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Abstrakt

Cilem této prace bylo vyvinout metody pro stanov@siminobifenylu (2-AB),
3-aminobifenylu (3-AB) a 4-aminobifenylu (4-AB) vadelovych smssich. Konkréta bylo
testovano fimé stanoveni s#si studovanych analyt spektrofotometricky a metodou
diferertni pulsni voltametrie (DPV). DalSinfiptupem byla separace a detekce 2-AB, 3-AB a
4-AB metodou vysokatinné kapalinové chromatografie s elektrochemicketekici (HPLC-
ED) s bérem dopovanou filmovou diamantovou elekdtoBDDFE) v usptadani ,,wall-jet"
a metodou vysokainné kapalinové chromatografie s UV detekci (HPLEZE).

Bylo zjisteno, Ze spektrofotometrické stanoveni 2-AB, 3-AB-ABl ve sngsi neni
mozné vzhledem k blizkym hodnotam vinovych délaloich absorgnich maxim vSechit
studovanych analyt Fxi stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB ve sisi metodou DPV v BR pufru
o pH 2,0 bylo zji&no, Ze rozdil potenciélpiki 2-AB a 3-AB je iliS maly pro smisné
stanoveni. R stanoveni sisi obsahujici 2-AB a 4-AB v BR pufru o pH 12,0 byiskany
meze stanovitelnostiLg) v koncentranim fadu 10° mol.I* pro 2-AB a 10’ mol.I'* pro
4-AB. Lp pro sn#s obsahujici 3-AB a 4-AB byly ziskany v koncetstian fadu 10° mol.I™
pro 3-AB a 10" mol.I"* pro 4-AB. Ri stanoveni metodami HPLC-ED s BDDFE v usimAn{
»wall-jet* a HPLC-UVD byla pro separaci analytyla pouzita kolona LiChroCART
ChiraDexX (250x 4 mm, 5um, Merck, Nmecko) s kovalenthvazanymgs-cyklodextrinem a
mobilni faze pipravena smisenim octanového pufru o pH 5,0 a karee 0,01 molf,
methanolu a acetonitrilu v pamu 40:30:30 (v/v/v), pitokova rychlost mobilni faze 1,0
ml.min™, davkovany objem 20 pl, vinova délka290 nm,potencial detekce +1,0 V a
vzdalenost povrchu elektrody od Usti kapilary s imbbazi 1,5 mm. B stanoveni metodou
HPLC-UVD byly zisk&nyLp v koncentranim fadu 10” mol.I* pro 2-AB a 3-AB a 1T
|—1

mol.I”" pro 4-AB. Ri stanoveni metodou HPLC-ED byly ziskany meze stidloosti pro

vSechny i analyty v koncentrnimtadu 10% mol.I™*



Abstract

The aim to this work was to develop methods for tHetermination of
2-aminobiphenyl (2-AB), 3-aminobiphenyl (3-AB), addaminobiphenyl (4-AB) in model
mixtures. Concretely, the direct determination loé mixture of studied analytes has been
tested using spectrophotometry and differentialspuloltammetry (DPV). Furthermore,
separation and detection of 2-AB, 3-AB, and 4-ABvéndbeen performed using high
performance liquid chromatography with electrocreahdetection (HPLC-ED) with boron-
doped diamond film thin electrode (BDDFE) in ,wal* configuration and using high
performance liquid chromatography with UV detect{i*LC-UVD).

It was found out that the spectrophotometric detestion of 2-AB, 3-AB, and 4-AB
is impossible in their mixture because of nearbyues of local absorption maxima
wavelengths of all three analytes studied. Uponditermination of 2-AB, 3-AB, and 4-AB
in their mixture using DPV in BR buffer pH 2.0, t#ference in peak potentials of 2-AB and
3-AB is too low for their determination in mixturé&Jpon the determination of mixture
containing 2-AB and 4-AB in BR buffer pH 12.0, theits of determination l(pS) were
obtained in the concentration order of ®ol.I™ for 2-AB and 10" mol.I* for 4-AB. Lps for
the mixture containing 3-AB and 4-AB were obtaingd the concentration order of
10°° mol.I"* for 3-AB and 10" mol.I™* for 4-AB. Upon the determination using HPLC-ED
with BDDFE in ,,wall-jet* configuration and usingPLC-UVD, the column LiChroCART
ChiraDexX (250x 4 mm, 5um, Merck, Germany) with covalently bondggecyclodextrin
has been used. Mobile phase prepared by mixingrad1* acetate buffer pH 5.0, methanol
and acetonitrile in the ratio 40:30:30 (v/v/v), nilebphase flow rate 1.0 ml.mih sampled
volume 20 ul, wavelength 290 nm, detection potential +1,0 V, and the distah.5 mm of
electrode surface to the orifice of capillary withobile phase were used. Upon the
determination using HPLC-UVD, tHe,s were obtained in concentration range of hiol.I™*
for 2-AB and 3-AB, and of I8 mol.I"* for 4-AB. Limits of determination in the

concentration range of T0mol.I™ have been reached for all three analytes usingdHED



Seznam pouzitych zkratek a symbai

2-AB 2-aminobifenyl

3-AB 3-aminobifenyl

4-AB 4-aminobifenyl

A absorbance

Amax absorbanceipzvolené vinové délce

A plocha piku

B smernice kalibr&ni primky

BDDF borem dopovany diamantovy film

BDDFE borem dopovana diamantova filmova elektroda

c molarni koncentrace

CPE uhlikova pastova elektroda

CVvD chemicka depozice par

D difuzni koeficient

DAD diode array detekce

DPV diferereni pulsni voltametrie

Eqet potencial detekce

Ep potencial piku

AEp rozdil potencial piku

ED elektrochemicka detekce

F Faradayova konstanta

Fm pratokova rychlost

FIA pratokova injekni analyza

GCE elektroda ze skelného uhliku

hs vySka Sumu

HPLC-ED vysokodinn& kapalinova chromatografie s elektrochemickou
detekci

HPLC-UVD vysoko@inna kapalinova chromatografie s UV detekci

liim limitni proud

lp vySka piku

I poz proud pozadi

I proud Sumu

IARC Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny



LDR

SPE
Vinj
VIS

konstanta viskozity
tlou&’ka kyvety
vzdalenost povrchu BDDFE od Usti kapilary s moliii
mez stanovitelnosti
linearni dynamicky rozsah
pocet vymenénych elektrof
extrakce tuhou fazi
objem vzorku davkovaného na kolonu
viditeln& oblast
vinova délka

molarni absorni koeficient
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1. Uvod

1.1 Cil prace

Tato prace se zabyva stanovenim 2-aminobifenylARR- 3-aminobifenylu (3-AB)
a 4-aminobifenylu (4-AB) modernimi elektrochemickyna spektralnimi metodami.
Vzhledem k toxicik téchto latek a karcinogesit4-AB je jejich gitomnost v jakychkoli
matricich kraj@ nezadouci, a proto je snahou &mné analytické chemie vyvinout co
nejcitlivéjSi postupy, které by detekovaly jejickitomnost.

Cilem této prace bylo vyvinout metody pro stanovéhAB, 3-AB a 4-AB
v modelovych srsich. Konkréta bylo testovanoiimé stanoveni sési studovanych analyt
spektrometricky a metodou difeani pulsni voltametrie (DPV). DalSimiiptupem byla
separace a detekce 2-AB, 3-AB a 4-AB metodou vydsikoé kapalinové chromatografie
s elektrochemickou detekci (HPLC-ED) sborem dopoua filmovou diamantovou
elektrodou (BDDFE) v usgédani ,wall-jet* a metodou vysok&ianeé kapalinové
chromatografie s UV detekci (HPLC-UVD).

1.2 Biologické &inky, vznik a vyskyt aminoderivata bifenylu

Aminoderivaty bifenylu jsou toxickétrpvdechovani, styku si&i a @i poziti, hrozi
nebezp&im kumulativnich dinka, jsou Skodlivé pro vodni organismy a mohou vyvolat
dlouhodobé neiiznivé @&inky ve vodnim prosedi'. Jejich zvySenému tgobeni jsou
vystaveni kiidci a lidé s permanentnim obarvenim @fasSowasré predstavuji metabolity
dalSich genotoxickych polutant- nitrovanych polycyklickych aromatickych uhlovédi
(NPAH)? - a tudiz mohou slouZit jako biomarkery miry expezsmto nebezpgnym latkam,
nagt. v pracovnim prosedi®.

U 2-AB a 3-AB nebyla prokdzana mutagefita Mezinarodni agentura pro vyzkum
rakoviny (IARC) se jimi nezabyvala. 4-AB byl pouaiv jako antioxidant v gumarenstvi a
barvirstvi. V roce 1972 byl agenturou IARC na z&kladikaznych epidemiologickych studii
a test na zvfatech z#gazen mezi prokdzané karcinogeny (skupina 1, latiokgzatels
karcinogenni pra@loveéka). Zpisobuje rakovinu mimvého néchyte, pravdpodobr i ledvin

a maovych cest obe@n Od 50. let 20. stoleti se nadalémpyslow nevyrabi, do Zivotniho
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prostedi se dostavéredevsim v cigaretovém k#id, uvoliuje se spalovanim fosilnich paliv
a miZze vznikat deaminaci benzidinu z azobarviinkem stevni mikrofl6ry®,

V organismu probihaji slozité biotransforméaprocesy vedouci jednak k detoxifikaci
a vyloweni aminobifenyll z organismu, ale i k metabolické aktivaci které je oxidovana
aminoskupina za vznikiN-hydroxyarylamiri, pripadré jejich acetylovanych foreth Tyto
reakce probihaji enzymaticky zaasti jaterniho cytochromu P-450N-fiydroxylace) a
acetyltransferasy. Metabolizované formy vedou k utiemi nestabilniho nitreniového iontu,
ochotného reagovat s nukleofilnimi centry molekil/za tvorby adukt . 80 % z &chtoin
vivo vznikajicich adukt ¢ini N-(2"-deoxyguanosin-8-yl)-4-ABF”. Schéma celého procesu je

uvedeno na Obr. 1.

ZN

NH, HN__ = J\
OH

o}

OH;%QO%QJ

NHo

Iz

Obr. 1 Vznik aduktu 4-AB-DNA (prostdnictvim guanosinového zbytku molekuly DNA)

1.3 Pouzité metody a materialy

1.3.1 Bérem dopovana diamantova filmova elektroda

Vroce 1983 byla publikovana prvni prace zabyvagei vyuzitim polovodivych
diamantovych elektrod v elektrochefii Nejwtsi oblibu v poslednich dvou desetiletich si
v elektroanalytické chemii ziskaly bérem dopovargrantové filmy (BDDF). Rpravuji se
metodou chemické depozice par (CVD) pouziti Zhavenych vlaken nebo mikrovinného
ohfevu jako zdroje energie. Do reaktoru j@gvadkna snés methanu - zdroj uhliku praist
diamantu, vodiku - zaji§ije redukni prostedi a diboranu - zdroj boru pro dopovani
diamantu. Jako nog se uplatuji kiemikové destky s nizkym odporem, které jsoteplem
obrouSeny diamantovym prachem. E&Hp castéky diamantového prachu slouzi jako

krystalizasni centra. Upravou jednotlivych paramigtmezi &z pati teplota, tlak, rychlost
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pratoku plymi ¢i doba #stu diamantu, Ize fpravit BDDFE v fGznych formach -
od mikrokrystalické fes nanokrystalickou po ultrananokrystalickou <lidh se velikosti zrn
a tlou¥kou vrstvy™. K vyhodnym vlastnostemsc¢hto filma pa#i mechanicka a chemicka
stabilita, mald nachylnost k pasivaci, Siroké pot@ove okno, nizky zbytkovy proud a

biokompatibilita®.

1.3.2 Vysokowinnd kapalinova chromatografie s elektrochemickou dtekci a

ultrafialovou detekci

HPLC je pokra@ilou a instrumentédknaranou technikou kapalinové chromatografie.
V HPLC je dosahovano vysoké&ianosti separniho procesu pouzitim kolon naphych
stacionarni fazi o malé a debdefinované velikostéastic. Sepakmi kolony pro HPLC se
vyznauji vysokou hustotou a homogenitou n&pletacionarni faze, a tedy i velkym
hydrodynamickym odporem. Pro dosaZeni dosteieo ptitoku mobilni faze i@adow
ml.min™) je nutno aplikovat fetlak jednotek aZ desitek MPa. K detekci latek sjgastji
vyuziva spektrometricky UV/VIS detektor, dale p&kofimetricky, hmotnostni a vodivostni
detektor. Pro detekci latek, které je mozno elaktemicky redukovati oxidovat, se
vyuZivaji detektory elektrochemicke, oa§eji ampérometrické, ¢asto v kombinaci
se spektrometrickym UV/VIS detektorem.

Elektrochemicka detekce (ED) ziskala od svého dawev pfitokovych metodach
v sedmdesatych letech minulého stoleti nezastagitehisto mezi ostatnimi detakmi
metodami®, podpdené v poslednich deseti letech zajmem o miniatuaizé detedni
systémy’. Nejwtsi uplaténi nachézeji materialy obsahujidgizné formy uhliku (skelny
uhlik, uhlikova vlakna, porézni grafit, modifikov@nhlikové pasty a inkousty), platiny, zlata
a stibra, které jsou zpravidla pouzivany v kotmerdostupnych fistrojich.

Vzhledem k tomu, Ze 2-AB, 3-AB a 4-AB gasto vyskytuji spolné a presto se lisi
svymi biologickymi vlastnostmi, je Zadouci je odeeseparovat. Z literatuf§ bylo zjis&no,
Ze 3-AB a 4-AB nelze roztit na kolore C18 s reverznimi fazemi ani gast&€né polarnich
kolonach. Tento jev pra¥godobré souvisi s velice malym rozdilem v pkKchto dvou latek
(4,25 pro 3-AB a 4,22 pro 4-AB). V préci Kaitey Jandov&, na kterou tato diplomova prace
navazuje, se kseparaci 2-AB, 3-AB a 4-AB &kila chiralni kolona LiChroCART
ChiraDexX (250x 4 mm, 5um, Merck, SRN) s kovalentrvazanymB-cyklodextrinem.
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Molekuly B-cyklodextrinu jsou tvieny sedmi glukopyranosovymi jednotkami
vzajemr spojenymia-(1,4)-glykosidickymi vazbami tak, ze vznika konjcktvar (kavita).
Kavita je uvnit hydrofobni a jeji rozgry (vnittrni pramér 0,78 nm) zhruba odpovidaji
velikosti bifenylového skeletu. K retenci dochaai raklad hydrofobni interakce nepolarni
¢asti molekuly analytu s vriiti ¢asti kavity, pipadré interakcemi aminoskupiny s polarnimi
hydroxyly na vstupni¢asti kavity. Poloha aminoskupiny do #n& miry utuje celkové

rozmery molekuly, a tedy i velikost interakciBscyklodextrinem.

1.3.3 Diferer¥ni pulsni voltametrie

DPV pati k nejcitlivéjSim elektroanalytickym metodamfi kterych se na potencidl,
ktery se linearimeni scasem, vklada na&povy puls o amplituél 10 az 100 mV a datrvani
fadow desitek milisekund. Registruje se rozdil prioad¥ienych ¢€sné pred vloZzenim pulsu
a na jeho konci. Zavislost rozdilu proudu na patdncma tvar piku, ficemz poloha jeho
vrcholu na potencialové ose je blizkailynovému potencialu a vySka je zavisla

na koncentraci analytd.

1.3.4 Molekulové& absorgni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti

V sowasné dob plati molekulova absoipi spektroskopie v UV a VIS oblasti
pro svoji rychlost, experimentélni nenénost, gesnost a citlivost za jednu z nejuzi¥gich
analytickych metod pro stanoveni latek v roztoci&anoveni latek touto metodou je
zaloZzeno na ®teni absorbance elektromagnetickéhtené molekulami latek v UV a VIS
oblasti. Vysledné abso¥pi spektrum latky je pasovéiifemz vztah mezi mnoZstvim
absorbovaného #éni (absorbandh) a koncentraci analytuje dan Lambertovym—-Beerovym
zakonem:

A=c.l.¢

z rkhoz plyne, Ze absorbande pii uréité vinové délced zavisi pro danou latku na jeji
koncentracic, tloug’ce kyvetyl a molarnim absotmim koeficientue, ktery je pro danou

vinovou délkua konstantnf®
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1.4 Analytické metody pro stanoveni aminoderivat bifenylu

1.4.1 Elektroanalytické metody

Aminoderivaty bifenylu jsou snadno oxidovatelné kyat a proto mohou byt
voltametricky stanovovany na vhodné pewiépastové elektrafl V praci?* je popsano
stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB metodou DPV na uhlikpastové elektradCPE s deteiiim
limitem 2.10° mol.I™* pro 2-AB a na leghé uhlikové elektratl GCE s detednim limitem
5.10" mol.I"* pro 4-AB.

V préci® byly stanovovany 1- a 2-aminonaftalen a 2-AB metodPV na CPE
modifikovanych monomeryo-, B- nebo y-cyklodextrinu a na sitotiskovych uhlikovych
elektrodach (screen printed electrodes) s povrcheadifikovanym filmem - cyklodextrinu
nebo karboxymetylovanéhgcyklodextrinu. Ukazalo se, Ze takto upravené etelt mohou
slouzit jako jednoduchy a lehce dostupny biosengidrjiehoz pouziti dochazi ke kumulaci
analytu na elektratla sniZuje se mez stanovitelnosti az na hodnaégu 10° mol.I™.

Ampérometrickd detekce aminoderivapolycyklickych aromatickych uhlovodik
na GCE a dalSich elektrodach ipanezi testované metody v HPLC atjmkové injekni
analyze FIAZ#

V mé bakaléské praci byly 2-AB, 3-AB a 4-AB stanovovany metadblPLC-ED
s BDDFE v usptadani ,thin-layer* v pitné dic¢ni vod. S vyuzitim extrakce tuhou fazi

(SPE) byly studované analyty stanoveny v koncéntraradu 10° mol.I %2> 2627

1.4.2 Spektrometrické metody

Aminoderivaty bifenylu Ize stanovittfmo mefenim absorbance v ultrafialové oblasti
spektra nebo po derivatizaci iggedenim na barevna azobarviva. Vyhodou
spektrofotometrického stanoveni je jednoduchostdisa dostupnost instrumentace i gom
nizka cena analyzy. Stanoveni vSak mohou ruSitené slodeniny, jako nap naftoly,
hydroxylamin, 4-nitroanilin a 8-hydroxychinolii B&Zzn¢ se pouZiva UV/VIS a diode array
(DAD) detekce u metod HPLC a FI& %8
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Reagencie

Zasobni roztoky 2-AB (Sigma - Aldrich, 97%), 3-AByftetizoval Dr. Jan Sarek,
KOCH, RF UK) a 4-AB (Sigma - Aldrich, 97%) o koncentracj01.0* mol.I* byly
pripraveny rozpushim presré navazeného mnozstvi dané latky v 250 ml deionizéwady
(Milli - Q plus system, Millipore, USA) za pomocittazvuku. Roztoky o nizSich molaritach
byly pfipravovany pesnymiedinim zasobnich roztdékstudovanych latek. Studované roztoky
jsou stalé nejmén120 dnf’. Absorpsni spektrum 2-AB je uvedeno na Obr. 2, 3-AB na Gbr.
a 4-AB na Obr. 4. BlizSi charakteristiky studovamyatek jsou uvedeny v Tab. 1. VSechny

roztoky byly uchovavany v temnu za laboratorniagpl

200 300 400 500
A (nm)

Obr. 2 Absorgni spektrum roztoku 2-AB o koncentraci= 1.10* mol.1™" v deionizované vod Mgteno
metodou molekulové absami spektrometrie proti deionizované ¥od kiemennych kyvetach odmé tlougce

[ 1cm.
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AAU) [T ' ' ' '

200 300 400 500
A (nm)

Obr. 3 Absorgni spektrum roztoku 3-AB o koncentraci= 1.10% mol.I™" v deionizované vad Mgteno

metodou molekulové absami spektrometrie proti deionizované ¥od kiemennych kyvetach odmé tlougce
I 1cm.

AAU)[] ' ' ' '

200 300 400 500
A (nm)

Obr. 4 Absorgni spektrum roztoku 4-AB o koncentraci= 1.10* mol.1™" v deionizované vod Mgteno

metodou molekulové absami spektrometrie proti deionizované ¥od kiemennych kyvetach odmé tlousce
[1cm.
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Tab. 1Vybrané charakteristiky 2-AB, 3-AB a 4-AB.

Strukturni vzorec Sumarni vzorec Relativni molarni hmotnost
HoN
Ci2HuN 169,23
NH,
Ci2HuN 169,23

pKa C.A.S. Name C.A.S. Regidtumber
3,82 2-Aminpbenyl 90-41-5
4,25 3-Aminobiphenyl 2243-47-2
4,22 4-Aminobiphenyl 92-@47-

Pro vysokodinnou kapalinovou chromatografii s elektrochemiclkouUV detekci byla
pouZzita octova kyselina (Lach-Ner, Neratovice), foyxid sodny (Lach-Ner, Neratovice),
methanol a acetonitril v chromatografickistot dodal Merck, Praha.

Octanovy tlumivy roztok o koncentraci 0,01 mdi& pH 5,0 byl fipraven smisenim
0,577 ml 99% octové kyseliny s 900 ml deionizovamély. pH vznikleho roztoku bylo
upraveno na hodnotu 5,0 roztokem hydroxidu sodmékoncentraci 0,2 mol} Roztok byl

doplrén deionizovanou vodou na 1 I.
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Kysela sloZzka Brittonova—Robinsonova pufru (BR plfyla pipravena rozpushim
2,7 g kyseliny trihydrogenborité ve 100 ml deioniané vody. K roztoku bylofmano 2,3 ml
99,8 % kyseliny octové, 2,7 ml 85 % kyseliny tringgenfosforéné a vznikly roztok byl
doplnin deinonizovanou vodou na 1 |. Zasadita slozkatdrdva—Robinsonova tlumivého
roztoku byla pipravena rozpushim 8,0 g hydroxidu sodného ve 900 ml deionizovardy a
vznikly roztok byl doplgn deionizovanou vodou na 1 I.

VSechny chemikalie, pokud neni uvedeno jinak, ldidyoty p.a.

Pri stanoveni metodami HPLC-ED, HPLC-UVD i DPV byl@#egna hodnota pH
méfena digitalnim pH-metrem Jenway 4330 (Jenway, Céfelrd, Velka Britanie)
s kombinovanou skieénou elektrodou (typ 924 005). pH-metr byl kalibrovetandardnimi

vodnymi pufry (Sevac, Praha) za laboratorni teploty
2.2 Aparatura
2.2.1 Bérem dopovana filmova diamantova elektroda

BDD film pouzivany pi HPLC a DPV byl dodéan prof. G. M. Swainem (Michiga
State University, East Lansing, Michigan, USA). i@d se o borem dopovany
mikrokrystalicky diamantovy film fipraveny technikou CVD s#&si metanu, vodiku a
diboranu v komeamné dodavaném reaktoru (1,5 kW, ASTeX Inc., Lowell, M#a p—Si (100)
(m&rny odpor ~ 10° Q cm) desttkach o roznrech cca 1x1 cm (viz Obr. 5). Podminky
depozice byly nasledujici: 1 kW (vykon mikroviny)ak 45 torr, ~ 800°C; 0,5 % pafmn
CH4/H,, 10 ppm BHe Vv H,, doba distu filmu 10 hodin. Povrch BDD filinbyl hydrogenovan.
Tlous’ka BDD filmu byla 5um, velikost krystalk diamantu 1 - 3um, mérny odpor 0,1
Q cm.

Kiemikova destka s deponovanym BDD filmem byla pouZita jako ale#tovy
material pro pracovni BDDFE. Tato elektroda bytae zkonstruovana v nasi laboratd
(viz Obr. 6A), jedna se o diskovou elektrodu s getsitkou plochou bérem dopovaného
diamantového filmu 12,6 mm
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Obr. 5 Bérem dopovany diamantovy film deponovany na plittkach o rozrdrech cca 1 cm.
2.2.2 Histrojové vybaveni

M¢éieni technikou HPLC byla provéda na kapalinovém chromatografu ve slozeni:
gradientova pumpa L-7100, autosampler L-7200, speidtricky UV/VIS detektor L-7400,
fidici jednotka D-7000 (vSe Merck—Hitachigmecko). Obsluhu systému,&ka vyhodnoceni
dat zajifoval osobni péitac s programem HSM (Merck—Hitachi, éfecko) pracujici
v oper&nim systému MS Windows NT 4.0. Pro HPLC separadnahifenyli byla pouzita
kolona LiChroCART ChiraDeX (250% 4 mm, 5um, Merck, Némecko) s kovalentn
vazanym p-cyklodextrinem a fedkolonka LiChroCART ChiraDék (4 x 4 mm, 5um,
Merck, Nemecko). Mieni byla provagha za laboratorni teploty, kolona nebyla
termostatovana. Pouzivané mobilni faze byly odwtowény ultrazvukem PS 02000 A
(Powersonic, San Diego, USA). Spektrometricky U\8Vdletektor byl stabith nastaven
na 290 nm, co? bylo ipvzato z prac¥. Za timto detektorem byl séridvzapojen
ampeérometricky detektor realizovany jako elektrostoky ,wall-jet” detektor tvdeny
pirepadovou nadobkou napghrou nosnym roztokem, s pracovni elektrodou peixovanou
proti Usti vytokové truktky z aparatury (viz Obr. 6.B). Detektor pracovdfielektrodovém
zapojeni. Jako pracovni elektroda byla pouZzita@i8kBDDFE, jako referentni elektroda
slouzila nasycena kalomelova elektroda a jako po@oslouZila elektroda platinova.
Pracovni potencial, tj. potencial vkladany na pvadoelektrodu, byl po provedené
optimalizaci nastaven na hodnotu +1,0 V. Byl poyitenciostat ADLC 2 (Laboratorni
pristroje, PrahaR).
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(A) (B)

Obr. 6 (A): Schéma diskové pracovni elektrod§totelektrody vyrobené z teflonu (1)fipodni kontakt (2),
Sroubovaci nastavec vyrobeny z teflonu (3), kovor&inka (4), mosazny pliSek (5), BDDF na Si sudist(6),
tésreni z Vitonu® (7) a otvor profjistup roztoku (8), dutina o vySte= 1,5 mm oddlujici BDDF od roztoku (9).
(B): Elektrochemicky ,,wall-jet” detektor: nosny rozt¢k), kapilara s mobilni fazi (2)fepadova nadobka (3),
pracovni BDDFE (4), pomocna Pt elektroda (5), efiémi nasycena kalomelova elektroda (6).

Pri voltametrickych stanovenich byla pouzita sestakao-Tribo Polarograf
se softwarem PolarPro verze 5.1 (EkoTrend Plu)eR€R), pracujici v opetaim systému
Windows 98 SE (Microsoft Corporation, USA). Jedidtl méfeni byla provagha
v ttielektrodovém zapojeni. Jako pracovni elektrodazla diskova BDDFE, jako pomocna

elektroda byla pouzita nasycena kalomelova elekteofako pomocna elektroda platinova.

Spektrometrick& ®&feni byla provagha na pistroji Hewlett Packard 8453 Diode
Array Spectrophotometer (Nizozemi) keknennych kyvetach émé tlougky | 1 cm.
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2.3 Pracovni postupy

Pfi optimalizaci podminek pro stanoveni 2-AB, 3-AB4&AB metodami HPLC-ED
v uspdadani ,,wall-jet* a HPLC-UVD byly roztoky o konceati 1.10° mol.I" davkované
do HPLC systémufpraveny gesnymiednim zasobnich roztdgkdeionizovanou vodou v den
analyzy. Optimalizaci sloZzeni mobilni faze a vinaéky 4 pro UV detekci se zabyvala
prace®. Jako optimalni mobilni faze byladema snis skladajici se ze 4fbjemovych dit 0,01
mol.I octanového pufru o pH 5,0, 30iihethanolu a 30 dilacetonitrilu. Optimalni hodnota
vinové délky i byla zvolena 290 nmP¥i optimalizaci potencialu detekcBge: byl vzorek
analyzovan v rozmez#tye +0,8 V az +1,4 V. Potencial vklddany na pracovekieodu byl
nastavovan iimo na potenciostatuPti optimalizaci Eqe; byla vyhodnocovana vyska piky
jednotlivych latek, velikost proudu pozagdi, a velikost proudu Sumigpro elektrochemickou
detekci. Ze ziskanych vysletlkbyly vypracovany zavislosty, naEges 1poz NaEqes |s NaEger @
|o/ls na Eqer Z dosazenych zavislosti bylden optimalni potencial detekdge +1,0 V. Hi
stanoveni optimalni ptokové rychlostiF,, byla tato nénéna v rozmezfm, 0,5 - 1,5 ml.s-
Hodnota F,, byla nastavovana v softwaru HPLC systémui Bptimalizaci F,, byla
vyhodnocovana vyska piky a plocha pikuA, pro ED i UVD a z dosazenych vysledkyly
vypracovany zavislosti, a Ay, naFy pro ED i UVD a zavislost lod, na logFr, pro ED.
Ze ziskanych zavislosti byla a@na optimalniF,, a také hodnota koeficienta zavislého
na typu indik&ni elektrody. Hodnota je charakteristikou kazdého detektoru a byla stana
ze snérnice zavislosti lod, naFn. Pri optimalizaci objemu vzorku davkovaného na kolonu
Vinj byla jeho hodnota &ména v rozmeziVi,; 5,0 ul - 50,0 ul. Zmeéna Viy; byla nastavovana
v softwaru HPLC systému.fiPoptimalizaci Vi,; byla vyhodnocovana, a A, pro ED i UV
detekci Ze ziskanych vysledkbyly vypracovany zavislosty, a A, naViyj, z nichz byl uéen
optimalniVi,; 20 pl. Pii stanoveni optimalni vzdalenosti povrchu BDDFElst kapilary, z niz
vytéka mobilni fazdy, byly studované latky stanovovany v rozmézi,5 - 4,0 mm. Byla
vyhodnocovand, a A, pro ED a z dosazenych vyslédkpracovany zavislosti, a A, naly.

Z téchto zavislosti byla gena optimalni hodnota 1,5 mm.

Pri promérovani kalibr&nich zavislosti 2-AB, 3-AB a 4-AB za optimalizovany
podminek byly kalibréni roztoky gipraveny gesnymiedinim zasobnich roztagkmobilni
fazi v den analyzy. Do 10 ml oémmé baiky bylo odpipetovano ptgbné mnozstvi zasobnich
roztokii 2-AB, 3-AB a 4-AB o koncentraci 1.1bmol.I" a doplgno na 10 ml mobilni fazi.
Pote byl proveden zaznam chromatografick&ly. Pri stanoveni byla vyhodnocovahga

A, pro ED i UVD. Ze ziskanych vysledllbyly vypracovany kalibréni zavislosti, tj. zavislosti
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lp @Ay nac analytu, resp. lod, a logA, na logc. Na Obr. 7 je vykazan apob vyhodnoceni
vysky pikul, pfi HPLC. Meze detekcdp byly stanovovany jaka analyti odpovidajici
podilu trojndsobku absolutni hodnoty proudu Suhaua snérnice kalibr&ni piimky b
(Lp = 3lgb).

Pri stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB ve sfsi metodou DPV byly giené roztoky
piipraveny pesnymiedinim zasobnich roztakBR pufrem o pislusném pH. Vzdy byly
studovany dvojslozkové sisi analyt, tj. do 10 ml odrarné baiky bylo odpipetovano
potrebné mnozstvi zasobnich rozioR-AB a 3-AB, resp. 2-AB a 4-AB, resp. 3-AB a 4-AB
o koncentraci kazdé slozky 17fGnol.I" a dopl&no na 10 ml BR pufrem offslusném pH.
Takto gipraveny roztok byl peveden do voltametrické nadobky a promich&edRstupem
dusiku do nadobky byla fmzena promywika obsahujici deionizovanou vodu. Poté byl
proveden zaznam voltametrickéuky. Pii stanoveni byla vyhodnocovana vyska piku obou
analyti ve sngsi. Ze ziskanych vysledkoyly vypracovany kalibrni zavislosti pi zachovani
konstantni koncentrace jednoho analytusici se koncentraci druhého analytu, tj. zavislosti
lp na c analytu. Na Obr. 8 je uvedenigob vyhodnoceni vysky pikly pti DPV. Meze
detekcelp byly stanovovany jakdkoncentrace analfyt odpovidajici podilu trojnasobku
absolutni hodnoty proudu Sunbgi(pro ED)¢i podilu trojndasobku absolutni hodnoty vySky
Sumuhg (pro UVD) a smdrnice kalibr&ni piimky b (Lp = 3lgb; Lp = 3hg/b).

Pti spektrometrickém stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB valezované vod byly mérené
roztoky gipraveny pgesnymiedéinim zasobnich roztékdeionizovanou vodou. Do 10 ml
odmerné baiky bylo odpipetovano ptébné mnozstvi zasobniho roztoku 2-AB, resp. 3-AB,
resp. 4-AB oc 1.10* mol.I" a dopl#no na 10 ml deionizovanou vodou. 1 ml vzorku byl
pieveden do temenné kyvety o #mné tlougcel 1,0 cm a poté bylo z&heno jeho spektrum
v rozmezi vinovych délek 190 - 500 nmeidni bylo prova#no proti deionizované ved Fri
stanoveni byla vyhodnocovana vySka ab&oitpo maximaAmax pro zvolenou vinovou délku,
pro 2-AB ~ 292 nm, pro 3-AB ~ 297 nm a pro 4-AB F32n1m. Ze ziskanych vysledllyly
vypracovany kalibréni zavislosti, tj. zavislostAnax ha ¢ analytu, resp. logA na log c.
Na Obr.9 je uveden #Apob vyhodnoceni vySky absdérpho maxima Amax pfi
spektrometrickém stanoveni. Meze detekgebyly stanovovany jakd&koncentrace analfyt
odpovidajici podilu trojnasobku absolutni hodnofgky Sumu a sirnice kalibr&ni piimky
b (Lp = 3nyb) .
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Kazda analyza vzorku byla provedena nejénétikrat. VSechna r¥eni byla

provadina [ laboratorni teplat Vysledky byly zpracovany v programu Microcal™ @n®,
ver 6.0.

80 3-AB 4-AB |
I I
P P
60
40 +
L 1 L 1 L 1 L
0 2 4 6 t (min)

Obr. 7 Zpisob vyhodnoceni chromatogranw= 1.10° mol.I™ pro kazdy analyt)M&teno metodou HPLC-ED
s BDDFE v usptadani ,,wall-jet* Ege; = +1,0 V,F, = 1,0 ml.min?, Viny = 20,0pl, Iy = 1,5 mm, mobilni faze:
Methanol, acetonitril, octanovy pufr o koncentr@@®1 mol.I* a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/V).
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Obr. 8 Zpisob vyhodnoceni DP voltamogramui£ 1.10° mol.I" pro kazdy analyt)Mé&teno metodou DPV
na BDDFE v prosedi BR pufru o pHL2,0.
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Obr. 9 Zpiisob vyhodnoceni spektrometrickéiviky (c = 1.10° mol.I* 4-AB). M&teno metodou molekulové

absorgni spektrometrie proti deionizované vodkiemenné kyvettloug’ky | 1 cm.
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3. Vysledky a diskuse

3.1 VysokoW®inna kapalinova chromatografie s elektrochemickou a UV detekci

Optimélni podminky pro separaci 2-AB, 3-AB a 4-AB/yaizitim HPLC na kolo&

s kovalentd navazanym S-cyklodextrinem byly pevzaty z pedchozich studii nasi
laboratde'® % Mobilni faze obsahovala methanol, acetonitrilcéanovy pufr o koncentraci
0,01 mol.™* a pH 5,0 v poriru 30:30:40 (v/v/v). Separace 2-AB, 3-AB a 4-ABdehe
ziejma nap. z Obr. 7, kdy jsou reténi faktory €chto latek 0,38 pro 2-AB, 0,78 pro 3-AB a
1,24 pro 4-AB. Déle bylaipvzata vinové délka = 290 nm pro stanoveni 2-AB, 3-AB a
4-AB metodou HPLC-UVEP. Tato hodnotal je blizk& lok&lnim absopim maximim A
vSech ti studovanych latek. Absatpi spektrum 2-AB je na Obr. 2{ax= 292 nm), 3-AB
(Amax= 297 nm) na Obr. 3 a 4-AB na Obr.Mh{x= 273 nm).

V. mé Dbakaléské prad® jsem se zabyvala optimalizaci podminek
pro ampérometrickou detekci 2-AB, 3-AB a 4-AB v HPLs vyuzitim BDDFE
v tenkovrstvém usgé@dani. Tato diplomova prace jéenovana HPLC stanoveni 2-AB, 3-AB
a 4-AB s vyuzitim ampérometrické detekce na BDDFispdadani "wall-jet" a s vyuZzitim
UV detekce. Bylo nutné provést optimalizaci parathetanych metod, tj. zjistit potencial
detekceEge: pro ampérometrickou detekci, dalgifmkovou rychlost mobilni faz€,, objem
vzorku davkovaného na kolony, a vzdalenost povrchu BDDFE od Usti kapil&ryg niz

vytéka mobilni faze.

3.1.1 Potencial detekce

Nejprve byl zkouman vliv potencialu detekdge: na signal elektrochemického
detektoru. Roztok obsahujici 2-AB, 3-AB a 4-AB mkentraci 1.1 mol.I" v deionizované
vodk byl analyzovan v rozme#yge +0,8 V az +1,4 VP¥i optimalizaci byla vyhodnocovana
vyska pikul, jednotlivych latek, velikost proudu pozatl,; a velikost proudu Sumik
pro elektrochemickou detekcV rozmeziEge +0,2 V aZz +0,6 V se neobjevovaly zadne
viditelné piky, v rozmezi +0,8 V az +1,4 V byly namenany piky vSechii tstanovovanych
latek. Velikostl, 2-AB stoupala od +0,8 V do +1,2 V, kde dosahla svétaxima, od +1,3 V
do +1,4 VI, 2-AB plynule klesala. Hodnotly 3-AB a 4-AB stoupala od +0,8 V do +1,1V,

kde dosahla svého maximaj pysSich potencialech pro élatky plynule klesala. Velikost
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proudu pozadlpy, Stoupala od +0,8 V k +1,4 Viigemz v rozmezi +1,0 V az +1,4 V byl
zaznamenan jeho prudky Q&t. Zavislost, 2-AB, 3-AB a 4-ABa zavislosiy,, na Eget jsSou
na Obr. 10. Absolutni velikost vysky Surtustoupala od +0,2 V k +1,4 V a v rozmezi +1,0 V
az +1,4 V byl, stejyr jako u lpo, zaznamenan jeji prudky ridt. Zavislostls na Ege: je
na Obr. 11. Ze ziskanych hodnot byly vypracovangrbgynamickeé voltamogramy (Obr. 12)
jako zavislost podiluy/ls na Eger Pro 2-AB a 3-AB dosahuje tento podil nejvySSi riuigt
U Eget= +1,0 V, pro 4-AB dosahuje podil nejvysSi hodnotiie= +0,9 V. Tyto hodnotyEyet
jsou diky vziistajicimu Sumu odliSné od hodnot potengiddy bylo dosazeno maximalni
vysky piki I, pro jednotlivé analyty (viz Obr. 10, +1,2 V proAB a +1,1 V pro 3-AB
a 4-AB).

Jelikoz meze detekce zavisi p¥ana pongru vysky dané sirnici kalibrani primky a

vySku Sumu, byl jako optimalni potencial detekcé frpto zvolenEge: = +1,0 V [ némz

e

1, (nA) o, (NA)
40
41200
30
4800
20
4400
10
0} 40

E (mV)

det

Obr. 10 Zavislost vy3ky piku,2-AB (e), 3-AB (0) a 4-AB (A) (c = 1.10° mol.I'" pro kazdy analyt) a vysky
proudu pozadl,,, na potencialu pracovni elektrod. Meteno metodou HPLC-ED s BDDFE v usadani
,wall-jet*, Fp, = 1,0 ml.min?, Vi, = 20,04, I, = 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril, oway pufr

o koncentraci 0,01 moi’a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/v).
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Obr. 11 Zavislost proudu Sumlg na potencialu pracovni elektrofy.. Méeno metodou HPLC-ED s BDDFE
v uspdadani ,,wall-jet,F, = 1,0 ml.min?, Vi = 20,0pl, Iy = 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril,
octanovy pufr o koncentraci 0,01 mola pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/V).
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Obr. 12 Hydrodynamické voltamogramy ziskané jako zavisfpedilu proudu piku, 2-AB (e), 3-AB (o) a

4-AB (A) (c = 1.10° mol.I"! pro kazdy analyt) a proudu Surtwna potencidlu detekdg;.. M&feno metodou
HPLC-ED s BDDFE v usp@adani ,,wall-jet*,F,, = 1,0 ml.min?, Vii = 20,0, Iy = 1,5 mm, mobilni faze:
Methanol, acetonitril, octanovy pufr o koncentr@@1 mol.I*a pH 5,0 v porru 30:30:40 (V/v/v).
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3.1.2 Vliv pratokoveé rychlosti mobilni faze

Dale byl zji¥ovan vliv piitokové rychlosti mobilni fazeF, na signal
elektrochemického a UV detektoru. Roztok 2-AB, 3-AB-AB o koncentraci 1.10mol.I™
byl analyzovan $ rtiznych hodnotach ptokové rychlosti mobilni fazé&,. Velikost Fy, se
ménila v rozmezi 0,5 - 1,5 ml.niiha byla vyhodnocovank a A, stanovovanych latek pro
ED i UVD. P ED vySka pikul, vSech ti studovanych latek stoupala v celéndremem
rozsahu se vastajiciFny,, zatimco hodnotéy, vSech i latek klesala, jak jefejme z Obr. 13.

Zavislost limitniho proudul;, na F, pro elektrochemicky detektor je dena
vztahem®:

lim=k.n.F.c.D¥? . F (1)
V tomto vztahu (1) jelim limitni proud — Ize aproximovat vyskou piky, k konstanta
viskozity, n patet vymenénych elektrof, F Faradayova konstante koncentrace analyti
difazni koeficient,F, praitokova rychlost mobilni faze a exponenje koeficient zavisejici
na typu indiké&ni elektrody. Hodnotu Ize ugit po zlogaritmovani vySe uvedené rovnice jako
smernici ziskané zavislosti lolym na logFn,. Po zlogaritmovani ziskame vyrazy:

log lim = log K +x log Fr, (2)

K=k.n.F.c.D*® (3)

Hodnota x je charakteristikou kaZzdého detektoru, hodnotypro fiznd usptadani
ampérometrickych detekiir publikované v praéf jsou uvedeny v Tab. 2. Hodnotu
koeficientux Ize tedy stanovit z rovnice (2) jako &mice zavislosti lodim, resp. lodp, na log
Fm. V Tab. 3 jsou shrnuty parametry této zavislostgbD pro 2-AB, 3-AB a 4-AB. Graficky
je tato zavislost vyja@na na Obr. 14. Chromatogramy ésinstudovanych latek ziskané
pro ED @i raznych hodnotach,, jsou na Obr. 15. Z Tab. 3 vyplyva, Ze teoretickérota
koeficientu x pro wall-jet usptadani ampérometrického detektoru je 0,7. VySSi atydn
kolem 1,6 zji&né v této praci iejm¢ souvisi s konstrukci diskové BDD elektrody pouzité
ve wall-jet uspeadani, kdy vlastni elektrodovy materidl je urmisw dutire o hloubcely
1,5 mm tvdené teflonovymdem elektrody, jak jeizjmé z Obr. 6A.

Chromatogramy analyzované &nziskané pro UVD ip raiznych hodnotaclry, jsou
na Obr. 16. VySka pikl, i plocha pikuA, vSech ti analyti klesala se vaistajiciFm. Z Obr.
17 je patrné, ze zavislogtnaFn, pii UVD je pro vSechny studované latky prakticky Emet,
na rozdil od zavislost, naF, (viz Obr. 18).

Se vzfistajiciFy, se samazjmeé zvySovaly reteéni casyt, vSech ti analyti. Reterni casyt;
2-AB, 3-AB a 4-AB g riznych hodnotack, jsou pro ED i UVD uvedeny v Tab. 4.
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Pro dal$i mieni byla zvolena fitokova rychlost 1,0 ml.mif, kdy dochazelo

k rozliSeni pik jednotlivych analyt na zékladni linii a celkova doba analyzy byla @ca

min. Tato rychlost byla pouZivana v bakaké prac®, kde byla pro ampérometrickou
detekci 2-AB, 3-AB a 4-AB vtémze HPLC systému peaha BDDFE v tenkovrstvém

uspdadani a ktera bude dale pouzita pro srovnani visled

Tab. 2 Hodnoty koeficient x pro fizné typy ampérometrickych detekitt

typ detektoru

~wall-jet" cylindricky tenkovrstvy

X

0,70 0,13 0,25

Tab. 3 Parametry zavislosti logaritmu vy3ky piku lgg2-AB, 3-AB a 4-AB ¢ = 1.10° mol.I'" pro kazdy
analyt) na logaritmu ftokové rychlosti logF, dle rovnice (2). Mfeno metodou HPLC-ED s BDDFE

v uspdéadani ,,wall-jet*Eget = +1,0 V,Viy; = 20,0 pllc= 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril, outay
pufr o koncentradd,01 mol.i* a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/VIV) .

Latka Smérnice — hodnota Usek Korelaini
koeficientu x koeficint
2-AB 1,67 0,48 0,9960
3-AB 1,60 0,43 0,9877
4-AB 1,62 0,58 0,9935
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Obr. 13 Zavislost vyskyl, 2-AB (e), 3-AB (0) a 4-AB (A) a plochy pikuA, 2-AB (e), 3-AB (o) a 4-AB (A)

(c = 1.10° mol.I" pro kazdy analyt) na fitokové rychlosti mobilni fazé=,.. M&eno metodou HPLC-ED
s BDDFE v usptadani ,,wall-jet* Eqe: = +1,0 V,Viy; = 20,0 plJ = 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril,
octanovy pufr o koncentraci 0,01 mdld pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/v).

118 T T T T T T T T T T T
log (Ip/nA)
1,7

1,6

1,5

1.4 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
-0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2

log (F /ml.s™)

Obr. 14 Zavislost logaritmu vysky piku log, 2-AB (), 3-AB (0) a 4-AB (A) (c = 1.10° mol.I'™" pro kazdy
analyt) na logaritmu fitokové rychlosti mobilni faze lod-,. Méfeno metodou HPLC-ED s BDDFE
v uspdéadani ,,wall-jet* Ege = +1,0 V,Viy; = 20,0 pll, = 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril, owiay
pufr o koncentraci 0,01 motia pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/v).
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Obr. 15 Chromatogramy siisi 2-AB, 3-AB a 4-AB ¢ = 1.10° mol.I'* pro kazdy analyt) ziskan&iptznych

hodnotach pitokové rychlosti mobilni faz€,,. Mé&feno metodou HPLC-ED s BDDFE v ugpdani ,,wall-jet",

Eget = +1,0 V, Viyy = 20 pl, Ik = 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril, oway pufr o koncentraci
0,01 mol.T*a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/V)F: 0,50 (1), 0,75 (2), 1,00 (3), 1,25 (4), 1,50 1g8)min".
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Obr. 16 Chromatogramy siisi 2-AB, 3-AB a 4-AB ¢ = 1.10° mol.I'* pro kazdy analyt) ziskan&iptznych
hodnotach pitokové rychlosti mobilni fazé . Méteno metodou HPLC-UVDZ = 290 nm, Vi, = 20,0 pl,
mobilni faze: Methanol, acetonitril, octanovy pafkoncentracd,01 mol.I*a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (VAV/V).
Fm: 0,50 (1), 0,75 (2), 1,00 (3), 1,25 (4), 1,50 ig8)min™.
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Obr. 17 Zavislost vysky pikul, 2-AB (e), 3-AB (D) a 4-AB (A) (c = 1.10° mol.I"" pro kazdy analyt)
na pfitokové rychlosti mobilni fazé,. Méreno metodou HPLC-UVD. = 290 nm,\Viy = 20,0 pl, mobilni faze:
Methanol, acetonitril, octanovy pufr o koncentra@1 mol."a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/V).

A (AUs) L A (A.U.s)
p r A p
40,25
0,030 |
40,20
0,025 | ’

0,020 + 40,15
0,015 10,10
0,010 +
" 1 " 1 " 1 L 1 L 1 L 1 0105
0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
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Obr. 18 Zavislost plochy pikuA, 2-AB (e), 3-AB (1) a 4-AB (A) (c = 1.10° mol.I" pro kaZdy analyt)
na pfitokové rychlosti mobilni faz&,,. Méreno metodou HPLC-UVD,, = 290 nm Vi = 20,0 pl, mobilni faze:
Methanol, acetonitril, octanovy pufr o koncentr@g1 mol.*a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/v).

33



Tab. 4 Reterni ¢asyt, 2-AB, 3-AB a 4-AB € = 1.10° mol.I" pro kazdy analyt) dosaZenéi ptiznych
hodnotach prtokové rychlosti mobilni faz€,,. Méteno metodami HPLC-ED s BDDFE v uspdani ,,wall-jet”
a HPLC-UVD, Eget = +1,0 V, Viy; = 20,0 pl,l = 1,5 mm,4 = 290 nm, mobilni faze: Methanol, acetonitril,
octanovy pufr o koncentraci 0,01 mold pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/v).

Latka UvD ED

Fr (Ml.min™) t, (min) Frn (Ml.min™) t, (min)
2-AB 6,59 6,73
3-AB 0,50 8,66 0,50 8,80
4-AB 11,04 11,18
2-AB 4,42 4,48
3-AB 0,75 5,80 0,75 5,86
4-AB 7,38 7,44
2-AB 3,27 3,31
3-AB 1,00 4,23 1,00 4,27
4-AB 5,30 5,33
2-AB 2,62 2,64
3-AB 1,25 3,37 1,25 3,39
4-AB 4,20 4,22
2-AB 2,19 2,20
3-AB 1,50 2,41 1,50 2,82
4-AB 3,01 3,50

3.1.3 Objem vzorku davkovaného na kolonu

Po zjis€ni optimalniho potencialu deteké&ge; a pitokové rychlosti mobilni fazén,
byla provedena optimalizace objemu vzorku davkokanga kolonuVi,;. Na kolonu bylo
postup® davkovano 5,0ul az 50,0l roztoku obsahujiciho 2-AB, 3-AB a 4-AB, kazdy
o koncentraci 1.18 mol.I'". Fi optimalizaci byla vyhodnocovariaaA, stanovovanych latek
pro ED i UVD.

Vyska pikul, 2-AB, 3-AB i 4-AB sepro ED linearg zvySovala v celém #ieném
rozmezi se vistajicim Vi, (Obr. 19). Stejny trend vykazovaly takeé plochy piR,
stanovovanych latek (Obr. 20Chromatogramy sisi 2-AB, 3-AB a 4-AB ziskané ip
raznych hodnotach,,; jsou pro ED na Obr. 21.

Shodné chovani vykazovaly studované analyiyuy/D, kdy vzrist I, i Ay, 2-AB,
3-AB i 4-AB se vziistajicim Viy lze popsat linearni zavislos#avislost |, studovanych
analyti na Vi, pti UVD je na Obr. 22., zavislosd, 2-AB, 3-AB a 4-AB naVi, pii UVD
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na Obr. 23 Chromatogramy dané ssi ziskané f raznych hodnotach,; jsou pro UVD
na Obr. 24.

JelikoZz g vy3Sich Vi, dochéazelo $ koncentracich vy3Sich nez 1:10mol.I*
ke zhorSeni rozliSeni pik studovanych analit a davkovani vysSSich objémje také

neopodstat¢né z ekonomického hlediska, byl jako optimalni 2vdli,; = 20,0pl.

T T T T T T T T T T
1, (nA) -
80
40
0 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
10 20 30 40 50
V,y ()

Obr. 19 Zavislost vy3ky piku, 2-AB (e), 3-AB (1) a 4-AB (A) (c = 1.10° mol.I'" pro kazdy analyt 2-AB,
3-AB a 4-AB) na objemu vzorku déavkovaného na kolowy. Méreno metodou HPLC-ED s BDDFE
v uspdadani ,,wall-jet*, Eqe; = +1,0 V, Fy = 1,0 ml.min®, I, = 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril,

octanovy pufr o koncentraci 0,01 mola pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/v).
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Obr. 20 Zavislost plochy pikuA, 2-AB (), 3-AB (1) a 4-AB (A) (c = 1.10° mol.I'" pro kazdy analyt 2-AB,
3-AB a 4-AB) na objemu vzorku davkovaného na kolowy. Méreno metodou HPLC-ED s BDDFE
v uspdadani ,,wall-jet*,Eqe; = +1,0 V, Fy = 1,0 ml.min®, I, = 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril,
octanovy pufr o koncentraci 0,01 mold pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/V).

I (nA) T T T T T T
r 2-AB

120 -

80 |

0 2 4 6 t (min)

Obr. 21 Chromatogramy siisi 2-AB, 3-AB a 4-AB ¢ = 1.10° mol.I'* pro kazdy analyt) ziskan&iptznych
hodnotach objemu vzorku davkového na koloviy Méieno metodou HPLC-ED s BDDFE v uspdani
,wall-jet*, Eger = +1,0 V, Fy = 1,0 ml.min®, I, = 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril, away pufr

o koncentract 0,01 mol.T* a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (VIVIV) V.0 5 (1), 10 (2), 15 (3), 20 (4), 25 (5), 30 (6),
40 (7), 50 (8l
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Obr. 22 Zavislost vysky piku, 2-AB (e), 3-AB (1) @ 4-AB (A) (c = 1.10° mol.I™* pro kazdy analyt) na objemu
vzorku davkovaného na kolond,. Méteno metodou HPLC-UVDjge = 290 nm,Fy, = 1,0 ml.min?, mobiln{

faze: Methanol, acetonitril, octanovy pufr o konicani 0,01 mol.T*a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/V).

T T T T T T T T T T
Ap (A.U.s) Ap (A.U.s)
0,04 0,3
0,03
0,2
0,02
0,1
0,01
0,00 - L - L - L . L . — 0,0
10 20 30 40 50
Vi (WD)

Obr. 23 Zavislost plochy pikuA, 2-AB (e), 3-AB (1) a 4-AB (A) (c = 1.10° mol.I" pro kaZdy analyt)
na objemu vzorku davkovaného na kolofy. Mé&teno metodou HPLC-UVDG = 1.10° mol.I™, Ager= 290 nm,
Fm = 1,0 ml.min*, mobilni faze: Methanol, acetonitril, octanovy puf koncentracio,01 mol.i* a pH 5,0
v poneru 30:30:40 (VIiVIV).

37



A QU [

0,02 -

0,01

0,00 |- , —

Obr. 24 Chromatogramy siisi 2-AB, 3-AB a 4-AB ¢ = 1.10° mol.I'* pro kazdy analyt) ziskan&iptznych
hodnotach objemu vzorku davkovaného na koldfy . Méfeno metodou HPLC-UVDAge: = 290 nm,
Fm = 1,0 ml.min*, mobilni faze: Methanol, acetonitril, octanovy puf koncentraci 0,01 moiia pH 5,0
v porrgru 30:30:40 (v/vIV)Viy.: 5 (1), 10 (2), 15 (3), 20 (4), 25 (5), 30 (6), @), 50 (8)ul.

3.1.4 Vzdalenost povrchu pracovni elektrody od Uskapilary s mobilni fazi

Jako posledni byla sledovan vliv vzdalenosti powurgiracovni elektrody od Usti
kapilary s mobilni fazix na signal elektrochemického detektoru. Roztok lobigei 2-AB,
3-AB a 4-AB, kazdy o koncentraci 1.TOmol.I" byl analyzovan HPLC-ED s BDDFE
v uspdadani ,,wall-jet, picemz vzdalenost plochy této elektrody od Usti kapila niz
vytékala mobilni faze se stanovovanymi analyty, mestup® zvySovala v rozmeziy
od 1,5 mm do 4,0 mm. Minimalni vzdalendst 1,5 mm je dana umistim elektrodového
materialu v teflonovémélu diskové elektrody (viz Obr. 6A) a odpovida midimi mozné
vzdalenosti povrchu BDDFE od Usti kapilary s mobi&z:i.

Z vysledku vyplyva, Zze vyska pikly i plocha pikuA, 2-AB a 4-AB stoupaly
vrozmezi 1,5 mm az 2,5 mm, kdy dosahly svého maxivhrozmezi vzdalenosti 3,0 az
4,0 mm byl zaznamenan jejich prudky poklgs3-AB dosahla maximaip2,5 mm, v rozmezi
3,0 az 4,0 mm prudce klesal®, 3-AB dosahla svého maximai 2,0 mm. Zavislost, a A,
2-AB naly je na Obr. 25.A3-AB na Obr. 25.B a 4-AB na Obr. 25.C. Rozdil miélni a

maximalni vysky¢i plochy piku je vSak relativh maly vzhledem Kk jejim absolutnim
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N 4

hodnotam, negkraiuje pro zadny analyt 20 %iéxto, Ze nejvysSi odezvu poskytovaly dané
latky pri | = 2,0¢i 2,5 mm, byla jako optimalni hodnota zvolena miéinmi moznéa vzdalenost
lk=1,5 mm, pi niZ teflonové &lo diskové elektrody, vémz je umisin elektrodovy material,
priseda na usti kapilary. Tim je zafiSb reprodukovatelné nastaveni vzdalenosti bez stitno
elektrody. Tato volba je opodstatra i relativie malymi rozdily ve vySk&ch a plochach piku

v minimu a maximu, jak je vystleno vySe.

Ip (nA)

Ap (nA.s)
10,4

-4 220

10,0
- 200

9,6

- 180

9,2

Ip (nA) Ap (nA.s)

16 320

15 300

14 280
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Obr. 25 Zavislost vysky piku, a plochy pikuA, 2-AB (A), 3-AB (B) a 4-AB (C) ¢ = 1.10° mol.I'" pro kaZzdy
analyt 2-AB, 3-AB a 4-AB) na vzdalenosti povrchu BBE od Usti kapilary s mobilni faki Méreno metodou
HPLC-ED s BDDFE v usp@dani ,,wall-jet*,Eqe;= +1,0 V, Fy = 1,0 ml.min®, Vi, = 20,0 pl, mobilni faze:
Methanol, acetonitril, octanovy pufr o koncentr@@1 mol.T*a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/V).

3.1.5 Shrnuti — optimalizace podminek

Z vysledki prezentovanych vipdchozich kapitolach byly &eny optimalni
podminky pro stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB metodanRIC-ED s BDDFE v uspadani
»wall-jet* a HPLC-UVD. Optimalni parametry obou tod jsou shrnuty v Tab. 5. Zachto
podminek byly nasledrmpromeieny kalibré&ni zavislosti v mobilni fazi.
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Tab. 5 Optimalni parametry pro stanoveni 2-AB, 3-AB a B-fetodami HPLC-ED s BDDFE v usfamani
,,wall-jet* a HPLC-UVD. Mobilni faze: Methanol, aimitril, octanovy pufr o koncentra6i,01 mol.i*a pH 5,0
v poneru 30:30:40 (VIVIV).

Parametr HPLC-ED s BDDFE HPLC-UVD
metody v usparadani ,,wall — jet"
A - 290 nm
Eget(V) +1,0 -
Fm (Ml.min™?) 1,0 1,0
Vinj (|J.|) 20 20
| (mm) 1,5 -

3.1.6 Kalibra¢ni zavislosti pro primé stanoveni 2-aminobifenylu, 3-aminobifenylu a
4-aminobifenylu metodou HPLC s elektrochemickou aUV detekci

Po zjiSéni optimalnich podminek pro stanoveni 2-AB, 3-AB48&AB metodami
HPLC-ED v usp&adani ,,wall-jet* a HPLC-UVD byly progieny kalibr&ni zavislosti
studovanych analyt Fti analyze byla vyhodnocovanga A, 2-AB, 3-AB a 4-AB pro ED i
UVD.

Pti stanoveni metodou HPLC-ED s BDDFE v usmani ,,wall-jet* byly ziskany
kalibracni zavislosti vyhodnocenélg a A, v koncentranim rozmezi (6 - 10000).15mol.I*
pro 2-AB, 3-AB a 4-AB. Zavislosti jsou v celém roemi lineéarni, jak jeizjmé z Obr. 26,
respektive Obr. 27, kde jero celé ndfené rozmezi koncentraci studovanych afalyt
zobrazena zavislost, respektive A, na c v logaritmickém ndiitku. Chromatogramy
analyzované sisi zaznamenané v koncerimém rozmezi (1 - 10).10 mol.I* jsou pro
ilustraci na Obr. 28. Parametry kalibnéch gimek 2-AB, 3-AB a 4-AB vyhodnocenélg a
A, jsoupro jednotlivé koncenttai fady a pro stanoveny linearni dynamicky rozsah (LDR)
uvedeny prd, v Tab. 6, proA, v Tab. 7.Mez detekcd.p byla p&itana pro absolutni vysku
proudu Sumus = 0,04 nA.

Pfi stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB metodou HPLC-UVD byhiskany kalibrani
zavislosti vyhodnocené &, a A, v koncentranim rozmezi (1 - 100).18 pro 2-AB,
(1 - 1000).10" mol.I" pro 3-AB a (2 - 10000).I8 mol.I™* pro 4-AB. Zavislost, 2-AB, 3-AB
a 4-AB nac v logaritmickém ndiitku je na Obr. 29. Zavislo#t, 2-AB, 3-AB a 4-AB nac
v logaritmickém ngtitku je na Obr. 30. Chromatogramy &hzaznamenané v konceriném
rozmezi (1 - 10).18 mol.I" jsou na Obr. 31, co? je také nejnifdd, v EmZ Ize touto
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metodou stanovit vSechnii studované latky. Parametry kalibrach zavislosti 2-AB, 3-AB
a 4-AB vyhodnocené k, a A, jsou pro jednotlivé koncenttai rady a pro stanoveny LDR
uvedeny prd, v Tab. 8, proA, v Tab. 9. Hodnotahs byla 3.10° A.U.

Ze ziskanych vysledk vyplyva, Zze ED je nejcitligSi pro stanoveni 4-AB, jehoz
kalibracni piimky vyhodnocené Fk, i A, poskytuji nejvyssi hodnoty smmic. NejnizSi
hodnoty smrnic naopak vykazuji kalibtai piimky 3-AB. Lp vSech ti zkoumanych analyt
se fFilis neliSi a z jejich hodnot vyplyva, Ze studovdatky mizeme pi piimém stanoveni
s vyuZitim ED detekovatipkoncentraci aZz 4.1® mol.I*. Na rozdil od ED vykazuje UVD
nizsi citlivost ke stanoveni 2-AB, 3-AB v porovnasé 4-AB, coZ je samézjmé dano
jednotnou vinovou délkou detekceti RVD byl 2-AB stanoven v koncent¥aim fadu 10°
mol.I* kvili ¢asténé interferenci se signalem nifls, zatimco 4-AB poskytoval odezvu i
v koncentranim fadu 16® mol.I*. 3-AB byl pi UVD stanoven v koncentéaim fadu 10

I*. Z vySe uvedenych vysledlkplyne, Ze pro stanoveni viedh latek ve snisi se ED

mol.
jevi ve srovnani s UVD jako vyhod8i, jelikoz umoauje stanoveni vSechiitzkoumanych
latek v koncentrénimadu 10° mol.I™.

V Tab. 10 jsou shrnuty parametry kalibmich zavislosti vyhodnocenélzpro cely
LDR ziskané fi stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB metodami HPLC-ED \pogadani ,,wall-jet",

HPLC-ED v usptéadani , thin-layer® a HPLC-UVD.

I, (nA) [

100 |

10}

0,1 Ll " " A | " " TR | " " A |
1x107 1x10° 1x10° 1x10™

¢ (mol.l ™)

Obr. 26 Kalibratni zavislosti 2-AB ¢), 3-AB (o) a 4-AB (A) pro cely iéfeny rozsah v logaritmickémdfitku,
vyhodnoceno z vySek pikl,. Méteno metodou HPLC-ED s BDDFE v ugpdani ,,wall-jet*,Ege; = +1,0 V,
Fn=1,0 ml.&% Viny = 20,0y, I, = 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril, vy pufr o koncentra€i,01
mol.I"a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/V).
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Obr. 27 Kalibratni zavislosti 2-AB ¢), 3-AB (o) a 4-AB (A) pro cely iéfeny rozsah v logaritmickémdfitku,
vyhodnoceno z ploch pikA, Mé&teno metodou HPLC-ED s BDDFE v ugpdéani ,,wall-jet‘Eqee= +1,0 V,Fp,
= 1,0 ml.§", Viy = 20,0y, Iy = 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril, moovy pufr o koncentra,01
mol.I"a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/V).

74 T T T T T T
I (NA)

t (min)

Obr. 28 Chromatogramy s#si 2-AB, 3-AB a 4-AB, mdfeno metodou HPLC-ED s BDDFE v uspadani
,wall-jet’, Eget= +1,0 V, F, = 1,0 ml.8%, Vi = 20,0pl, I, = 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril,
octanovy pufr o koncentracD,01 mol.I*a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (viviv).c: 0 (1), 1.10° (2), 2.10 (3),
4.107 (4), 6.107 (5), 8 .10(6), 10 .10" (7) mol.I™.
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Obr. 29 Kalibratni zavislosti 2-AB ¢), 3-AB (o) a 4-AB (A) pro cely néfeny rozsah v logaritmickémdfitku,
vyhodnoceno z vySek pikl,. Mé&teno metodou HPLC-UVD/ge = 290 nm,F, = 1,0 ml.s%, Ving = 20,0l
mobilni faze: Methanol, acetonitril, octanovy pafkoncentracd,01 mol.i*a pH 5,0 v poriru 30:30:40 (V/V/v).

A, (AU.9)f ' '
01t

0,01}
1E-3}
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1E_5 n L1l n TR | n A | n A |
10°® 107 10° 1x10° 1x10™
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Obr. 30 Kalibratni zavislosti 2-AB¢), 3-AB (o) a 4-AB (A), pro cely néfeny rozsah v logaritmickémdfitku,
vyhodnoceno z plochy pika,. Méteno metodou HPLC-UVDjget = 290 nm,Fp, = 1,0 ml.s%, Viny = 20,0pl,
mobilni faze: Methanol, acetonitril, octanovy pafkoncentracd,01 mol.i*a pH 5,0 v poriru 30:30:40 (V/V/v).
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Obr. 31 Chromatogramy s#si 2-AB, 3-AB a 4-AB. Mé&eno metodou HPLC-UVD/g = 290 nm,
Fm = 1,0 ml.§", Vi, = 20,0ul, mobilni faze: Methanol, acetonitril, octanovyfpa koncentracic 0,01 mol.T*a
pH 5,0 v pondru 30:30:40 (v/v/v)c: 0 (1), 1.10°(2), 2.10° (3), 4.10° (4), 6.10° (5), 8.10° (6), 10.10° (7).

mol.I™%.

Tab. 6 Parametry kalibrnich zavislosti 2-AB, 3-AB a 4-AB pro jednotlivé hkeentr&ni fady a pro cely LDR,
vyhodnoceno z vySek pikl,. Méteno metodou HPLC-ED s BDDFE v uspdani ,,wall-jet*,Ege; = +1,0 V,

F,=1,0 ml.s% Vin = 20,0y, I, = 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril, vy pufr o koncentra€i,01

mol.I"a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/V).

Koncentraéni _ . o Lp

Latka rozmezi Smernl(_:le Usek Koreladni (mol.I™)
1 (nA.mol™.l) (nA) koeficient
(mol.Ih)

2-AB (1-10).16° (3,26£0,07).16  -10,05+3,88 0,9989 -
2-AB (1-10).1¢° (2,79+ 0,09).16 0,44 + 0,52 0,9981 ------
2-AB (1 - 10).167 (2,81 +0,02).10 0,28 +0,12 0,9901 -
2-AB (6 - 10).16° (3,77+0,04).16  -0,12+0,35  0,9947 3,2.10°
2-AB (6 - 10000).16 (3,13+0,03).16 -164+1,18 0,9990  3,8.10°
3-AB (1-10).10 (2,74+ 0,05).10 -3,12+2,40 09993 -
3-AB 1-10).10 (2,87 £0,03).16 -0,47+0,17  0,9998 -
3-AB (1-10).10 (2,45 + 0,06).10 0,12+0,04 09989 -
3-AB (6 - 10).10° (2,95 +0,37).10 0,02+ 0,03  0,9920 4,1.10°
3-AB (6 -10000).18 (2,68+0,02).16 -0,13+0,50 0,9996  4,5.10°
4-AB (1-10).1C (3,37 +0,06).10 -579+343  0,9992 -
4-AB (1-10).1¢ (3,01 £0,04).106  -0,12+0,27  0,9996 -------
4-AB (1 -10).10 (3,07 £0,12).10 0,10 +0,07 0,9967  -------
4-AB (6 - 10).10° (3,77 £0,13).10 0,02+0,01 0,9994 3,2.10°
4-AB (6 - 10000).18 (3,29+0,03).16 -1,26+0,87 0,9995  3,7.10°
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Tab. 7 Parametry kalibranich zavislosti 2-AB, 3-AB a 4-AB pro jednotlivé hkeentr&ni fady a pro cely LDR,
vyhodnoceno z ploch pikA,. Méteno metodou HPLC-ED s BDDFE v ugadani ,,wall-jet*,Ege= +1,0 V,Fp,

= 1,0 ml.§%, Viny = 20,0pl, I, = 1,5 mm, mobilni faze: Methanol, acetonitril, medvy pufr o koncentrad,01

mol.I"a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/V).

Latka Koncentraéni rozmezi Smérnic? Usek Kore_la_léni
(mol.I7) (nA.s.mol™.1) (nA.s) koeficient
2-AB (1-10).10° (5,39 £0,11).10 -143,75+63,61 0,9989
2-AB (1-10).16° (4,50+ 0,05).16  -3,27 +2,85 0,9998
2-AB (1-10).10 (4,87£0,29).16 0,39+ 1,74 0,9931
2-AB (6 - 10).16° (7,50+ 0,58).16  -2,68 + 0,46 0,9971
2-AB (6 - 10000).16 (5,22+0,05).10 -32,51+17,91  0,9992
3-AB (1-10).10° (4,50 £0,14).10 -93,16 +65,79  0,9980
3-AB (1-10).16° (4,34 £0,03).10 -1,06 +2,02 0,9999
3-AB (1-10).1¢ (4,22+0,15).16  -1,22 +0,94 0,9973
3-AB (6 - 10).16° (2,34+0,23).16 0,16 + 0,19 0,9951
3-AB (6 - 10000).16 (4,31+0,05).10 -11,62+13,87  0,9989
4-AB (1-10).10° (5,95+ 0,15).10 43,99 +87,03  0,9984
4-AB (1-10).16° (5,21+ 0,14).16  -5,28 + 8,69 0,9985
4-AB (1-10).10 (5,96+0,16).16  -0,98 + 0,97 0,9986
4-AB (6 - 10).16° (4,27+0,13).16 0,61 + 0,10 0,9995
4-AB (6 -10000).16 (5,92+ 0,05).10 -16,43+19,01  0,9993
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Tab. 8. Parametry kalibraich zavislosti 2-AB, 3-AB a 4-AB pro jednotlivé hkeentr&ni fady a pro cely LDR,
vyhodnoceno z vySe pikl,. Méfeno metodou HPLC-UVDJge = 290 nm,F, = 1,0 ml.s%, Viny = 20,0pl,

mobilni faze: Methanol, acetonitril, octanovy pafkoncentracd,01 mol.i*a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (V/V/v).

, Koncentraéni Smérnice Usek Korelagni Lo |

Latka rozme_2| (A.U.mol1) (AU koeficient (MOLI™)
(mol.I7)

2-AB  (1-10).10° (1,23+ 0,04).16 (-0,47 + 0,24).16 0,9972  -----
2-AB  (1-10).16° (1,13 £ 0,04).16 (0,01+ 0,02).10° 0,9972 5,1.10'
2-AB (1 -100).16 (1,18 + 0,03).10 (-0,14 +0,11).16 0,9975 5,1.10’
3-AB  (1-10).10¢ (0,87 £ 0,02).16 (0,07 +0,10).16 0,9986  -----
3-AB  (1-10).16° (1,05 + 0,02).10 (-0,01 + 0,01).16 0,9994 -
3-AB  (1-10).10 (0,82 +0,02).16 (0,01 +0,01).16 0,9986 7,3.10'
3-AB  (1-1000).10 (0,88+ 0,01).16 (0,03+ 0,03).16° 0,9993 6,8. 10’
4-AB  (1-10).10° (6,84+ 0,11).16 (-0,41+ 0,66).10 0,9993  -----
4-AB  (1-10).1¢° (7,02+ 0,09).16 (0,02+ 0,05).16° 0,9997 -
4-AB  (1-10).10 (6,79+ 0,18).1G (0,02+ 0,01).16° 0,9986  ----
4-AB (2 -10).16° (10,47+ 0,71).16 (-0,01+ 0,01).10° 0,9930 5,7.10°
4-AB (2 -10000).18 (6,87.1G +0,07).16  (-0,04+0,22)10° 0,9991 8,7.10°

Tab. 9 Parametry kalibrmich zavislosti 2-AB, 3-AB a 4-AB pro jednotlivé keentr&ni fady a pro cely LDR,

vyhodnoceno z ploch pik A, pfi pfimém stanoveni za optimalizovanych podminekétévio metodou

HPLC-UVD, Aget = 290 nm F, = 1,0 ml.&%, Vi = 20,0ul, mobilni faze: Methanol, acetonitril, octanovyfpu
o koncentract 0,01 mol.i*a pH 5,0 v poréru 30:30:40 (VIV/V).

Koncentraéni

Latka fozmesi Srnérnicel Usek Korelaéni
“1 (A.U.s.mol™.l) (A.U.) koeficient
(mol.I™)
2-AB  (1-10).10° (2,20+ 0,09).18 (- 0,60 +0,51).16 0,9959
2-AB  (1-10).10° (1,82 + 0,06).10 (— 0,07+ 0,04).16° 0,9976
2-AB (1 -100).10° (2,16 +0,5).16 (0,32 +0,21).16 0,9975
3-AB  (1-10).10° (1,49 + 0,06).19 (0,15 + 0,28).16 0,9968
3-AB  (1-10).10° (1,73 £ 0,05).19 (- 0,01 +0,03).18 0,9983
3-AB  (4-10).10° (1,11 + 0,05).19 (0,03 +0,01).16 0,9952
3-AB  (4-1000).10  (1,53+0,02).18 (0,07 + 0,07).16 0,9986
4-AB  (1-10).10° (1,28+ 0,03).10 (0,38 + 1,49).16 0,9989
4-AB  (1-10).10° (1,34 £ 0,02).16 (0,02+ 0,15).16° 0,9993
4-AB  (1-10).10° (1,41+ 0,03).14 (0,03 + 0,02).16 0,9989
4-AB (2 -10).10° (1,84+ 0,14).14 (- 0,01 +0,01).18 0,9992
4-AB (2 -10000).1¢ (1,28+0,08).10 (1,18 .10°+ 028).10° 0,9996
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Tab. 10 Souhrn parameirkalibratnich zavislosti 2-AB, 3-AB a 4-AB, vyhodnoceno zZSek piki 1,. Méteno
metodou HPLC-ED na BDDFE v usfmlani wall-jet (tato prace) a v tenkovrstvém wagéant® a HPLC-UVD,

Fm= 1,0 ml.S", Vi, = 20,0ul, , mobilni faze: Methanol, acetonitril, octanopyfr o koncentrace 0,01 mol.I*a
pH 5,0 v pondru 30:30:40 (v/v/v). Edet = 1,0 My = 1,5 mm, Aget= 290 nm,

Latka, LDR Smérnice? Usek® Korelagni Lo
detekce (mol.I™ koeficient  (mol.I™)
2-AB, UVD  (1-100).16 (1,18 + 0,03).18 (-0,14 +0,11).16  0,9975 5,1.10’
2-AB,ED (6 -10000).1¢ (3,13 +0,03).10 ~-1,64+1,18 0,9990 3,8.10°
wall-jet”
2-AB,ED (4 -100).10 (13,5+ 0,05).16 ~2,23+0,92 0,9911 2,1.10°
,.thin-layer”
3-AB, UVD (1 - 1000).1¢ (0,88+ 0,01).16 (0,03+ 0,03).10° 0,9993 7,3.10’
3-AB,ED  (6-10000).18 (2,68 +0,02).10 -0,13 £ 0,50 0,9996 4,4.10°
wall-jet”
3-AB,ED  (2-100).10 (8,56+ 0,03).16 -1,08 +0,7 0,9904  3,2.10
,.thin-layer”
4-AB, UVD (2-10000).16  (6,87+0,07).16 (-0,04+0,22).10° 0,9991 8,7.10°
4-AB,ED  (6-10000).18 (3,29 +0,03).18 ~1,26 +0,87 0,9995 3,6.10°
wall-jet”
4-AB,ED (2 -100).10 (5,28+ 0,01).16 -0,69 £ 0,2 0,9925 5,1.10
,.thin-layer”

2 pro ED v jednotkach (nA.moll), pro UVD v jednotkach (nA.mot.l)
® pro ED v jednotkach (nA), pro UVD v jednotkach (&)

3.1.7 Shrnuti — kalibraéni zavislosti

Ze srovnani mezi detekce (viz. Tab. 10) 2-AB, 3-AB-AB ziskanych ifp stanoveni
metodami HPLC-ED v uspadani ,,wall-jet*, HPLC-ED s BDDFE v usfamani ,,thin-layer*

a HPLC-UV vyplyva, Ze nejlepSich vyslaedbylo dosazenoipstanoveni studovanych latek

metodou HPLC-ED s BDDFE v usfimani ,,wall-jet* pouZzité v této préciriRletekci touto

metodou byly ziskany meze detekce v koncentra fadu 10® mol.I* pro v&echny it

analyty. S tenkovrstvym usfdanim ampérometrického detektoru byly ziskany
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v koncentranim fadu 10 mol.I%. V porovnani s metodou HPLC-UV, kterd pro 2-AB
vykazovala mez detekce v koncefitra fadu 10° mol.[?, se tak ob uspdadani
ampérometrickych detektiborED jevi jako vhod#si pro analyzu nizSich koncentraci
studovanych analyt Zarove Ize pedpokladat, Ze elektrochemicka detekce bude v nutohy
piipadech selektivijSi, nebd v UV oblasti absorbuje celéada organickych sl@enin, ale
jen rekteré jsou elektrochemicky oxidovateln& potencidlech kolem +1,0 V pouzivanych
v této diplomové praci a bak#tké prac’. Elektrochemickou detekci by rididad Sly
selektivie stanovit aminoderivaty bifenylu jako metabolity vemgsi pritomnych

nitroderivat.

3.2 Stanoveni 2-aminobifenylu, 3-aminobifenylu a &minobifenylu ve snési metodou

diferenéni pulsni voltametrie

Pfi stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB ve sisi metodou DPV bylo nefive nutné nalézt
optimalni pH BR pufru, tj. pH, o némz dané latky vykazuji nejvyssi rozdil potentiglika
AE,. Voltametrické chovani 2-AB, 3-AB a 4-AB na BDDInfiu bylo jiz dfive v nasi
laboratdi studovand®?® Z pracé®, kde byla studovéna pro kazdy analyt samostaéwislost
polohy a vysky pilk na pH zakladniho elektrolytu, bylo zjgb, ze nej¥tSi AE, vykazuje
2-AB a 3-AB v roztoku BR pufru o pia,0, coz je zarovenejvhodrjsi pH pro stanoveni
vSech ti latek ve smisi, 2-AB a 4-AB v roztoku BR pufru o pH 12,0 a 3-AB4-AB také
v roztoku BR pufru o pH2,0. Hodnoty potenciélpiku E, 2-AB, 3-AB a 4-AB, ziskané
pii raiznych hodnotach pH BR pufru, jsou shrnuty v Tab. \Y2éto diplomové praci bylo
experimentals ovéteno, zda jsou pH vybrana na zaklapracé® vhodna pro stanoveni
jednotlivych dvojic analyt ve sn@si a stanoveni s&si vSech iti analyfi. Pokud bylo
stanoveni ve siési umozrno, byly prongteny kalibr&ni zavislosti a stanoveny meze detekce
pro z&astréné aminobifenyly.

Nejprve byla testovana moZznost stanoveni 2-AB aB3+e sn¢si v BR pufru
o pH 2,0. Namsfené voltamogramy jednotlivych analyia voltamogram jejich sési je
na Obr. 32. Vyplyva z4&), Ze oproti pedpokladm AE, 2-AB a 3-AB v BR pufru o pH 2,0 je
piilis maly (100 mV), dochazi ke vzajemné interfeiedtiou analyi a vzniku smisného piku
a nelze je tak ve stai sebe danou metododidné stanovit.

Pti analyze srési obsahujici 2-AB a 4-AB (viz Obr. 33), resp. 3-AB}-AB (viz. Obr.
34) v BR pufru o pHL2,0a koncentraci kazdého analytu I1énhol.I* byly AE, dostaténg
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velké, nedochazelo k vzajemnému ovéimhvysky a polohy pik pii smésném stanoveni, a
tak bylo mozné vyhodnotit vySky pikobou latek ve sisi a ziskat jejich kalibgani
zavislosti. Ty byly pronsteny pro sérii kalibrénich roztok obsahujici vzdy konstantni
koncentraci prvniho analytu a zvysujici se kon@midruhého analytu a naopak.

Pfi stanoveni 2-AB a 4-AB metodou DPV v priegsti BR pufru o pH 12,0 byly
potencialy pik 620 mV pro 2-AB a 480 mV pro 4-AB, tzn. dostatg rozdil AE,, jehoz
hodnota byla 149.

Pti promeérovani kalibrgnich zavislosti byla vyhodnocovana vyska piku 244Rs a
4-AB |48, piicemz byly ziskany kalibgmi zavislosti v koncentt@im rozmezi (4 - 10).18
mol.I"" pro 2-AB i 4-AB. Kalibra&ni zavislosti 2-AB ziskanéipjeho menici se koncentraci
C2as @ [i konstantnich hodnotach koncentrace 4-ABsg jsou uvedeny na Obr. 35.
Voltamogramy srissi obsahujici 2-AB a 4-ABipmenici sec,.ag @ konstantnts.ag (6.10°
mol.IY) jsou pro ukézku uvedeny na Obr. 36. Parametribiaghich zavislosti ziskané
za stejnych podminek jsou uvedeny v Tab. 12. Kaliiir primky 4-AB vyhodnocené ip
ménici se cyag @ [ konstantnich hodnotack;,.ag jsou uvedeny na Obr. 37.riklad
Voltamograni smssi 2-AB a 4-AB ziskané ip menici secsas a konstantnt.ag (10.10°
mol.IY) jsou na Obr. 38. Parametry kalibnéch zavislosti ziskané za stejnych podminek jsou
uvedeny v Tab. 13.

Pfi stanoveni 3-AB a 4-AB metodou DPV v presti BR pufru o pH 12,0 byly
potencialy pik 590 mV pro 3-AB a 430 mV pro 4-AB , tzn. dostatg rozdil AE,, jehoz
hodnota byla 124 mV.

Pri stanoveni 3-AB a 4-AB metodou DPV v prigsti BR pufru o pH 12,0 byla
vyhodnocovéna vyska piku 3-AB.as a 4-AB l4.as. Pro oba analyty byly ziskany kalilsra
zavislosti v koncenttmim rozmezi (4 - 10).18 mol.I>. Kalibraini zavislosti 3-AB
vyhodnocené ip ménici secs.ag @ konstantnts.ag jsou uvedeny na Obr. 39. Voltamogramy
smssi 3-AB a 4-AB fii ménici secsag a konstantnicsas (8.10° mol.™) jsou ukazany
na Obr. 40. Parametry kaliirsich zavislosti ziskané za stejnych podminek jseedeny
v Tab. 14. Kalibrani primky 4-AB vyhodnocenéipmenici secs.ag @ konstantn€z as jsou
uvedeny na Obr. 41. Voltamogramy tétoésirziskané i meénici secy-ag @ konstantnts.ag
(10.10° mol.I) jsou pro ukazku uvedeny na Obr. 42. Parametrjbtiahich zavislosti
ziskané za stejnych podminek jsou uvedeny v Tab. 15

Absolutni hodnota vysky Sumu byl& pechto mefenich 1,0 nA.
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Tab. 11 Hodnoty potencialh E, pro hlavni oxidaniho pik 2-AB, 3-AB a 4-AB (ré&eno proti referentni
argentchloridové elektréd(3 mol.I* KCI) typu RAE 113) v progedi BR pufru o fislusném pH. Mieno
metodou DPV na BDDFE.iBvzato z prac®.

pH BR pufru Eget 2-AB (MmV) Eget 3-AB (mV) Eget 4-AB (MmV)
2,0 830 915 777
3,0 759 830 698
4,0 725 780 625
5,0 713 702 583
6,0 700 728 578
7,0 690 710 579
8,0 659 683 570
9,0 621 650 543
10,0 590 614 509
11,0 568 574 453
12,0 556 531 407

| (NA) ' ' ' ' ' '
300

200

100 f [

L 1
400 800 1200
Edel (mV)

Obr. 32 Voltamogramy zakladniho elektrolytu (1), 2-AB (3-AB (3) a snési obsahujici 2-AB s 3-AB (4),
kazdy o koncentraci 1.10mol.I™. M&teno metodou DPV na BDDFE v prieti BR pufru o pH,0.
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Obr. 33 Voltamogramy z&kladniho elektrolytu (1), 2-AB (2:AB (3) a smisi obsahujici 2-AB s 4-AB (4),
kazdy o koncentraci 1.10mol.I"". M&teno metodou DPV na BDDFE v priedi BR pufru o pH.2,0.
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Obr. 34 Voltamogramy z&kladniho elektrolytu (1), 3-AB (2:AB (3) a smisi obsahujici 3-AB s 4-AB (4),
kazdy o koncentraci 1.10mol.I™. M&teno metodou DPV na BDDFE v priesti BR pufru o pH.2,0.
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Obr. 35 Kalibrasni zavislosti 2-AB v koncenttaim rozmezi (4 - 10).18 mol.I", vyhodnoceno z vysky piku
2-AB |, 55 pti ménici se koncentraci 2-AB, ng a pi konstantni koncentraci 4-AB;. 5. Méfeno metodou DPV
na BDDFE v prosedi BR pufru o pHL2,0.Cqs: 4.10° (1), 6.10° (2), 8.10° (3), 10 .10° (4) mol.I™.
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2-AB

400
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Obr. 36 Voltamogramy smsi 2-AB a 4-AB ziskané v koncentr@m rozmezi (4 - 10).T0mol.I"* pii menici se
koncentraci 2-ABc, ag @ [ konstantni koncentraci 4-AR; g = 6.10° mol.. M&teno metodou DPV
na BDDFE v progedi BR pufru o pHL2,0. Zakladni elektrolyt (1)c,.as: 4.10° (2), 6.10° (3), 8.10° (4),
10.10° (5) mol.I™.
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Tab. 12 Parametry kalibrmich zavislosti 2-AB v koncenttaim rozmezi (4 - 10).16 mol.I™, vyhodnoceno
z vysSky piku 2-ABl, g pii ménici se koncentraci 2-AB,.ag a i konstantni koncentraci 4-AR,. 5. Méfeno
metodou DPV na BDDFE v prdsti BR pufru o pH.2,0.

Co-ag (MOLI™)  ca.a8 (Mol Smérnice Usek Korelag&ni Lo
(nA.mol%1) (nA) koeficient (mol.I™)
10.10° (1,30+ 0,01).16 3,03 +£0,09 0,9998 2,3.10
8.10° (1,67 + 0,03).16 21,26 £0,17 0,9996 1,8.10
(4 -10). 10 6.10° (1,07 = 0,01).1@ 15,79 £0,05 0,9999 2,8.10
4.10° (1,04 + 0,04).16 6,97 £ 0,26 0,9979 2,9.70

I . (nA)

4-AB

150

100

50

0 1 1 1 1 1 1 1
4x10° 6x10° 8x10° 1x10°

-1
C, s (MOLI™)

Obr. 37 Kalibratni zavislosti 4-AB v koncenttaim rozmezi (4 - 10).28 mol.I", vyhodnoceno z vysky piku
4-AB |4 g pfi ménici se koncentraci 4-ABy ag @ [i konstantni koncentraci 2-AB, ag. Méfeno metodou DPV
na BDDFE v prosedi BR pufru o pHL2,0.c,.5: 4.10° (1), 6.10° (2), 8.10° (3), 10.10° (4) mol.I™.
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Obr. 38 Voltamogramy sisi 2-AB a 4-AB v koncentimim rozmezi (4 - 10).16 mol.* pii ménici se
koncentraci 4-ABc,as a pi konstantni koncentraci 2-AB,.s = 10.10° mol.". M&teno metodou DPV
na BDDFE v progedi BR pufru o pH12,0Zakladni elektrolyt (1)Caas : 4.10° (2), 6.10° (3), 8.10° (4),

10.10° (5) mol.I™,

Tab. 13 Parametry kalibrenich zavislosti 4-AB v koncentraim rozmezi (4 - 10).16 mol.I™", vyhodnoceno
z vysSky piku 4-ABIl4as pii ménici se koncentraci 4-AB,.45 @ [i konstantni koncentraci 2-AB; 5. Méfeno
metodou DPV na BDDFE v prdstdi BR pufru o pHL2,0.

Caag (Mol coag (Mol Smérnice Usek Korelag&ni Lo
(nA.mol 1) (nA) koeficient (mol.I™}
10.10° (1,52 +0,05).10 -2,04 + 3,06 0,9986  1,9.10
8.10° (1,36£0,04).16 8,20+ 2,48 0,9989  2,2.10
(4 - 10). 10° 6.10° (1,80 +0,01).10 -24,63+0,94 0,9999 1,7.10
4.10° (1,20+ 0,01).16 12,13+ 0,71  0,9999 25710
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Obr. 39 Kalibrasni zavislosti 3-AB v koncenttaim rozmezi (4 - 10).18 mol.I", vyhodnoceno z vysky piku
3-AB 545 pii ménici se koncentraci 3-AB; ag @ i konstantni koncentraci 4-AB, ag. Mé&eno metodou DPV
na BDDFE v prosedi BR pufru 0 pHL2,0.Cs.5 : 4.10° (1), 6.10° (2), 8.10° (3), 10 .10° (4) mol.I™

400
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Obr. 40 Voltamogramy sisi 3-AB a 4-AB ziskané v koncentrim rozmezi (4 - 10).I1& mol.I™* pii meénici se
koncentraci 3-ABcs g a @i konstantni koncentraci 4-AB4 g = 8.10° mol.™. M&feno metodou DPV
na BDDFE v prosedi BR pufru o pH 12,0. Zakladni elektrolytgs as : 4.10° (2), 6.10° (3), 8.10° (4),
10.10° (5) mol.I™.
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Tab. 14 Parametry kalibrmich zAvislosti 3-AB ziskané v koncertmém rozmezi (4 - 10).16 mol.I™,
vyhodnoceno z vySky piku 3-AB.sg pii ménici se koncentraci 3-ABs. g @ @i konstantni koncentraci 4-AB
Cs.p5- MéFeno metodou DPV na BDDFE v prisstli BR pufru o pH.2,0.

Ca-ag (MOLI™)  cans (Mol.I™) Smérnice Usek Korelaéni Lo
(nA.mol 1) (nA) koeficient (mol.I™}
10.10° (1,62+0,1).10 -166+0,79 0,9921 1,9.16
8.10° (2,05£0,01).16 -1,45+0,04 0,9999 15.16
(4 - 10). 10° 6.10° (1,97 +0,12).16 -0,66+0,77 0,9948 1,5.16
4.10° (1,74+0,01).16 0,50+0,10 0,9999  1,7.10

I . (nA)

4-AB

4x10° 6x10° 8x10° 1x10°

-1
C, 55 (MOLI™)

Obr. 41 Kalibraini zavislosti 4-AB ziskané v koncentrdm rozmezi (4 - 10).1&mol.I™%, vyhodnoceno z vysky
piku 4-AB l4ag pfi ménici se koncentraci 4-AB,.ag a [ konstantni koncentraci 3-AB;ag. Méfeno metodou
DPV na BDDFE v progedi BR pufru o pHL2,0.Ca.a5 : 4.10° (1), 6.10° (2), 8.10° (3), 10 .10° (4) mol.I™.
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Obr. 42 Voltamogramy sisi 3-AB a 4-AB ziskané v koncentreim rozmezi (4 - 10).I1& mol.I™* pii ménici se
koncentraci 4-ABcs g @ pi konstantni koncentraci 3-ABs g = 10.10° mol.~. Mé&teno metodou DPV
na BDDFE v prosedi BR pufru o pH12,0. Zakladni elektrolyt (1)sas : 4.10° (2), 6.10° (3), 8.10° (4),
10 .10° (5) mol.I™.

Tab. 15 Parametry kalibrmich zAvislosti 4-AB ziskané v koncermém rozmezi (4 - 10).16 mol.I™,
vyhodnoceno z vySky piku 4-AB, g pii ménici se koncentraci 4-AB, ag @ pi konstantni koncentraci 3-AB
Cs.ag- Mé&teno metodou DPV s BDDFE v préstli BR pufru o pHL2,0.

Caag (MOLI™)  cz.a8 (Mol.I™) Smérnice Usek Korela&ni Lo
(nA.mol1) (nA) koeficient (mol.I™)
10.10° (756 +0,15).106 530+0,98 0,9994 3,9.10
8.10° (7,19+ 0,09).16 9,58+0,60 0,9998 4,210
(4 - 10). 10° 6.10° (7,40 £0,12).16 17,49+0,81 0,9996  4,1.10
4.10° (8,95+ 0,22).1G 22,53+ 1,48 0,9991  3,3.10
Shrnuti

Z dosazenych vysledkvyplyva, Ze 2-AB, 3-AB a 4-AB nelze stanovit ve &in
metodou DPV na BDDFE. Je totgwbeno {ilis blizkymi hodnotamE, 2-AB a 3-AB, které
neumoAu;ji jejich stanoveni ve s¢si. Metodou DPV Ize tak ve ssi stanovit pouze 2-AB a
4-AB a také 3-AB a 4-AB, jejichZ potencialy hlavoiloxidaniho pikujsou v roztoku BR
pufr o pH12,0 dostatén¢ vzdaleny a neinterferuji s dalSimi oxédémi piky. Studované latky
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Ize stanovit v koncenteaim fadu 10° mol.I* a metoda je tak pro dané analyty méitliva
nag. v porovnani s metodou HPLC-ED, ktera uiiigz stanoveni vSeclfitlatek ve smisi

v koncentranimtadu 108 mol.r%.

3.3 Spektrometrické stanoveni 2-aminobifenylu, 3-amobifenylu a 4-aminobifenylu

Pri spektrometrickém stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB bylejdiive owfena moznost
spektrometrického stanoveni studovanych latek vedlee. Mieni bylo provadno proti
deionizované vagv kiemenné kyveto tlou§’cel 1 cm. Z Obr. 43 - 45 vyplyva, Ze vinové
délky 4, pi nichz studované latky vykazuji sva lokalni abgofpmaxima, jsou siifflis blizké
(2-AB = 292 nm, 3-AB = 297 nm, 4-AB = 273 nm), daalyty spolu vzajen#interferu;ji
v téchto i dalSich lokalnich maximech, a proto nenclegpektrometrické stanoveni ve&n
mozne.

Kalibraéni zavislosti tak byly progteny pro kazdou latku zvldS P
spektrometrickém stanoveni byla vyhodnocovana aébsee pro vinovou délku lokalniho
absorgniho maxima Anax Pro 2-AB a 3-AB byly ziskany kalibkai zavislosti v
koncentranim rozmezi (1 - 100).I® mol.™* a pro 4-AB v koncenttmim rozmezi
(1 - 1000).10" mol.I™". ZAavislostAnax 2-AB na koncentraci je v logaritmickémgiftku pro
cely LDR na Obr. 46spektrometrické ivky 2-AB zaznamenané v koncertndm rozmezi
(1 - 10).10° mol.I* jsou na Obr. 4% parametry kalibimich zavislosti tohoto analytu pro
jednotlivé koncentréani fady a cely LDR jsou uvedeny v Tab. Ma Obr. 48e logaritmicka
zavislostAmax 3-AB na jeho koncentraci pro cely LDR, spektronog kiivky 3-AB ziskané
v koncentranim rozmezi (1 - 10).T1&mol.I'* jsou na Obr. 49Parametry kalibranich gimek
3-AB pro jednotlivé koncenttai ftady a cely LDR jsou shrnuty v Tab. 1Zavislost Amax
4-AB na koncentraci je pro cely LDR na Obr. Spektrometrické #vky tohoto analytu
zaznamenané v koncentrém rozmezi (1 - 10).10 mol.I™" jsou na Obr. 5la parametry
kalibratnich zavislosti pro jednotlivé koncentr fady a cely LDR 4-AB jsou uvedeny

v Tab. 18.
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Obr. 43 UV/VIS spektrum 2-AB (1), 4-AB (2) a s¥si obsahujici 2-AB s 4-AB (3), kazdy o koncentradi0o™®
mol.I. M&teno metodou molekulové absonp spektrometrie proti deionizované wod kiemenné kyvet

tlou&’ky I 1 cm.

A (AU)

0,6 4

400 500
A (nm)

Obr. 44 UVIVIS spektrum 3-AB (1), 4-AB (2) a stsi obsahujici 3-AB s 4-AB (3), kazdy o koncentradio™®
mol.I. M&teno metodou molekulové absonp spektrometrie proti deionizované vod kiemenné kyvet

tlou&’ky I 1 cm.
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Obr. 45 UV/VIS spektrum 2-AB (1), 3-AB (2) a s¥si obsahuijici 2-AB s 3-AB (3), kazdy o koncentradio™®

mol.I. M&teno metodou molekulové absonp spektrometrie proti deionizované wod kiemenné kyvet

tlou&’ky I 1 cm

A AU)

0,100 ¢

0,010

0,001 L N e
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Obr. 46 Kalibragni zavislosti 2-AB v logaritmickém #fitku pro cely linearni dynamicky rozsah, vyhodnaxen
z vySky absorgniho maximaAn.x pii vinové délcei = 292 nm. Mieno metodou molekulové absonp

spektrometrie proti deionizované vod kiemenné kyvettloug’ky | 1 cm.
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Obr. 47 UVIVIS spektra 2-AB v koncenttaim rozmezi (1 - 10).10 mol.I">. M&eno metodou molekulové

absorgni spektrometrie proti deionizované wod kiemenné kyvettiougky | 1 cm.c: 1.10° (1), 2.10°(2),
4.10° (3), 6.10° (4), 8.10° (5), 10.10° (6) .10° mol.I™%

Tab 16 Parametry kalibich zavislosti 2-AB pro jednotlivé koncentnd fady a cely linearni dynamicky

rozsah, vyhodnoceno z vySky absorino maximaAn.x pfi vinové délcei = 292 nm. Mieno metodou

molekulové absormi spektrometrie proti deionizované wodkiemenné kyvettlous’ky | 1 cm.

Ko:l(;:zer?]ter;énl’ Smérnice Usek Korelaéni (mlcngI‘ )
(mol.I Y (A.U.mol™.]) (A.U.) Koeficient '
(1-10).10° (2,68 £0,03).1d (0,18 + 0,16).17° 0,9998 -
(1 - 10).10° (3,38 +0,20).1d  (-0,07 +0,12).1C 0,9930 4,410
(1-100).10° (2,68 £0,02).15 (0,23 + 0,09).17 0,9997 5,6.10

62



AAU)F

0,1}

0,01 |

1 n n n n P | n n n n P |
10° 1x10° 1x10™
¢ (mol.l ™)

Obr. 48 Kalibragni zavislosti 3-AB v logaritmickém #titku pro cely linearni dynamicky rozsah, vyhodnazen
z vySky absorgniho maximaAn., pfi vinové délcer = 297 nm. Mieno metodou molekulové absonp

spektrometrie proti deionizované vod kiemenné kyvettlous’ky | 1 cm.
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Obr. 49 UV/VIS spektra 3-AB v koncentéaim rozmezi (1 - 10).16 mol.I. M&teno metodou molekulové
absorgni spektrometrie proti deionizované vod kiemenné kyvettlougky | 1 cm.c: 1.10° (1), 2 (2) 10°,
4.10° (3), 6.10° (4), 8.10° (5), 10.10° (6) .10° mol.I™%
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Tab. 17 Parametry kalibrich zavislosti 3-AB pro jednotlivé koncertnafady a cely lineasni dynamicky
rozsah, vyhodnoceno z vySky absoriio maximaAmn.x pii vinové délceh = 297 nm. Mieno metodou

molekulové absokmi spektrometrie proti deionizované vodkiemenné kyvetl tlous’ky | 1 cm.

KOP:zergter;c " Smérnice Usek :zor?-la'cmt Lo (mol.I%
(mol.I) (A.U.mol™.I) (AU) oetieien A
(1-10).10° (2,84 £0,04).15 (0,55 + 0,23).17° 0,9996 -----
(1 - 10).10° (2,91+ 0,11).18 (0,33 £ 0,07).1C¢ 0,9972 4,7.10
(1-100).10° (2,86 0,02).1G (0,40+ 0,09).10? 0,9997 4,8.10
log (A /A.U)[ ' ' .

1 F

0,1t

0,01

1x107 1x10° 1x10° 1x10™
log (¢ / mol.l %)

Obr. 50 Kalibragni zavislosti 4-AB v logaritmickém #titku pro cely linearni dynamicky rozsah, vyhodnazen
z vySky absorgniho maximaA,.x pfi vinové délcer = 272 nm. Mieno metodou molekulové absonp

spektrometrie proti deionizované vod kiemenné kyvettlous’ky | 1 cm.
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Obr. 51 UV/VIS spektra 4-AB ziskané v koncentrdm rozmezi (1 - 10).10 mol.I". M&eno metodou
molekulové absormi spektrometrie proti deionizované vod kiemenné kyvettlougky | 1 cm.c: 1.107 (1),
2.107 (2), 4.10° (3), 6.10" (4), 8.10" (5), 10.10’ (6) mol.I"™.

Tab. 18 Parametry kalibrmich zavislosti 4-AB ziskané pro jednotlivé koncatmi fady a cely linearni
dynamicky rozsah, vyhodnoceno z vySky ab&piipo maximaAn.x pii vinové délcei = 297 nm. Mieno

metodou molekulové absdi spektrometrie proti deionizované ¥odkiemenné kyvettlous’ky | 1 cm.

Kofgzerﬂgifm Smérnice Usek Korelaéni Lo (mol. )
(mol.I ) (A.U.mol™) (A.U.) koeficient —°\
(1- 10).10° (1,91 +0,06).16  (-0,16 £ 0,3).10 0,9977 -
(1 - 10).10° (1,70 £0,08).16 (0,16 + 0,05).10 0,9952 -
(1 - 10).10’ (2,86 +0,04).16 (0,01 +0,01).10 0,9996 5,2.10
(1-1000).10° (1,90 + 0,02).16 (0,03 + 0,09).10 0,9990 7,9.10
Shrnuti

Z dosazenych vysledkvyplyva, Ze 2-AB, 3-AB a 4-AB nelze vzhledem iegryvu
spekter v UV oblasti a blizkym vinovym délkam lbkiéh absorpnich maxim stanovit
spektrometricky ve s#si. Spektrometricky tak lze stanovit pouze analyipuze samostatn

s limity detekce pro 2-AB a 3-AB v koncentrdm fadu 10° mol.I" a 4-AB v koncentrénim
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fadu 10" mol.I". Molekulova absormi spektrometrie je pro analyzu 2-AB, 3-AB, 4-AB
nevyhodna zejména Zidodu, Ze dané latky se velmasto vyskytuji ve vzorku spales a
spektrometrickd analyza takovéto &in by nebyla mozna. Vyhodou spektrometrického
stanoveni studovanych andlytie zejména jeho relativni igsnost a takécasova a

instrumentalni nenaéoost.

4. Zawer

Predkladana diplomova prace se zabyvala vyvojemianapzaci metod pro stanoveni
2-AB, 3-AB a 4-AB v modelovych sésich.

Pfi stanoveni metodami HPLC-ED s BDDFE v u&méni ,,wall-jet* a HPLC-UVD
byla provedena optimalizace paramettanych metod. Pro separaci analyiyla pouZita
kolona LiChroCART ChiraDek (250x 4 mm, 5um, Merck, Nemecko) s kovalentn
vazanym S-cyklodextrinem. Jako optimalni byly stanoveny tytarametry: Mobilni faze
piipravena smisenim octanového pufru o pH 5,0 a kdree 0,01 molt, methanolu a
acetonitrilu v porru 40:30:30 (v/v/v) (pevzato z pracé?), pritokovéa rychlost mobilni faze
Frn 1,0 ml.min?, davkovany objemVi, 20 pl. Pifi méteni metodou HPLC-ED s BDDFE
v uspdadani ,,wall-jet” byl na zakl&hydrodynamickych voltamograima pongru signal
analyfi-Sum stanoven optimalni potencial detelgg: +1,0 V a dale vzdalenost povrchu
elektrody od usti kapilary s mobilni falzi 1,5 mm. B méfeni metodou HPLC-UVD byla
vinova délkal 290 nm (pevzato z prace®). Za chto optimalizovanych podminek byly
promeieny kalibr&ni zavislosti a stanoveny meze detekge Fi stanoveni metodou HPLC-
UVD byly ziskanyLp v koncentranim fadu 10° mol.I* pro 2-AB a 3-AB a 1¢ mol.I"} pro
4-AB. Fxi stanoveni metodou HPLC-ED byly ziskany meze detgko vSechnyfit analyty
v koncentranim adu10® mol.r*

Pfi analyze smssi 2-AB, 3-AB a 4-AB metodou diferéni pulsni voltametrie bylo
zjisténo, Ze vzhledem k blizkym hodnotam potenciglkd E, 2-AB (770 mV) aE, 3-AB
(870 mV) v prostedi BR pufru o pH 2,0 nelze tyto dva analyty danwetodou stanovit ve
smeési vedle sebe. 2-AB lze stanovit ve &ins 4-AB v prosiedi BR pufru o pH 12,0, nebo
hodnotyE, 2-AB (620 mV) aE, 4-AB (480 mV) vykazuji dostataey rozdil pro stanoveni
obou analyi vedle sebe. Také 3-AB a 2-AB lze kazdy stanoviswesi s 4-AB v prosedi
BR pufru o pH 12,0 jelikoz rozdil potenaiahlavnich oxidanich piki AE, 124 mV je

dostatén¢ vysoky. Kalibr&ni zavislosti proto byly progieny alp stanoveny pro sés
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obsahuijici 2-AB a 4-AB a dale pro 8s3-AB a 4-AB. B stanoveni sisi obsahujici 2-AB a
4-AB byly ziskanylLp v koncentranim fadu 10° mol.I™* pro 2-AB a 10’ mol.I™ pro 4-AB.
Lp pro sn&s obsahujici 3-AB a 4-AB byly ziskany v koncettirian fadu 10° mol.I™ pro 3-
AB a 10" mol.I™ pro 4-AB.

Dale bylo zjis¢no, Ze 2-AB, 3-AB a 4-AB nelze stanovit ve &nspektrometricky,
jelikoz spektra v UV oblasti seigkryvaji a vinové délky lokalnich absdémich maximAmax
vSech ti studovanych analfytjsou si ilis blizka (pro 2-AB, 3-AB a 4-AB\ = 292 nm, 297
nm a 273 nm), a proto byly kalilira zavislosti byly pror&eny alp stanoveny pro kazdou
latku zvIas.

V tab. 19 jsou shrnuty hodnoty, dosazené pro cely linearni dynamicky rozséh p
analyzach 2-AB, 3-AB a 4-AB v modelovych vzorciclpasmoci vySe zmimych metod.
NejlepSich vysledk bylo dosazenoipstanoveni metodou HPLC-ED s BDDFE v uspani
»wall-jet”. Tato metoda poskytuje mozZnost standowesech ii latek ve smisi a zarove pri

analyze touto metodou bylo dosaZeno i nejnizSicmotlp.

Tab. 19 Meze detekcel, dosazené pro linearni dynamicky rozsafh gtanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB
v modelovych vzorcich s vyuzitim metod HPLC-ED, HRUVD, DPV a gi ptimém spektrometrickém

stanoveni.
Latka Metoda, stanoveni LDR (mol.IY) Lo (mol.I™)
2-AB HPLC-UVD? (1-100).16° 5,1.10"
2-AB HPLC-ED? (6 - 10000).10 3,8.10°
2-AB DPV’ (4 -10). 10 v rozmezi
(1,8 - 2,5).1¢
2-AB Spektrofotometried =292 nm® (1 - 100).10° 5,6.10°
3-AB HPLC-UVD? (1 - 1000).10 7,3.10°
3-AB HPLC-ED* (6 - 10000).10 4,4.10°
3-AB DPV (4 - 10). 16° v rozmezi
(1,5-1,9).16¢
3-AB Spektrofotometried =297 nm® (1 - 100).10° 4,8.10°
4-AB HPLC-UVD? (2 - 10000).16 8,7.10°
4-AB HPLC-ED? (2 - 10000).16 3,6.10°
4-AB DPV® (4 - 10). 1 v rozmezi
(1,7-2,5).16'
4-AB DPV/ (4 - 10). 16° v rozmezi
(3,9 - 4,2).10
4-AB Spektrofotometried =273 nm® (1 - 1000).10’ 7,9.10°

%trislozkova smis 2-AB, 3-AB a 4-AB
Pdvouslozkova sks 2-AB a 4-AB i menici sec,.ag a konstantnésag v rozmezi
(4 - 10).1¢ mol.I*
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°samostatné stanoveni
ddvousloZzkova sis 3-AB a 4-AB pi ménici secs.ag a konstantné€,ag v rozmezi

(4 - 10).1¢ mol.I*
®dvouslozkova sis 2-AB a 4-AB i ménici secs g @ konstantné,.ag v rozmezi

(4 - 10).16 mol.I*
"dvouslozkova sis 3-AB a 4-AB pi ménici secs-ag a konstantn€z ag v rozmezi

(4 - 10).16 mol.I*
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