrace 2-AN ve vzorku byla
vypatitana z vySek pik Vypotitand hodnota koncentrace 2-aminonaftalenu ve wzork

moci kurakacini 1,72-10° mol dni,
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Obr. 3.22 Chromatogramy vzortk mati kuraka po SPE ze 100 ml w@ioa eluci 4 mi
acetonitrilu bez standardnihdigavku (mode) a se standardnintigavkem (Zlug) 9,5ul

o koncentraci 1-I8mol dm® studovanych analft 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN.
Chromatografické podminky viz obr. 3.11, potencilddany na pracovni platinovou
tubularni elektrodu +1,0 V.
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4. Zaver

Bylo prostudovano elektrochemické chovani 2-AB, B;A1-AN a 2-AN na
stacionarni platinové diskové elektsothetodou cyklické voltametrie a difekem pulsni
voltametrie. Byl sledovan vliv pH na signaly anély pasivaci elektrodového povrchu.
Celkow lze konstatovat, Ze voltametrické metody nepogkptio stacionarni diskovou
platinovou elektrodu pro vodna priedi @iliS spolehlivé vysledky.

Platinova mikrocylindricka elektroda byla pouzitak pracovni elektroda
ampéerometrického detektoru. Byla prostudovana lastisjeji odezvy na vlozeném
potencialu. Mieni probihalo za optimalnich podminek separace.detekci byl pouzit
detekni potencialEqet + 1,0 V vkladany na pracovni elektrodu. Déle bplamsiena
zavislost odezvy detektoru naupskové rychlosti mobilni faze. Jako optimalni byla
vybrana piitokova rychlost 1 ml mift. Za &chto podminek byly zifteny kalibra&ni
zavislosti a stanoveny meze stanovitelnosti jednath latek, kter&ini 1,4-10° mol dn1>
pro 2-AB, 8,5-10' mol dm® pro 4-AB, 3,8-10' mol dm® pro 1-AN a 4,8-10 mol dm™
pro 2-AN.

Pfi porovnani parameir ampérometrického detektoru s platinovou tubul&ani
s platinovou mikrocylindrickou elektrodou v HPLC lbyzjiStno, Ze faktory ovliviujici
na druhé stranmikrocylindrické usptadani je vyhod¥jSi z hlediska faktdr ovliviujicich
acinnost separace.

Byla navrzena metoda pro stanoveni studovanychk latencti s vyuzitim
piedlEzZné separace a prekoncentrace studovanych anaymhoci extrakce na tuhé fazi.
Pro SPE byly vybrany kolonky LiChroftitEN 200 mg/3 ml obsahujici jako sorbent
kopolymer ethylvinylbenzenu a divinylbenzenu. Jaka&ni ¢inidlo byl vybran acetonitril.
Pro el&ni objem 4,0 ml acetonitrilu ma prekoncegtrafaktor hodnotu 25.

Vyvinuta metoda extrakce na tuhé fazi byla poupita analyzu realného vzorku
maoci kuiaka. Ve vzorku mé byl nalezen 2-AN srovnanim retarihocasu piku a metodou
standardnihoifidavku byla wena jeho koncentrace, ktefiai 1,72-10° mol dm™,
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