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Abstrakt

Citlivé a selektivni metody stanoveni aminoderivatl polycyklickych aromatickych
uhlovodikd, z nichZ nékteré jsou podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny
(International Agency for Research on Cancer, IARC) zafazeny do skupiny 1 — latky
karcinogenni pro Clovéka, nabyvaji na vyznamu, protoZe fada z nich se pouziva
pfi vyrobé Siroce pouzivanych azobarviv.

Tato prace se zabyva moznostmi detekce 2-aminobifenylu (2-AB), 4-aminobifenylu
(4-AB), 1l-aminonaftalenu (1-AN) a 2-aminonaftalenu (2-AN) na nemodifikovanych
uhlikovych sitotiskovych elektroddch (SPCE). Ty byly testovany jako pracovni
elektroda pro ampérometricky detektor pro opakované pouziti v pritokovych metodach
vysokoucinné kapalinové chromatografie sreverzni fazi (RP-HPLC) a pritokové
injek¢ni analyzy (FIA). Stabilita elektrod a dostateCna opakovatelnost odezvy byly
prokézany aZz do 70% obsahu acetonitrilu v mobilni fazi. Metodou FIA bylo dosazeno

It fosfore¢nanového

mezi detekce 4-AB 0,9 pmol-I™" ve vodném prostfedi 0,01mol.
pufru pH 3,0 a 1,0 umol-I™ v prostredi acetonitril:0,01 mol-I™* fosfore¢nanovy pufr pH
3,0 (40:60, V/V). Metodou RP-HPLC se podafilo smés aminobifenyld a aminonaftalend
pfi pouZziti gradientového modu separovat v Case pod 11 minut. Meze detekce
sledovanych latek byly: 2,2 umol-I™ pro 2-AN; 2,1 pmol-I™" pro 1-AN; 3,5 pmol-I™

pro 4-AB a 3,3 pmol-I™ 2-AB.



Abstract

According to International Agency for Research on Cancer (IARC),
some specific isomers of amino derivatives of polycyclic aromatic hydrocarbons
(APAHSs) are classified as carcinogenic to humans (Group 1). Several APAHSs are
employed in the manufacturing of widely-used azodyes, therefore, sensitive
and selective analytical methods for their determinations are still needed.

This study aims at the possibilities of detection of 2-aminobiphenyl (2-AB),
4-aminobiphenyl (4-AB), 1-aminonaphthalene (1-AN) and 2-aminonaphthalene (2-AN)
using bare screen-printed carbon electrodes (SPCE). These were employed as working
electrodes in amperometric detection flow cell for repeated use in liquid flow methods —
reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) and flow injection
analysis. Sufficient stability and repeatability was obtained for mobile phases containing
the maximum of 70% of acetonitrile. Limits of detection for 4-AB given by FIA in the
aqueous solution of 0,01mol.I™
acetonitrile and 0,01mol.I™* phosphate buffer pH 3,0 (40:60) (V/V) were 1,0 mol-I™

and 2,0 mol-I, respectively. Using RP-HPLC in gradient mode, the mixture of

phosphate buffer pH 3,0; or in the solution of

aminobiphenyls and aminonaphthalenes was successfully separated below 11 minutes.
Limits of detection for individual analytes were: 2,2 pmol-I™* for 2-AN; 2,1 umol-I™*
for 1-AN; 3,5 umol-I™* for 4-AB and 3,3 umol-I™* for 2-AB.
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1 Uvod

1.1 Cil prace

Diplomova prace byla vypracovana na Katedfe analytické chemie Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy v Praze v UNESCO laboratofi elektrochemie Zivotniho
prostfedi, kde se provadi vyzkum ekologicky, toxikologicky, farmaceuticky
a biologicky vyznamnych organickych sloucenin stanovitelnych elektrochemickymi
metodami.

V predkladané préaci je navazano na diplomoveé prace Jaroslavy Zavazalove, ktera se
zabyvala  stanovenim  2-aminobifenylu,  4-aminobifenylu,  2-aminonaftalenu
a l-aminonaftalenu vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii s ampérometrickou
detekci (HPLC-AD) na platinovych elektrodach a Lucie Maixnerové, ktera stanovovala
2-aminobifenyl, 3-aminobifenyl a 4-aminobifenyl metodami HPLC-AD a diferencni
pulsni voltametrie, kdy v obou pfipadech slouZila jako pracovni elektroda bdérem
dopovana diamantova filmova elektroda.

Sitotiskové uhlikové elektrody (screen-printed carbon electrode, SPCE) jsou dalSim
typem pracovnich elektrod pouZitelnych jako soucast ampérometrického detektoru
pro Ucely stanoveni aminoderivatd polycyklickych aromatickych uhlovodikl(i (APAH)
v této laboratofi. ProtoZe se jedna o prvni praci zabyvajici se nasazenim tohoto typu
elektrod v prdtokovych metodach vtéto laboratofi, bylo rozhodnuto pouzit
nemodifikované verze téchto elektrod. Bylo pracovano s metodami pritokové injekéni
analyzy (FIA) a vysokoucinné kapalinové chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC).

Cilem prace bylo ziskat zakladni znalosti o chovani SPCE pouZitych
pro ampérometrickou detekci v priitokovych metodach pomoci FIA méfeni a ovérit
moznost opakovaného pouziti jedné elektrody v sérii méfeni v pritoku mobilni faze
s a bez podilu organického modfikatoru s vyuZzitim 4-aminobifenylu jako modeloveho
analytu. Déle byla vyvinuta metoda separace 4-aminonaftalenu, 2-aminonaftalenu,
2-aminobifenylu a 4-aminobifenylu, pomoci RP-HPLC, a testovana stabilita a citlivost
SPCE pfi izokratické a gradientové eluci.

Zajem o stanoveni téchto latek v rliznych matricich pretrvava, jak dokazuje v roce

2010 vydana monografie od Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (International
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Agency for Research on Cancer, IARC)*, kvdli jejich prokazanému nepfiznivému

pdsobeni na zdravi ¢lovéka.
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1.2 Aminoderivaty bifenylu a naftalenu

Aminoderivaty bifenylu a naftalenu patfi do skupiny dusikatych derivatQ
polycyklickych aromatickych uhlovodik(. Jejich vyznam spociva ve dvou hlediscich.
Uplatiiuji se v prdmyslové vyrobé a zaroven jsou nékteré derivaty karcinogenni.

Jako priklady Ize uvést 1-aminonaftalen a 2-aminobifenyl, které maji prmyslové
vyuziti. PouZivaji se jako vychozi latky nebo meziprodukty vyroby azo- a diazobarviv,
antioxidagnich ¢inidel, herbicidf, 16kd, pryskyfic a syntetickych kau€ukd®. Na druhé
strané jejich polohové izomery 2-aminonaftalen a 4-aminobifenyl jsou podle 1ARC
zafazeny do Skupiny 1: latky Kkarcinogenni pro ¢&lovéka'. Komeréni vyroba
téchto izomerd a jejich pouzivani jsou v soucasnosti v fadé zemi zakazany, stejné jako
barviva, ze kterych by se mohly pfipadné uvolfiovat. Presto tyto latky unikaji
do Zivotniho prostfedi a ¢lovék mize byt jejich plsobeni vystaven. Jsou obsaZeny
v cigaretovém koufi*>. 4-aminobifenyl byl nalezen ve vyparech kuchyiiskych jedlych
olejti® nebo jako produkt odbouravéni barviva Direct Black 38 bakterialnimi kulturami’.
2-aminonaftalen vznika spalovanim organickych latek obsahujicich dusik® a dokonce
i vtéle biotransformatnimi reakcemi po expozici 2-nitronaftalenu®. Tyto latky byly
nalezeny jako necistoty pfi vyrob& l-aminonaftalenu a 2-aminobifenylu, nékterych
Iékovych, potravinarskych (napf. Sunset Yellow FCF, které se v potravinach oznacuje

jako E 110) a kosmetickych barviv*®, v barvach na vlasy***? ht31°,

a jinych produktec
ZpUsobuji hlavné rakovinu mocového méchyre, kam jsou po biotransformaci v jatrech
v ramci vylouceni z téla pres ledviny pfenaseny, a kde se tvori aktivni metabolit. Za ten
je povazovan nitreniovy ion, ktery je schopen vytvaret adukty s DNA, RNA i proteiny
(napf. hemoglobinem)®, ktery vznika odstépenim endogenni hydrofilni slougeniny
z konjugatu s xenobiotikem. 4-aminobifenyl i 2-aminonaftalen mohou zplisobovat vznik
reaktivnich forem kysliku (ROS), které jsou pfi¢inou oxidativniho poSkozeni DNA
a mutaci %7,

Nafizeni Evropské komise z roku 2002 zakazuje prodej a pouZivani azobarviv,
ze kterych by se mohly uvolfiovat zakdzané aromatické aminy. Azobarviva, u kterych
by mohlo redukénim Stépenim azo skupiny vznikat detekovatelné mnozstvi
4-aminobifenylu nebo 2-aminonaftalenu, v obou pfipadech 30 ppm, nemohou byt

pouZivana v textilnich a koZenych vyrobcich, které prichdzeji do pfimého a trvalého

12



styku s lidskou kizi nebo Ustni dutinou. 4-aminobifenyl ani jeho soli nesmi byt
obsazeny v jakémkoli kosmetickém pfipravku. V Némecku byla komisi MAK
(The Commission for the Investigation of Health Hazards of Chemical Compounds in
the Work Area) ur¢ena hodnota biologické tolerance (BAT, biological tolerance value)
4-aminobifenylu na 10 ng-I™? (5,9-10™ mol-dm™) vkrvi po jeho uvolnéni
z hemoglobinovych aduktl. Americkym Gfadem FDA byly povoleny nasledujici
koncentrace 4-aminobifenylu ve vyrdbénych barvivech: FD&C Yellow No. 5
(Tartrazin, E102) < 5 ppb, FD&C Yellow No. 6 (Sunset Yellow FCF, E 110) < 15 ppb
a D&C Red No. 33 (Azofuchsin) < 275 ppb. Pro vyskyt 2-aminonaftalenu nejsou

4dnou z téchto organizaci limity stanoveny’.
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1.3 Vybrané chemickeé a fyzikalni vlastnosti studovanych latek

1-aminonaftalen
CioHgN

M, = 143,19

pK, = 3,92 (25°C)
log Kow = 2,25
2-aminonaftalen
CioHgN

M, = 143,19

pKa, = 4,16 (25°C)
log Kow = 2,28
2-aminobifenyl
Ci2HuN

M, = 169,23

pK, = 3,83 (25 °C)
log Kow = 2,84
4-aminobifenyl
Cio2HuN

M, = 169,23

pK, = 4,35 (18 °C)
log Kow = 2,76

NH,

NH,

g

NH,

$;

14



1.4 Metody stanoveni aminoderivati bifenylu a naftalenu

Matrice, ve kterych se aminoderivaty polycyklickych aromatickych uhlovodikii
mohou nachazet, maji plynne, kapalné i pevné skupenstvi — nap¥. vzduch, voda, moc,
potravinarska barviva, barvy na vlasy, textilie. Pfed vlastnim stanovenim je potfeba
analyty od matrice oddélit. To je nejcastéji provadéno vicekrokovou extrakci vetné
extrakce na pevné fazi (solid phase extraction, SPE) s reverzni fazi nebo iontové-paroveé
extrakce, v nékterych studiich i pomoci klasicke extrakce kapalina-kapalina (LLE,

1218 heho chloroformem?®.

liquid - liquid extraction) n-hexanem

Stanovované latky se Casto vyskytuji ve smésich, proto jsou separovany pomoci
plynové (GC) nebo vysokolcinné kapalinové chromatografie. V pfipadé GC je
nezbytné aminobifenyly a aminonaftaleny pfed vlastnim stanovenim derivatizovat.
Z detekénich technik ve spojeni s GC prevlada hmotnostni spektrometrie (MS).
U HPLC se uplatfiuji MS, UV, fluorescenni a ampérometricka detekce.
UV i ampérometrickd detekce jsou nedestruktivni metody. Jedna vyuziva absorpce
ultrafialové Casti spektra systémem konjugovanych dvojnych vazeb na aromatickém
jadru, druha se uplatiuje diky elektrochemicky aktivni amino skupiné navazané
na aromatickém jadru, kterou je mozné oxidovat.

Z dostupnych studii vyplyva, Ze spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii nebo
ampérometrickou detekci je ohledné mezi stanovitelnosti jednotlivych analytd
ve vzorcich vody srovnatelné. S obéma lze dané sloueniny stanovit na Grovni 107

mol-dm™ (cit. **%

). Fluorescencni detekce se vedle MS ukézala byt velmi citlivou
technikou pro stanoveni téchto latek ve vzduchu, kdy bylo dosazeno meze detekce
fadové 107*° mol-dm™ (cit. %), respektive 107" mol-dm™ (cit. %). V tab. 1 je uveden
prehled praci souvisejicich se stanovenim aminobifenyl(i a aminonaftalend, jsou udany

meze detekce, metody stanoveni a typy matric. Studie jsou fazeny podle techniky

v v
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uvedeny matrice, metoda stanoveni s typem detekce, analyt a mez detekce (Lp).

Tab. 1 Prehled metod pouZivanych ke stanoveni aminonaftalent a aminobifenyld. Jsou

matrice metoda analyt Lo (mol-dm™) citace

vzduch HPLC-FD 4-AB 1,1-107° 21

voda LC-ESI-MS 4-AB 1,1-10™ 19
2-AN 1,4-107™1

voda, barviva MHPLC-ED 2-AN 8,9-107 20

barvy navlasy HPLC-ESI- 2-AB 1,2:107 12

MS/MS 4-AB 1,7-10°

- HPLC-ED 4-AB 1,8-107° 23
2-AB 1,8-107°

potravinafské HPLC-ED 2-AB 3,4-107° 24

barvivo 4-AB 4,3-107°

voda HPLC-ED 2-AB 3,4-107° 25
4-AB 1,1-10°®

barviva HPLC-UV 4-AB 5,9-107° 26
2-AN 2,5-10°°

voda HPLC-ED 2-AN 8,8-107° 27
1-AN 1,3-10°°

- HPLC-ED 2-AN 7,8:107° 28
1-AN 1,1-107

- HPLC-UV 2-AN 2,8:107 29
1-AN 2,8-1077

vzduch GC-MS/MS 4-AB 5,9-107" 22
1-AN 7,0.107

voda GC-ECD 2-AB 2,6-107 30
4-AB 6,9-107
2-AN 7,3-107%

barvy na vlasy, GC-MS/MS 2-AN 2,8-107% 11

henna 1-AN 2,8-107%°
4-AB 5,9-107

mo¢ GC-MS 4-AB 3,0.107% 18
2-AN 5,2-107
1-AN 1,0-107°

textilie GC-MS 1-AN 8,4-107° 31
2-AN 9,1-10°°

voda MEEKC 4-AB 1,5-107° 32

16



1.5 Sitotiskové uhlikové elektrody

Sitotiskové uhlikové elektrody se vyrabéji ve formé malych prouzkd, obvykle 20 az
61 mm dlouhych, Sirokych do 15 mm s vySkou podlozky neprekracujici 1 mm. Jejich
komercni vyrobou, kterd je dnes béZznd, se zabyvad nékolik firem po celém svété,
napfiklad: Pine Instrument Company (Grove City, Pennsylvanie, USA;
http://www.pineinst.com/echem), BI Technologies Corporation (Fullerton, Kalifornie,
USA; http://www.bitechnologies.com), Dropsens, (Llanere (Asturias), Spanélsko;
http://www.dropsens.com),  Kanichi  Research  (Manchester, Velkd Briténie;
http://www.kanichi-research.com), BVT Technologies (Brno, Ceska republika;
http://www.bvt.cz), Gwent Electronic Materials (Pontypool, Velkd Britanie;
http://www.gwent.org),  Uniscan  Instruments  (Buxton, Velkd  Britanie;
http://www.uniscan.com/),  Ecobioservices &  Research  (Firenze, Itélie;
http://www.ebsr.it), ALS Co. (Tokyo, Japonsko; http://www.als-japan.com), Zensor
R&D (Dali City, Taiwan; http://www.zensor.com.tw). Lze je pomoci vlastniho pfistroje
pfipravovat i v laboratofi. SPCE se liSi nejCastéji usporadanim a tvarem natisténé
pracovni, pomocné a referentni elektrody (napf. kruhovy, obdélnikovy), sloZenim
inkoustd a materidlem podlozky. Méreni v této praci byla provadéna na elektrodach,

které jsou ukazany na obr. 1

Obr. 1 Trielektrodové usporadani sitotiskové elektrody na keramické podloZce.
Grafitova pracovni (1), grafitova pomocna (2) a argentchloridova pseudoreferentni
elektroda (3), stfibrné elektrické kontakty elektrod (4). Vyrobce Dropsens (Llanere,
Spanélsko).
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Inkousty jsou sloZzeny z rliznych pomérli grafitového prasku a organického pojiva
rozpusténého v organickém rozpoustédle a tisknou se na sklenéné, plastove (PVC,

%334 nebo keramické® podlozky.

polyester)

S elektrodami je moZné provadét vsaddkova méfeni v béznych voltametrickych
celach nebo mohou byt zafazeny jako méfici jednotky ampérometrickych detektord
v upravenych celach pro priitokova méreni (FIA, HPLC)*. Ty jsou v souasnosti
dostupné také od nékolika vyrobcll, napriklad: Dropsens, Ecobioservices & Research,
Zensor R&D, BVT Technologies, nebo Uniscan Instruments. Priitokova cela pouzivana

v této praci byla navrZzena podle prototypu od firmy Dropsens a je zobrazena na obr. 2.

Obr. 2 Priitokova detekéni cela pro sitotiskové uhlikové elektrody vyrobena ze silonu.
(1) umisténi elektrody, (2) zakladna cely, (3) sklopitelné viko, (4) magnetické svorky,
(5) pfitok a odtok mobilni faze.

Vyhody tisténych uhlikovych elektrod jsou dany jejich malymi rozméry, vyrobni
cenou, snadnou a rychlou pfedipravou a znacnou rozmanitosti modifikaci. Rozmeéry
elektrodove podlozky umoZznuji jejich vyuZiti v pfenosnych zafizenich pro méfeni
in situ. Mala plocha pracovni elektrody zajiStuje malou spotfebu vzorku. Pokud je
vzorek nanesen pfimo na povrch elektrody, staci pro provedeni analyzy mnoZzstvi 10 ul
(cit. *). Sitotiskové uhlikové elektrody jsou povaZovany prevazné za jednorazova
zafizeni, tj. po provedeni jedné analyzy se vyhodi. Takovéto zachazeni dovoluje nizka
vyrobni cena. Jednorazovym pouZitim se vyfeSi problémy se zanaSenim
elektroaktivnich mist na povrchu elektrody produkty redoxnich procesd a nechténa

adsorpce. Tyto problémy se Casto vyskytuji pfi pouzivani tuhych elektrodovych
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materialll (napr.: kovy, amalgam, kompozitni materialy)****. Pasivaci elektrodového
povrchu u pevnych elektrod mdze zabranit jejich pfediprava. Z nékterych provedenych
studii vyplyva, Ze u sitotiskovych elektrod neni nutné preddpravu pfed mérenim
provadét, a presto je dosazeno spolehlivych vysledkd®***°#4** Tento ¢asové nenaroény
krok mél vSak v jinych pfipadech své opodstatnéni. Pomoci jednoduché predupravy
bylo dosaZzeno vyznamné vyhody pfi stanoveni polohovych izomer(i aminofenolu nebo
hydrochinonu a katecholu, aniz by musela byt provedena jejich predb&zna separace®®*’.
Jednim z krokl je aktivace, kterou se ovliviiuji elektrochemické vlastnosti
elektrodového povrchu®3. Aktivaci je mozné provést cyklickou voltametrii v oblasti
kladnych potencialll, po némz nasleduje vloZeni kladného potencialu, ktery se nachazi
mimo potenciadlové okno elektrody. Doba, po kterou je potencial na elektrodu vloZen, se
v rliznych studiich 1isi od 180 do 900 sekund®**%. Tento postup lze zjednodusit
na pouhou preanodizaci elektrody vloZenim kladného potencialu®®®. Preanodizaci je
mozné dosahnout narlistu odezvy analytu. Jeji UCinek spoCiva ve zménach, které
probéhnou ve struktufe povrchu elektrody, kde mimo jiné dochazi k tvorbé
karbonylovych a hydroxylovych skupin a zméné orientace grafitovych Eastic®.
Wang a Su ve své studii popisuji utvoreni jak velkych pérd, tak i sité dutinek
s hanometrovymi rozméry a utvofeni nékolika vrstev povrchu®. Tyto struktury
prispivaji ke zvétSeni elektrodového povrchu. Také se ukazuje, Ze preanodizovany
povrch ma elektrokatalytické Ucinky a vede ke snadnéjsi oxidaci sledovanych latek, coz
je dokazano posunem potencialu k méné kladnym hodnotam oproti elektrodam, kde tato
predUprava neprobéhla®® ',

Sitotiskové uhlikové elektrody lze snadno modifikovat velkym poétem rdznych
latek. Modifikace se provadi z diivod(l zvyseni selektivity a citlivosti ke stanovovanym
latkdm. Nejbéznéjsi zplsoby zahrnuji pokryti povrchu elektrody tenkou vrstvou
kovového filmu, roztokem enzymu nebo DNA a imobilizaci antigen(i nebo protilatek.
U modifikovanych elektrod rozlisujeme i zplsob navazani modifikatoru. Vsechny
zminéné modifikace jsou prehledné shrnuty v téchto &lancich®®. Dal$i moznosti je
primichani modifikatoru primo ke slozkam inkoustu pracovni elektrody™",

Pfi pouziti SPCE u pritokovych metod je potieba vénovat pozornost obsahu
organické slozky mobilni faze, ktery miZe zodpovidat za rozpousténi izolacnich

33,39

inkoustd nebo snizeni meze detekce a citlivosti metody>=. U vsadkovych metod
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ovliviiuje obsah organické slozky akumulaci analytu na povrch elektrody z roztoku
pufru. Plvodné mély sitotiskové uhlikové elektrody slouzit jako jednorazové senzory,
ale ukazalo se, Ze za urgitych podminek mohou byt pouZity i opakovang®®. V takovém
pfipadé je jejich povrch obnovovéan elektrochemickym €isténim. Zanoni a kol. pouZzivali
postup, kdy ponofili elektrodu mezi jednotlivymi méfenimi do roztoku KCI
o koncentraci 0,1 mol.dm™ a vloZili na ni potencial +1,2 Vpo dobu 30 s.
PFi voltametrickém stanoveni aurothiomalatu dosahli pfi péti opakovanych méfenich
na jedné elektrodé hodnoty relativni smeérodatné odchylky (RSD) 4,5%
pro opakovatelnost vySky odezvy. Pfi vyhodnoceni reprodukovatelnosti Cinila relativni
smérodatna odchylka 5,9% pro tfi rlizné elektrody®. Stanoveni prokainu metodou FIA
poskytlo relativni smérodatnou odchylku 3,2% pro patnact opakovanych méfeni
na jedné elektrod&®.

1.6 Pouziti nemodifikovanych sitotiskovych  uhlikovych
elektrod pfri stanoveni organickych sloucenin

Nemodifikované sitotiskové uhlikové elektrody byly vyuZivany pfi studiich

16&iv®*,  Kklinickych  stanovenich®“®

33,45-47,53,54

,  Stanovenich  ekologicky  vyznamnych
slougenin a slougenin z oblasti potravinafského®* a kosmetického préimyslu®.
Vycet studovanych latek je podan vtab. 2 spolu s postupem predlupravy SPCE,
pouZitymi  elektroanalytickymi  metodami, podminkami stanoveni, linearnim
dynamickym rozsahem (LDR) a mezi detekce (Lp). SPCE byly testovany pro stanoveni
procainu® a cysteinu & tyrosinu** v Ié¢ivech a aurothiomalatu ve vzorcich lidské
mo¢i®*. Byly vyuZity pro neenzymatické, selektivni stanoveni kreatininu v krvi®.
S jejich pomoci byly stanovovany linkomycin®’ a vitamin B, (cit. **) v krmivech,

rdznych potravinach a potravinovych dopliicich. Jsou vyuzitelné i jako citlivé senzory

vvvvvv

46
I

jsou aminofenoly®’, hydrochinon a katechol* a 2,6-dinitrotoluen®.

Ztab. 2 vyplyva, Ze linearni dynamickeé rozsahy danych metod se pohybuji

.....

linkomycinu metodou HPLC sampérometrickou detekci. Ve vSech pfipadech byly

zaznamenany  meze  detekce na  Grovni  mikromolarnich  koncentraci
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v téchto studiic

v v

h37'46'47'53.
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Tab. 2 PouZiti nemodifikovanych sitotiskovych uhlikovych elektrod pfi stanoveni organickych sloucenin

analyt pfediprava SPCE  elektroanalyticka metoda, usporadani, LDR Lo cit.
podminky [umol-17] [umol-17]
Analyza IéCiv a klinické analyzy
aurothiomalat - LS-AdSV (anodicka), t,.c = 60 s, 1,43 - 155 0,65 35
Eacc=—-1.5V, 0,1mol-I"* KCI (pH 1,0)
procain FIA/AD, 0,1 mol-I™* octan sodny 9,0-100,0 6 36
pH 6,0
cystein - Ampérometrie v michaném roztoku, 10 - 200 - 44
tyrosin 0,1mol-I™* fosfore¢nanovy pufr pH 7,0 10— 300
Kreatinin +2,0 V po dobu SWV, Egee= +1,8 V, t3ec= 50 s, 360 — 3700 8,6 48
400 s ve fosfore¢nanovy pufr pH 6,7
fosforeCnanovém
pufru pH 6,7
Analyza potravin
linkomycin CVvO0,1mol-I"  HPLC/AD, acetonitril/methanol/ 0,05 - 1000 0,08 37
fosfatovém pufru  0,1mol-I* fosfore¢nanovy pufr pH 6,0
pH 7,0; +2,0V po (5:20:75)
dobu 180 s
vitamin B2 - DPV, octano-fosfore¢nanovy/KCl pufr 2,66 — 61,1 2,39 34
pH 6,0
Environmentalni analyzy
chlorofyl a - LS-AdSV, ex-situ akumulace 0,4-2,24 0,014 53

v 0,1mol-I™* fosforeénanovém pufru pH

7,0; 1% aceton, tyc = 60 s pfi otevieném

proudovém obvodu, LSV v 0,1mol-I™
fosfore¢nanovém pufru pH 7,0



analyt prfeduprava SPCE  elektroanalyticka metoda, usporadani,  LDR Lp cit.
podminky [umol-17] [umol-17]
2-aminofenol CVvO0,1mol-I™ NPV, 0,1mol-I™* fosfore¢nanovy pufr 0,2 — 100 0,07 47
3-aminofenol fosforeCnanovém  pH 7,0 3,0 -200 0,16
4-aminofenol pufru pH 7,0 0,2 -200 0,05
hydrochinon +2,0 V po dobu SW-AdSV (anodickd), t,.c = 180 s, 0,1-50 0,05 46
katechol 900 s v 0,1mol-I"  Ege=-0,3V; 0,1 mol-I™* 0,1-70 0,05
fosforeCnanovem  fosforecnanovy pufr pH 6,0
pufru pH 7,0
2,6-dinitrotoluen - LS-AdSV (anodicka), 0,88 — 752 0,88 45
tace = 30 S, Eaee = —1,1 V, 50mmol-1™
fosforeCnanovy pufr pH 1,8
Ostatni
kyselina CVvO0,Imol-I"  HPLC/AD, acetonitril/ 0,075mol-I"* 2,2 -220 0,46 38
thioglykolova fosforeCnanovém  fosfore¢nanovy pufr pH 3,0 (5:95)
pufru pH 7,0; +2,0 s 10 mmol-1™* SHS
V po dobu 240 s
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Reagencie

Byly pouzity tyto chemikélie: 2-aminobifenyl (97%, Sigma Aldrich),
4-aminobifenyl (97%, Sigma Aldrich), 1-aminonaftalen (98%, Sigma Aldrich),
2-aminonaftalen (95%, Sigma Aldrich), acetonitril (LiChrosolv® HPLC grade, Merck,
Némecko), dodekahydrat dihydrogenfosforenanu sodného (Lachema, Brno, Ceska
republika), kyselina fosfore¢na (85%, Cistota p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska
republika), hexakyanoZeleznatan draselny (Lachema, Brno, Ceska republika),

deionizovana voda (Milipore Q-plus System, Milipore, USA).

2.2 Aparatura

Kapalinovy chromatograf tvorfily tyto soucasti: Gradientova pumpa L-7100,
autosampler L-7200, spektrometricky UV/VIS detektor L-7400, Fidici jednotka D-7000
(vie Merck-Hitachi, Némecko), potenciostat ADLC2 (Laboratorni pfistroje, Ceska
republika), kolona LiChroCART® Purosphere STAR RP-18e, 125x4 mm, 5um (Merck,
Némecko). Pres fidici jednotku byl chromatograf propojen s osobnim pocitatem a byl
ovladan programem HSM (Merck-Hitachi, Némecko) pracujicim v operanim systému
MS Windows NT. Odvzdusnéni mobilni faze bylo provadéno ultrazvukovou lazni
pristrojem PSO 2000A Ultrasonic Power Cleaner (Powersonic, USA) a heliem 5,0
(Linde gas, Ceska republika). Hodnota pH fosfore¢nanového pufru byla stanovovana
na pH metru (Jenway, Velka Britanie)

Ampérometricky detektor se skladal z prototypu pritokové detekéni cely ukazané
na obr. 2 vyrobené ze silonu podle originalu od firmy Dropsens a sitotiskové uhlikové
elektrody vyrobené firmou Dropsens (Llanere (Asturias), Spanélsko). Sitotiskova
elektroda byla tvorena uhlikovou pracovni elektrodou, uhlikovou pomocnou elektrodou
a pseudoreferentni argentchloridovou elektrodou viz obr. 1.



2.3 Pouzité vzorce

retencni pomer k:
k = (tr' tM) / tr

t; — retencéni ¢as

tm — mrtvy Cas

separacni faktor
a= kg/ kl

o — separacni faktor

kz, ky — retenéni poméry

rozliseni pikd R:
R=2- (tr,2 - tr,l) / (W1 + Wz)

t 1, tr2 — retencni ¢asy analyt(l

Wi, W2

stupen disociace
a=1-10P =P /1 + 1.70PK P

o — stupen disociace
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2.4 Pracovni postupy
2.4.1 Aktivace elektrody

Kazda pouzita sitotiskova uhlikova elektroda byla pred prvnim méfrenim aktivovana
ponofenim do roztoku 0,05mol-I™* fosfore¢nanového pufru o pH 7,0.

Na elektrodu byl vloZen kladny potencial +1,2 V po dobu 120 sekund. Tento postup
byl prevzat zcit.®™. Reverzibilita procesi probihajicich na elektrodé a schopnost
elektrody poskytovat odezvu byla po kazde aktivaci zkouSena cyklickou voltametrii

v 0,001mol 1™ K4[Fe(CN)¢] v roztoku 1mol-1™* KCI.

2.4.2 Separace smesi

Zasobni  roztoky  l-aminonaftalenu,  2-aminonaftalenu,  2-aminobifenylu
a 4-aminobifenylu o koncentracich 1-10° mol-I™* a objemu 100 ml byly pfipraveny
pfesnym navaZenim prislusného mnoZstvi stanovovanych latek a rozpusténim
v acetonitrilu. Redénim téchto zasobnich roztok(i byly ziskavany roztoky o nizsich
koncentracich. Separace stanovovanych latek byla provadéna na netermostatované
koloné LiChroCART® Purosphere STAR RP-18e, 125x4 mm, 5um. Mrtvy Cas kolony
byl urCen experimentdlné pomoci vodného roztoku Ky[Fe(CN)s] o koncentraci
1-107* mol-I"* a mél hodnotu 0,9 min. Hodnota vinové délky UV detekce byla nastavena
na 290 nm (cit. °®). Na kolonu bylo davkovéano 20 pl vzorku®’, v némz méla kazdé latka
koncentraci 1.10* mol-I", pokud neni uvedeno jinak. Michani acetonitrilu
a fosforeCnanového pufru pro mobilni fazi probihalo pomoci pumpy. FosforeCnanovy
pufr o koncentraci 0,01 mol-I™" byl pfipraven odvéZenim pfislu$ného mnoZstvi
NaH,PO,4-12H,0 a rozpusténim v deionizované vodé. Hodnota pH fosforeCnanového
pufru byla upravovana pomoci HsPO,. Priitok mobilni faze byl nastaven na 1 ml-min™.

Tato hodnota byla prevzata z diplomové prace Lucie Maixnerové®'.

2.4.3 Zpracovani experimentalnich dat

Ke zpracovani grafl a vypoctl uvedenych v této praci byly pouzity programy
OriginPro 8 (OriginLab Corporation, USA) a Microsoft Excel 2003 (Microsoft
Corporation, USA). Chybove UseCky vyjadfujici interval spolehlivosti byly vypocteny

26



jako soucin smérodatné odchylky sedmi po sobé jdoucich méfeni a pfislusného
tabelovaného koeficientu intervalu spolehlivosti pro dany poCet méfeni (a = 0,05).
z prislusnych FIA zaznam( nebo chromatogram( a odhad meze stanovitelnosti jako 3,3
nasobek odhadu meze detekce. Takto odhadnuté hodnoty byly porovnavany s mezi
detekce (Lp) a mezi stanovitelnosti (Lg) stanovenymi jako koncentrace analytli
odpovidajici podilu trojnasobku a desetindsobku absolutni hodnoty proudu Sumu (lg)
a smérnice kalibracni pfimky (b): Lp = 3ls/ b a Lg = 10 Iz / b. Hodnota proudu Sumu
pro FIA byla pfi detekénim potencialu +0,9 V 6,0 nA, u HPLC Ccinila pfi stejném
potencialu 7,4 nA. Opakovatelnost vysky proudu piku, retenénich ¢asl a rozliseni pikd

v rezimu gradientové eluce byly spocteny ze Ctyr naslednych méreni na jedné elektrode.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Stanoveni 4-aminobifenylu na tisténych uhlikovych
elektrodach v pritokové injekéni analyze

3.1.1 Vlastnosti SPCE v pritoku a optimalizace podminek
pro stanoveni 4-aminobifenylu

Metoda pritokové injekéni analyzy slouzila k ziskani zéakladnich poznatki
o chovani sitotiskové uhlikové elektrody v priitoku kapaliny. Za modelovou latku byl
vybran 4-aminobifenyl. Ve vodné mobilni fazi tvorené 0,01mol-I"* fosfore¢nanovym
pufrem byly zjistovany velikost proudu piku 4-aminobifenylu, velikost proudu pozadi
a proudu Sumu v zavislosti na vlozeném detekénim potencialu v rozsahu od +0,8 V
do +1,2 V. Nejvyssi odezva byla pro 4-aminobifenyl namérena pfi potencialu +1,0 V,
jak je patrné zobr. 3. Hodnoty proudu pozadi a proudu Sumu se s rostoucim
potencialem zvySovaly.

Ze ziskanych dat byla spocitana hodnota podilu proudu piku a proudu Sumu. Tato
hodnota je podstatna z hlediska pfedpokladané dosazitelné meze stanovitelnosti a meze
detekce. Zavislost poméru proudu piku a proudu Sumu na detekénim potencialu ukazuje
obr. 4. Ciselna hodnota tohoto poméru klesala pfi potencialech vyssich nez +0,9 V;
tento potencial byl pouzivan i v dalSich experimentech. Pfi tomto potencialu mél proud

Sumu hodnotu 6,0 nA.
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Obr. 3 Zavislost proudu piku (l,) 4-AB (e) 0 ¢ = 100 umol-I™* a proudu pozadi (Ipoz) (0)
na detekcnim potencialu (Eqer) vVlozeném na pracovni elektrodu. Mobilni faze tvorena
fosforegnanovym pufrem, ¢ = 0,01 mol-I*, pH = 3,0. Méfeno technikou FIA
s ampérometrickou detekci na SPCE, davkovano 20 pl, pritokova rychlost

1,0 ml-min~.
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Obr. 4 Zavislost poméru proudu piku a proudu Sumu (ly/l5; @) 4-AB o ¢ = 100 pmol.-I™
a samotného proudu Sumu (ls ©) na detekénim potencidlu (Ege) vioZeném na pracovni

elektrodu. Podminky stejne jako na obr. 3.
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Pro elektrochemickou detekci je nezbytné, aby mobilni faze byla dostatecné vodiva,
coz je zajisténo vodnym roztokem fosforeCnanového pufru. Vzhledem k uvazované
separaci smési aminonaftalen(i a aminobifenyl(i na reverzni fazi musela byt mobilni faze
modifikovana pfidavkem organické slozky, v tomto pfipadé acetonitrilem, aby do$lo
k eluci analytll v prijatelném Case. Zaroveil musel byt bran ohled na skutecnost, Ze
organicka slozka sniZuje vodivost a tim ovliviuje velikost odezvy analytu.

Plvodni  prGtokovd cela od  firmy  Dropsens byla  vyrobena
z polymethylmethakrylatu, ktery je vzhledem ke své rozpustnosti v organickych
rozpoustédlech nevhodny pro mobilni faze svysokym pfidavkem organického
modifikatoru. Novy prototyp byl proto vyroben z materialu odolnéjsiho vGci pomérné
vysokému obsahu acetonitrilu, ze silonu.

PFi vyrobnich postupech pracovni elektrody sitotiskovych elektrod je pouzivano
k vytvoreni inkoustu z grafitového prasku organické pojivo rozpusténé v organickém
rozpoustédle. Acetonitril v mobilni fazi by mohl pojivo rozpoustét a tim omezovat pocet
meéreni provedenych na elektrodé nebo by mohl mit vliv na pracovni charakteristiky
elektrody. Z vyse uvedenych dlivodl byl sledovan vliv obsahu acetonitrilu v mobilni
fazi vrozmezi od 20 do 90 objemovych procent na velikost odezvy a stabilitu
sitotiskovych elektrod. Z obr. 5 je vidét, Ze sitotiskova uhlikova elektroda vykazuje
pomérné konstantni odezvu pro sedm naslednych méfeni pfi obsahu acetonitrilu od 20
do 70 objemovych procent v mobilni fazi. Pfi vysSim zastoupeni je odezva vyrazné
niZ8i. Opakované zdznamy FIA méreni, pfi kterych nedochéazelo k statisticky vyznamné
zméné odezvy, prokazaly, Ze na sitotiskové uhlikové elektrodé nedochazi za danych
pracovnich podminek k pasivaci elektrody. Pasivace elektrody v ddsledku tvorby
polymernich filmd byla popsana pfi stanoveni 2-aminobifenylu, 3-aminobifenylu

25,58

a 4-aminobifenylu nebo anilinu® na bérem dopovanych diamantovych elektrodéch.
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Obr. 5 Zavislost vysky piku (l,) 4-aminobifenylu (c = 100 pmol-1™) na obsahu
acetonitrilu v mobilni fazi. Méreno technikou FIA s ampérometrickou detekci na SPCE
pfi Eget = +0,9 V. Pritokova rychlost mobilni faze 1 ml-min~. Vodna slozka pufru
tvorena 0,01mol-17* fosforeénanovym pufrem pH 3,0. Davkovéno 20 pl. Chybové

usecky sestrojeny proa =0,05 (n=7).

Z obr. 5 také vyplyva, Ze opakovatelnost méfeni na elektrodé neni zavisla na obsahu
acetonitrilu. V pfipadé 30% a 60% zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi se hodnota
relativni smérodatné odchylky ze sedmi po sobé jdoucich méreni pohybuje do 10 %,
v ostatnich pripadech je nizsi nez 5 %. To svéd¢i o rozdilné kvalité jednotlivych kusd
sitotiskovych uhlikovych elektrod. Veliké rozdily byly pozorovany v poltu méreni
proveditelnych na jedné elektrodé. Zde nebyl nalezen Zadny vliv obsahu acetonitrilu.
Spolecné pro vSechny elektrody pouZzité pro tento experiment bylo, Ze vydrzely nejméné
sedm po sobé jdoucich méfeni s prijatelnou opakovatelnosti. Nejvyssi zaznamenany
pocCet méfeni na jedné elektrodé s vysokou opakovatelnosti (RSD niZsi nez 5%) byl 26
a byl ziskan v mobilni fazi s 20% a 70% obsahem acetonitrilu. NejdelSi dobu vydrZela
elektroda, na které bylo provedeno 116 méreni. Metodou FIA bylo mozne proveést 31
méreni za hodinu.

Aby bylo zjisténo, zda je vySka piku ovlivnéna proudem pozadi, byla sledovana
rychlost ustéleni proudu pozadi po vloZeni detek¢niho potencialu + 0,9 V. Ten zpocatku

s Casem velmi rychle klesal. Po vlozZeni detekéniho potencialu na elektrodu dosahoval
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hodnoty 75 pA, v paté minuté 1,0 pA a v desaté minuté mél hodnotu 626 nA. Po 120
minutach se jeho hodnota pohybovala okolo 230 nA. Cely pribéh je vidét na obr. 6.
Deset minut po vloZeni potencialu na elektrodu bylo mozné provést méfeni, aniz by

proud pozadi ovliviioval velikost odezvy 4-aminobifenylu.
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Obr. 6 Vyvoj velikosti proudu pozadi (I0;) v zavislosti na Case. Méfeno technikou FIA
s ampérometrickou detekci na SPCE pfi Ege = +0,9 V. Pritokova rychlost mobilni faze

(0,01mol-I™* fosforegnanovy pufr pH 3,0) 1 ml-min™.

3.1.2 Kalibracni zavislosti 4-aminobifenylu

Zéznamy FIA z méfeni kalibracnich zavislosti 4-aminobifenylu ukazuji obr. 7
a obr. 8. V pripadé méreni predstavenem na obr. 7 byl jako mobilni faze pouzit
0,01mol-I™* fosforeénanovy pufr pH 3,0. Kalibraéni zavislost byla méfena v rozsahu
1,0 pmol-It. Mez detekce a mez stanovitelnosti vypo&tené z regresni rovnice
po dosazeni trojnasobku, pfipadné desetindsobku proudu Sumu, jehoZ hodnota byla
6 nA, byla rovna 0,9 pmol-I™, a 2,8 umol-I™. Kalibra&ni zavislost byla linearni v celém
rozsahu méfenych koncentraci. Méfeni zobrazené na obr. 8 bylo provadéno s mobilni
fazi ve sloZeni acetonitril a 0,01mol-I™* fosfore&nanovy pufr pH 3,0 v poméru 40:60
objemovych procent; tato mobilni faze byla pozdéji pouzita pro izokratickou eluci smési

aminonaftalen a aminobifenyl(l v HPLC. Kalibraéni zavislost byla méfena v rozsahu

e
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2,0 pmol-I™. Vypo&tem z regresni rovnice kalibraéni pfimky byla zjisténa mez detekce

1,0 pumol-I" a mez stanovitelnosti 3,3 umol-I™. Kalibratni zavislost byla linearni

v celém méfeném rozsahu. Charakteristika kalibracnich pfimek je shrnuta v tab. 3.
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Obr. 7 Zaznamy FIA z méreni kalibracni zavislosti 4-aminobifenylu. Koncentrace
4-AB: 100 pmol-1 (1), 50 pmol-I™* (2), 10 umol-I™* (3), 5 umol-I™* (4), 1 umol-I™* (5).
Mobilni faze — fosfore¢nanovy pufr (¢ = 0,01 mol-I™t, pH = 3,0). Ampérometricka
detekce na SPCE pfi Eget = +0,9 V. Davkovéano 20 pl. Davkované vzorky obsahuji 10

objemovych % acetonitrilu.
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Obr. 8 Zaznamy FIA z méreni kalibracni zavislosti 4-aminobifenylu. Koncentrace
4-AB: 100 pmol-I" (1), 80 pmolI™ (2), 60 pmol-I™ (3), 40 pmol-I* (4),
20 pmol-I" (5), 8 umol-I* (6), 4 pmol-I™ (7), 2 pmol-I™ (8). Mobilni faze
acetonitril:fosfore€nanovy pufr (¢ = 0,01 mol-I", pH = 3,0)(40:60, V/V).

Ampérometricka detekce pFi Eget= +0,9 V, davkovano 20 pl.

Tab. 3 Souhrn parametr(l kalibracnich pfimek pro 4-aminobifenyl mérenych metodou
FIA pfi detekénim potencialu Eget = +0,9 V ve vodné mobilni fazi a v mobilni fazi

s podilem organického modifikatoru, davkovano 20 pl vzorku, pritokova rychlost

1 ml-min™.

koncentrace  smérnice usek korelacni  Lp Lo
(umol-I™y  (mA-I-mol™) (nA) koeficient ~ (umol-I™")  (umol-17%)
1-100° 21,3+£0,7 -28+35 0,999 0,9 2,8
2-100° 18,0+ 3,2 78,9+16,6 0,998 1,0 3,3

® mobilni faze — fosfore¢nanovy pufr, ¢ = 0,01 mol-I™*, pH 3,0,

® mobilni faze — acetonitril:fosforeénanovy pufr, ¢ = 0,01 mol-I™%, pH 3,0 (40:60, V/V)
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3.2 Separace a detekce smési aminonaftalendl a aminobifenyl(
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

3.2.1 Izokraticka eluce smési aminonaftaleni a aminobifenyl s UV
detekci

Obsah organické slozky v mobilni fazi ovliviuje retencni faktory jednotlivych latek.
PFiinou je sniZeni povrchoveého napéti mobilni faze. VysSi obsah organicke sloZzky
pri chromatografii na reverzni fazi zplsobi zkraceni retencnich Gast analytd. Dal$im
vyznamnym Cinitelem je hodnota pH vodné slozky mobilni faze. Ta ovliviuje, zda
a jaké mnozstvi latky se na zakladé své hodnoty pK, vyskytuje v ionizované nebo
neionizované formé. lonizovana forma bude zadrZzovana méné nez neionizovana forma.
Tento faktor bude hrat roli pfi rozliseni pikl jednotlivych analytd. Pro kvantitativni
analyzu je vyhodné, aby hodnota rozliseni mezi dvojicemi pik{ byla vétsi nez 1,5.

Pfi hledani nejvhodnéjSich podminek pro separaci smési aminonaftalenl
a aminobifenyld byly vyuZity poznatky z prace Jaroslavy Zavazalové®. Byly testovany
mobilni faze s30%, 35% a 40% zastoupenim acetonitrilu, zbytek tvoril 0,01mol-I™
fosforeCnanovy pufr. V kazdé z téchto mobilnich fazi bylo ménéno pH fosforecnového
pufru na tyto hodnoty: 2,0; 2,5; 3,0; 4,0 a 5,0. P¥i izokratické eluci byly latky eluovany
vzdy v pofadi 2-aminonaftalen (pK, = 4,16), l-aminonaftalen (pK, = 3,92),
4-aminobifenyl (pK, = 4,35), 2-aminobifenyl (pK, = 3,83). VSechny zastoupené latky
ve vzorku mély koncentraci 100 pmol-I™%. Obr. 9 znézorfiuje vliv pH na separaci analyti
v mobilni fazi s 30% obsahem acetonitrilu. Stejné zavislost je vidét na obr. 10 pro 35%
obsah acetonitrilu a na obr. 11 pro 40% obsah acetonitrilu. Z porovnani jednotlivych
chromatogram{ na uvedenych obrazcich, které se lisi obsahem acetonitrilu, ale maji
stejné pH fosfore¢nanového pufru, je patrné snizovani retencnich ¢asli aminonaftalend
a aminobifenyl( s rostoucim obsahem acetonitrilu,coZ je v souladu s teorii. U vSech
mobilnich fazi je pfi pH 5,0 rozliseni pik(i 2-aminonaftalenu a 1-aminonaftalenu velmi
nizké nebo dochazi k jejich koeluci. Pfi pH 4,0 je rozliSeni dostatecné pouze v mobilni
fazi s35% obsahem acetonitrilu, u ostatnich nejsou piky 2-aminonaftalenu
a l-aminonaftalenu rozdéleny az na zékladni linii. Reten¢ni Cas 2-aminobifenylu,
22 minut, je pro analyzu prili§ dlouhy. Rozliseni vétsi nez 1,5 bylo dosazeno pfi pH 3,0
pro vSechny pouzité mobilni faze. Pfi pH 2,5 vyhovuji podmince pro kvantitativni

analyzu mobilni faze s 30% a 35% obsahem acetonitrilu. Spodni hranici pro pouZziti
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silikagelovych stacionarnich fazi je pH 2,0. Pfi tomto pH je u vSech mobilnich fazi
rozliSeni mezi prvnim a druhym nebo druhym a tfetim pikem nedostatecné.

Zaznamenane piky odpovidaji pofadi 2-AN, 1-AN, 4-AB a 2-AB, pokud neni uvedeno

jinak.
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Obr. 9 Chromatogramy smési aminonaftaleniit a aminobifenyld, kazdy
o ¢ = 100 pmol-I™* pfi pH vodné slozky mobilni faze 5,0 (1); 4,0 (2); 3,0 (3); 2,5 (4);
2,0 (5) v mobilni fazi acetonitril:fosfore¢nanovy pufr, ¢ = 0,01 mol-I™*, v poméru 30:70
(V/V). Kolona LiChroCART® Purospher STAR100 RP-18e, 5 pm, 125x4 mm,
davkovano 20 pl, UV detekce pfi 290 nm, priitokova rychlost 1,0 ml-min™.
Zaznamenane piky odpovidaji pofadi 2-AN, 1-AN, 4-AB a 2-AB, pokud neni uvedeno

jinak.
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Obr. 10 Chromatogramy smési aminonaftalenll a aminobifenyl(, kazdy
0 ¢ = 100 umol-I™* pfi pH vodné slozky mobilni faze 5,0 (1); 4,0 (2); 3,0 (3); 2,5 (4);
2,0 (5) v mobilni fazi acetonitril:fosfore¢nanovy pufr, ¢ = 0,01 mol-1™
(VIV). Zaznamenané piky odpovidaji pofadi 2-AN, 1-AN, 4-AB a 2-AB, pokud neni

uvedeno jinak. Ostatni podminky uvedeny u obr. 9.
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Obr. 11 Chromatogramy smési aminonaftalent a aminobifenyll, kazdy
0 ¢ = 100 pmol-I™* pfi pH vodné slozky mobilni faze 5,0 (1); 4,0 (2); 3,0 (3); 2,5 (4);
2,0 (5) v mobilni fazi acetonitril:fosfore¢nanovy pufr, ¢ = 0,01 mol-1™*, v poméru 40:60

(V/V). Ostatni podminky uvedeny u obr. 9.
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Nejrychleji a zaroven s dostatenym rozliSenim vsech pik( probéhla separace,
pokud byla keluci pouzita mobilni faze ve sloZeni acetonitril a 0,01mol-I*
fosfore¢nanovy pufr o pH 3,0 v poméru 40:60 (V/V). K tomu pfispiva jak vysoky obsah
acetonitrilu v mobilni fazi, tak skutecnost, Ze pfi pH 3,0 je u vSech analyt(l vice nez 85%
molekul v ionizované formé. Méreni trvalo pod 15 minut, jak lze odecist z obr. 12. Tato
mobilni faze byla vybrana pro dalSi méreni s elektrochemickym detektorem. Na obr. 12
je ukéazana zavislost redukovanych retenénich ¢astl stanovovanych latek v zavislosti na
obsahu acetonitrilu pfi pH 3,0. Obr. 13 znédzoriuje zavislost redukovanych retencnich

¢asd jednotlivych analytli na pH fosfore¢nanového pufru v mobilni fazi s 40% obsahem

acetonitrilu.
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Obr. 12 Zavislost redukovanych retencnich ¢astl (t'r) 2-AN (m), 1-AN (0), 4-AB (e)
a 2-AB (o) na obsahu acetonitrilu v mobilni fazi. Méfeno metodu HPLC v mobilni fazi
acetonitril:fosfore¢nanovy pufr, ¢ = 0,01 mol-1™*, pH 3,0, davkovano 20 pl, UV detekce

pfi 290 nm, pritokova rychlost 1,0 ml-min™.
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Obr. 13 Zavislost redukovanych retencnich Gastl (t'r) 2-AN (m), 1-AN (00), 4-AB (e)
a 2-AB (o) na pH fosforeCnanového pufru. Méfeno metodou HPLC v mobilni fazi
acetonitril:fosfore¢nanovy pufr, ¢ = 0,01 mol-I™}, v poméru 40:60 (V/V), davkovéano

20 ul, UV detekce pfi 290 nm, pritokova rychlost 1,0 ml-min™.

Chromatogram nejlepsi dosazené separace je vidét na obr. 14. Pro vSechny sledované
latky byly z chromatogramu odecteny retencni Cas a Sitka piku. Pomoci téchto dvou
veli¢in a mrtvého Casu kolony byly dale spocitany redukovany retenéni €as, retencni

pomér, separacni faktor a rozliSeni. Hodnoty pro jednotlivé latky shrnuje tab. 4.
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Obr. 14 Chromatogram smési aminonaftalend a aminobifenyll kazdy
o ¢ = 100 pmol-I". SloZeni mobilni faze — acetonitril:fosfore¢nanovy pufr,
¢ = 0,01 mol-I™*, pH = 3,0 v poméru 40:60 (V/V). Kolona LiChroCART® Purospher
STAR100 RP-18e, 5 pm, 125x4 mm, davkovano 20 pl, UV detekce prfi A = 290 nm,

priitokova rychlost 1,0 ml- min™.

Tab. 4 Charakteristiky separace aminonaftalen(i a aminobifenyli pomoci HPLC:
retencni Cas (tg), redukovany retencni Cas (t'r), retencni pomér (k), separacni faktor (a),
Sitka piku (w), rozliseni (R) pro jednotlivé analyty pfi separaci s mobilni fazi
acetonitril:fosfore¢nanovy pufr, ¢ = 0,01 mol-1™*, pH 3,0 v poméru 40:60 (V/V). Kolona
LiChroCART® Purospher STAR100 RP-18e, 5 um, 125x4 mm, davkovano 20 pl,
UV detekce pfi 290 nm, préitokova rychlost 1,0 ml- min™.

analyt 2-aminonaftalen 1-aminonaftalen 4-aminobifenyl 2-aminobifenyl

tr (Min) 4,75 5,71 7,67 13,50
t'r (Min) 3,85 4,81 6,77 12,60
k 4,28 5,34 7,52 14,0
a - 1,252 1,41° 1,86 ©
w (min) 0,32 0,36 0,43 0,63
R ; 2,82 50° 11,0°

® separa¢ni faktor, rozligeni mezi 2-AN a 1-AN, ° separa¢ni faktor a rozliseni mezi
1-AN a 4-AB, © separa¢ni faktor, rozliseni mezi 4-AB a 2-AB.



3.2.2 Elektrochemicka detekce na SPCE v rezimu izokratické eluce

Pro elektrochemickou detekci je nezbytne, aby slouCenina obsahovala
oxidovatelnou nebo redukovatelnou funkéni skupinu. V pfipadé aminonaftalenl
a aminobifenylli je mozné oxidovat amino skupinu na aromatickém jadru. Volba
vhodného detekéniho potencialu ma za cil vybrat takovy detek¢ni potencial, ktery
poskytne co nejvysSi odezvu sledovanych latek. Musi pfitom byt vSak zohlednéna
velikost proudu Sumu a proudu pozadi. Velikost proudu piku 1-aminonaftalenu,
2-aminonaftalenu, 2-aminobifenylu a 4-aminobifenylu a proudu Sumu byla sledovana
pfi potencialech +0,5 az +1,1 V. NejvysSi odezvy bylo pro 1- a 2-aminonaftalen
dosazeno pri potencialu +1,0 Va pro 2- a 4-aminobifenyl pfi potencialu +1,1 V.
Se vkladanim vyssich potenciald rostl proud pozadi, jeho podstatny narlist lze
zaznamenat od potenciélu +0,9 V, kde mél hodnotu 650 nA, k potencialu +1,1 V, kdy
dosahl hodnoty 1100 nA. Naméfené hodnoty jsou zdokumentovany na obr. 15.
Pro vypocCet meze detekce a meze stanovitelnosti je podstatnym Udajem pomér proudu
piku a proudu Sumu. Bylo zjisténo, Ze tento pomér nabyva nejvétSich hodnot
pfi potencialu +0,9 V; tato hodnota potencialu byla nasledné zvolena za detekéni
potencial. Ddvodem je velmi nizky proud Sumu pfi potencialu +0,9 V oproti potencialu
+1,0 V. Hodnota proudu Sumu vzrostla mezi témito potencidly ze 7,4 na 16,5 nA
Zavislost poméru proudu piku a proudu Sumu na detekCnim potencidlu a zavislost

velikosti proudu Sumu na detekénim potencialu jsou ukazany na obr. 16.
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Obr. 15 Zavislost proudu piku (I,) 2-AN (m), 1-AN (e), 4-AB (A) a 2-AB ( V), kazdy

0 ¢ = 100 pmol-1™, a proudu pozadi (Ip.;) (©) na detek&nim potencialu (Eger) vioZeném

na pracovni elektrodu. Méreno metodou HPLC s ampérometrickou detekci na SPCE

v mobilni fazi acetonitril:fosfore¢nanovy pufr, ¢ = 0,01 mol-I™*, pH = 3,0 v poméru
40:60 (V/V), davkovano 20 pl, pritokova rychlost 1,0 ml-min™,
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, NA

16 Zavislost poméru proudu piku a proudu Sumu (lp/ls) pro 2-AN (m),

1-AN (o), 4-AB () a 2-AB (v) kazdy o ¢ = 100 umol-I™* a samotného proudu $umu I

(0) na detekénim potencialu (Eqe) VvloZeném na pracovni elektrodu. Podminky jako

na obr. 15.
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3.2.3 Elektrochemickéa detekce na SPCE v rezimu gradientové eluce

Po optimalizaci podminek pro separaci smési aminonaftalend a aminobifenyll
izokratickou eluci bylo dalSim Ukolem pokusit se urychlit eluci 2-aminobifenylu, ktery
eluuje se zpozdénim pfiblizné 5 minut za ostatnimi analyty, a otestovat tak zaroven
stabilitu odezvy SPCE pro ampérometrickou detekci pfi ménicim se sloZzeni mobilni
faze. Pro tento UcCel byl vyuZzit rezim gradientové eluce. Postupné zvySovani obsahu
acetonitrilu v mobilni fazi vede k narlstu jeji elucni sily a ke zkraceni retencnich ¢ast
jednotlivych stanovovanych latek a tim i doby jednoho stanoveni. Zarover byl hledan
takovy gradientovy profil, ktery by zachoval dostatecné rozliSeni mezi prvnimi tfemi
latkami pro kvantitativni vyhodnoceni.

U gradientové eluce je nutné po skonceni daného méfeni nechat znovu ustanovit
rovnovahu na koloné s pocCatecnim sloZzenim mobilni faze. To je oznaCovano jako
reekvilibraéni doba. Pro ziskani retenénich ¢asd s vyhovujici opakovatelnosti nemusi
byt dosazeno Uplné rovnovahy. Ktomu staCi i v pfipadé separace ionizovatelnych
slougenin proplachnuti kolony dvojnasobkem jejiho objemu®. Experimentalné bylo
zjisténo, Ze tento proces pii rychlosti pritoku mobilni faze 1 ml-min™ trva v naem
pfipadé 4 minuty. Doba opétovného ustaveni rovnovahy na koloné musi byt pfi¢tena
k Casu separace, aby byla ziskana celkova doba jednoho stanoveni.

Pro gradientovou eluci smési aminonaftaleni a aminobifenyl(i byly navrZzeny Gtyfi
gradientové programy oznaCované dale jako gradient 1, gradient 2, gradient 3
a gradient 4. Nejvyssi obsah acetonitrilu byl omezen na 70% s prihlédnutim
k dosazenym vysledkdm stability sitotiskovych uhlikovych elektrod, viz kapitola 3.1.1.
Jednotlivé gradientové programy byly sestaveny takto:

A) gradient 1: Pogate¢ni pomér acetonitrilu a 0,01 mol-I™
(pH 3,0) 40:60 (V/V) byl linearné ménén na koncovy pomér 70:30 (V/V)

do konce 7. minuty, kdy byla analyza zastavena.

fosforeCnanového pufru

B) gradient 2: Pogate¢ni pomér acetonitrilu a 0,01 mol-I™* fosfore¢nanového pufru
(pH = 3,0) 40:60 (V/V) byl linearné ménén na pomér 60:40 (V/V) po dobu
4 minut. Poté bylo sloZzeni mobilni faze skokové zménéno na pomér 70:30 (V/V)
a ten byl udrzovan az do eluce posledniho piku.

C) gradient 3: Pogate&ni pomér acetonitrilu a 0,01 mol-I™* fosfore¢nanového pufru
(pH = 3,0) 40:60 (V/V) byl linearné ménén na pomér 60:40 (V/V) po dobu
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4 minut. Nasledné byl nastaven linearni narlist obsahu acetonitrilu az na 70%
po dobu 2 minut a tento pomér byl udrZzovan az do ukonceni méreni na konci
7. minuty.
D) gradient 4: Potate&ni pomér acetonitrilu a 0,01 mol-I™*
(pH = 3,0) 40:60 (V/V) byl linearné ménén na pomeér 70:30 (V/V) po dobu
4 minut a po jeho dosazeni byla provadéna izokraticka eluce pfi poméru 70:30
(VIV) aZ do detekce posledniho piku.

Chromatogramy testovanych gradientovych program(l jsou zobrazeny na obr. 17.

fosforeCnanového pufru

V tab. 5 jsou shrnuty Udaje o reten¢nich ¢asech jednotlivych analytd a rozliseni mezi
nimi. Gradientové programy jsou sefazeny vzestupné podle retencniho Casu

posledné eluovaného 2-aminobifenylu.
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Obr. 17 Chromatogramy smeési aminonaftalenli a aminobifenyll, kazdy o ¢ = 100
pmol-17, ziskané rliznymi gradientovymi programy. Zaznamenané piky odpovidaji
poradi 2-AN, 1-AN, 4-AB a 2-AB. Slozka A mobilni faze — acetonitril, slozka B
mobilni faze — 0,01 mol-I™ fosfore¢nanovy pufr pH 3,0. Gradientové programy —
od zaCatku do konce separace linearni gradient ze 40/60 A/B na 70/30 A/B (1),
od zaCatku méreni do konce 4. minuty linedrni gradient ze 40/60 A/B na 60/40 A/B,
v 5. minuté skokovd zména na 70/30 A/B a pfi tomto pomeéru izokraticka eluce az
do konce méreni (2), od zacatku méreni do konce 4. minuty linearni gradient ze 40/60
A/B na 60/40 A/B, od zacatku 5. minuty do konce separace linearni gradient ze 40/60
A/B na 70/30 A/B (3), od zaCatku méreni do konce 4. minuty linearni gradient ze 40/60
A/B na 70/30 A/B, od zacCatku 5. minuty do konce separace izokraticka eluce pfi tomto
poméru (4). Meérfeno metodou HPLC sampérometrickou detekci na SPCE
pfi Egt = +0,9 V. Kolona LiChroCART® Purospher STAR100 RP-18e, 5 um,

125x4 mm, davkovano 20 pl vzorku, priitokova rychlost 1,0 ml-min™.
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Tab. 5 Porovnani gradientovych program(. Retencni Casy (tr) a rozliseni (R) pro 2-AN,
1-AN, 4-AB a 2-AB, kazdy o ¢ = 100 pmol-I'. Méfeno metodou HPLC
s ampérometrickou detekci na SPCE. Kolona LiChroCART® Purospher STAR100
RP-18e, 5 um, 125x4 mm, davkovéano 20 pl vzorku, priitokové rychlost 1,0 ml.min™.

Podrobne informace o gradientovych programech viz text.

gradientovy tg (min) (poradi, ve kterém analyt eluuje) Ri» R23 R34
program 2-AN (1) 1-AN (2) 4-AB (3) 2-AB (4)

4 3,25 3,78 4,15 5,37 1,9 1,4 4,8
2 3,29 3,87 4,37 5,91 2,0 1,8 6,2
3 3,32 3,94 4,39 6,01 2,1 1,6 6,4
1 3,34 3,96 4,48 6,21 2,3 2,0 7,0

NejkratSi dobu trvala analyza pfi gradientu 4, pfi niZ bylo nejrychleji dosaZzeno 70%
obsahu acetonitrilu v mobilni fazi. Pro GcCely kvantitativniho vyhodnoceni neni tento
gradientovy program vhodny, protoZze hodnota rozliSeni mezi 1-aminonaftalenem
a 4-aminobifenylem je nizsi nez 1,5; nizké rozliSeni je zfetelné i z obr. 17. Nepatrné
rozdily retencnich Casli pik( 2-aminonaftalenu, 1-aminonaftalenu a 4-aminobifenylu
mezi gradientem 2 a 3, i pres jejich shodny pocatecni gradientovy profil, mze byt
vysvétlen nedosazenim plne rovnovahy na koloné a vykyvy teploty okolniho
prostiedi®’. Za rozdily vrozliseni mezi obéma gradientovymi programy jsou
zodpovédné rozdily v retenénich casech a rozdily v Sifce pikd. Z chromatogramd
na obr. 17 je patrné, Ze gradientova eluce v zasadé neovliviiuje zakladni linii, ani pokud
je provedena skokovd zména ve sloZeni mobilni faze, jako je tomu u gradientu 2.
Pro nasledujici méfeni byl vybran gradient 1 s kontinualni zménou sloZeni mobilni faze,
ktery je ze vSech navrZenych programid z experimentalniho hlediska nejjednodussi.
Navic rozliseni jednotlivych pikd je pro kvantitativni analyzu dostate¢né a ani
v disledku vyse uvedenych vlivi by nemélo klesnout pod hodnotu 1,5. Po pficteni
reekvilibracni doby k dobé separace ziskame v pfipadé gradientového programu 1
celkovy Cas jedné analyzy kratSi nez 10,5 minuty. To je 0 4 minuty méné ve srovnani
s izokratickou eluci.

U gradientu 1 byla nasledné sledovana pro Ctyfi nasledna méreni opakovatelnost
retencnich ¢asl analytl, vysky proudu piki a rozliseni. Relativni smérodatna odchylka
vySky proudu piku €inila 2,35% pro 1-aminonaftalen, 2,78% pro 2-aminobifenyl, 3,10%



pro 2-aminonaftalen a 3,40 % pro 4-aminobifenyl. Smérodatnd odchylka retencnich
¢asd se pohybovala v rozmezi 0,022 — 0,032 minuty. Pro vSechny sledované latky byla
opakovatelnost vysky proudu pikd uspokojiva, to samé plati i pro opakovatelnost
rozliseni a retenénich ¢asl analytd. Zaroven bylo potvrzeno, Ze pfi gradientové eluci
dochazi k zlzeni $itky piku analytd. Obzvlasté u pozdéji eluujicich latek je tato zména
vyrazna a napfiklad pro nejvice zadrzovany 2-aminobifenyl je Sitka piku pfi zakladné
2,5 krat mensSi nez u izokratické eluce. Hodnoty rozliseni poklesly pfi gradientové eluci
mezi vSemi piky oproti izokratickému mddu, mezi 2-aminonaftalenem
a l-aminonaftalenem z 2,9 na 2,3, mezil-aminonaftalenem a 4-aminobifenylem z 4,8
na 2,0 a mezi 4-aminobifenylema 2-aminobifenylem z 11,1 na 7,0. Hodnoty vyse
uvedenych charakteristik, retenénich ¢astl, redukovanych retenénich ¢asl, retencnich

pomérl a separacnich faktor( pro gradient 1 jsou uvedeny v tab. 6.

Tab. 6 Charakteristiky separace aminonaftalenli a aminobifenyldl pomoci RP-HPLC
v gradientovém rezimu: retencni Cas (tr), redukovany retencni Cas (t'r), retencni faktor
(k), separacni faktor (a), Sitka piku (w), rozliSeni (R) pro jednotlivé analyty pfi separaci
s mobilni fazi acetonitril:fosfore¢nanovy pufr, ¢ = 0,01 mol-I™, pH 3,0; gradientovy
program 1. Kolona LiChroCART® Purospher STAR100 RP-18e, 5 ym, 125x4 mm,
davkovano 20 W1 vzorku, ampérometricka detekce na SPCE pfi Eg = +0,9 V, priitokova

rychlost 1,0 ml-min™™.

analyt tg (Min) t'r (min) k a w (min) R
2-AN 3,34 2,44 2,71 0,27

1-AN 3,96 3,06 3,40 1,25 0,27 2,3
4-AB 4,48 3,58 3,98 1,17 0,25 2,0
2-AB 6,21 5,31 5,90 1,48 0,24 7,0
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3.2.4 Kalibraéni zavislosti smési aminobifenyl(i a aminonaftalen(

S gradientem 1 byly dale namérfeny KkalibraCni zavislosti pro vzorek smesi
aminonaftalen a aminobifenyl(. Chromatogramy kalibracnich zavislosti ukazuje
obr. 18. Mé&feni bylo provadéno od koncentrace 1 pmol-I™, kde byla podle pfedchozich
FIA méfeni a podle poméru Ip/ls pro HPLC oCekavana mez detekce latky s nejvyssi
vyhodnotitelna koncentrace na chromatogramu méla pro 2-aminobifenyl hodnotu
7 pmol-1"Y, pro ostatni latky &inila méné nez 5 pmol-I™. Tento predpoklad vychéazi
ze ziskanych hodnot odezvy latek (69,4 nA pro 2-aminonaftalen, 50,0 nA pro
1-aminonaftalen a 28,0 nA pro 4-aminobifenyl) pfi koncentraci 5 pmol-1, které byly
VetSi nez trojnasobek hodnoty Sumu (ls = 7,4 nA) pro tuto metodu. Meze detekce a meze
stanovitelnosti vypo&tené z regresnich rovnic mély hodnoty 2,2 pmol-1™"; 7,5 pmol-1™*
pro 2-aminonaftalen, 2,1 pmol-I*; 7,0 pmol-I™* pro 1-aminonaftalen, 3,5 pumol.I™;
11,7 pmol-I™* pro 4-aminobifenyl a 3,3 pmol-I™; 10,9 pmol-I™* pro 2-aminobifenyl.
Tab. 7 ukazuje hodnoty parametr(i kalibracnich zavislosti pro jednotlivé stanovované
latky.
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£ min
Obr. 18 Chromatogramy kalibraCnich zavislosti smési 2-AN, 1-AN, 4-AB a 2-AB.
Koncentrace stanovovanych latek — 100 pmol-I™ (1), 50 pmol-I™* (2), 10 umol-I™* (3),
8 umol-I™* (4), 7 pmol-I™* (5), 5 pmol-I7* (6), 1 pmol-I™* (7). Mé&Feno metodou HPLC
s ampérometrickou detekci na SPCE pfi Eg: = +0,9 V v mobilni fazi
acetonitril:fosfore€nanovy pufr, ¢ = 0,01 mol-I™", pH = 3,0; od zatatku do konce
separace linearni gradient ze 40/60 A/B na 70/30 A/B. Kolona LiChroCART®
Purospher STAR100 RP-18e, 5 ym, 125x4 mm, davkovano 20 pl roztoku smési,

préitokova rychlost 1,0 ml-min™.

Tab. 7 Souhrn parametr( kalibracnich pfimek pro 1-AN, 2-AN, 2-AB a 4-AB méfenych
metodou HPLC s ampérometrickou detekci na SPCE pfi detekénim potencidlu (Eget)
+0,9 V s vyuzitim gradientového programu 1, davkovano 20 pl vzorku, pritokova

rychlost 1 ml-min™.

analyt  koncentrace smeérnice Usek korelacni Lp
(umol-I™Y  (mA-I-mol™)  (nA) koeficient (umol-I™)
2-AN  1-100 9,9+0,2 226+6,9 0,999 2,2

1-AN  1-100 10,5+0,3 10,0 £ 14,2 0,997 2,1
4-AB 1-100 6,3+0,1 1,7+53 0,998 3,5

2-AB  1-100 6,8+0,1 -11,0+6,2 0,999 3,3
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4 Zaveér

V této préci byly studovany moznosti pouZziti sitotiskovych uhlikovych elektrod jako
pracovni elektrody ampérometrického detektoru v prdtokovych metodach. Metodou
FIA byla ovéfena jejich schopnost poskytnout odezvu jak ve vodné mobilni fazi,
tak v mobilni fazi s podilem organického modifikéatoru. Stabilita elektrod a dostatecna
opakovatelnost odezvy byly prokazany az do 70% obsahu acetonitrilu v mobilni fazi.
Vysoka opakovatelnost méfeni odezvy na jedné elektrodé ukazuje, Ze nedochazi
k pasivaci elektrodového povrchu. Naproti tomu odliSna opakovatelnost méfeni odezvy
mezi rlznymi elektrodami vypovida o rozdilné kvalité jednotlivych kusl elektrod.
NejvhodnéjSim detekénim potencidlem pro stanoveni 4-aminobifenylu se s pfihlédnutim
k velikosti proudu Sumu ukazala hodnota +0,9 V. Bylo zjisténo, Ze po deseti minutach
od vloZeni detekéniho potencialu +0,9 V na pracovni elektrodu je moZno provadét
ampérometrickou detekci analytd, aniz by vysledna odezva byla ovlivnéna neustale
klesajicim proudem pozadi. Mez detekce pro 4-aminobifenyl dosazena metodou FIA
ve vodném roztoku 0,01mol-I™ fosfore¢nanového pufru pH 3,0 jako mobilni faze byla
0,85 pmol-1™ a ve smési acetonitrilu a 0,01mol-I™ fosforeénanového pufru pH 3,0
v poméru 40:60 (V/V) jako mobilni faze méla hodnotu 1,00 pmol-I™. Za nejlepsi
podminky pro separaci smési 2-aminobifenylu, 4-aminobifenylu, 2-aminonaftalenu
a l-aminonaftalenu pomoci RP-HPLC v rezimu izokratické eluce byly na zakladé
experiment(l vybrany mobilni faze z acetonitrilu a 0,01mol-I™ fosfore&nanového pufru
pH 3,0 v poméru 40:60 (V/V) a detekéni potencial +0,9 V. V tomto pfipadé trvalo jedno
méfeni priblizné 14 minut. PFi pfechodu k rezimu gradientové eluce byly ponechany
stejné pocatecni podminky jako u izokraticke eluce. Ze zkouSenych gradientovych
programl se nejvice osvédCil gradient 1, kdy byl vychozi pomér acetonitrilu
a fosforeCnanového pufru 40:60 (V/V) meénén linearné na pomér 70:30 (V/V)
od zaCatku aZ do zastaveni analyzy na konci 7. minuty. S timto gradientovym profilem
trvalo celé méreni, tzn. separace smési a reekvilibracni doba, okolo 10,5 minuty. Meze
detekce zjiSténé metodou RP-HPLC srezimem gradientové eluce gradientu 1 mély

I pro 4-aminobifenyl, 3,3 umol-I" pro 2-aminobifenyl,

I—l

hodnotu 3,5 pmol-

2,2 pmol-1"* pro 2-aminonaftalen a 2,1 umol-I™ pro 1-aminonaftalen
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V porovnani se véemi studiemi uvedenymi v tab. 1 (kapitola 1.4) zabyvajicimi se
stanovenim aminonaftalend a aminobifenyl(i metodou HPLC jsou ndmi naméfené meze
detekce (fadové v pmol-1™") nejméné o jeden tad vyssi. Jednou z pri€in mlze byt
nezafazeni zakoncentrovani vzorku pred vlastnim stanovenim napfiklad pomoci SPE,
ktera se bézné pouziva, protoZze analyza z konkrétni matrice nebyla v této zakladni
studii provedena. Pfi srovnani praci, ve kterych byly pouZity pro stanoveni vybranych
organickych analytd nemodifikované SPCE (tab. 2, kapitola 1.6) jak ve vsadkovém, tak
v pritokovém usporadani, najdeme vysledky v fadé pripadi srovnatelné. Pokud
vezmeme v Gvahu povolené limity vyskytu téchto latek v barvivech nebo krvi udané
FDA, pripadné komisi MAK, viz kapitola 1.2, nejsou v této praci popsané metody
dostatecné pro jejich spolehlivé stanoveni, nicméné opét se da predpokladat, Zze vhodné
zvolend extrakéni metoda nutna k analyze téchto matric by soucasné vedla
k prekoncentraci analytu a snizeni detekénich limitd pro konkrétni matrici.

Zavérem lze konstatovat, Ze nemodifikované SPCE pouZzité pro ampérometrickou
detekci ve FIA a HPLC jsou vhodnymi senzory pro stanoveni aminobifenyld
a aminonaftalend. Jistou nevyhodou je rozlisna kvalita elektrod od konkrétniho vyrobce,
kterd je pfedem téZzko odhadnutelnd. Moznosti dalSiho sniZeni mezi detekce spoCivaji
v zakoncentrovani analytu pomoci vhodné extrakcni techniky pfi analyze konkrétni

matrice a v modifikaci povrchu elektrody.
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