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ABSTRAKT

Na souboru 18 aromatickych amint riznych strukturnich typt byly testovany kritické body
stanoveni téchto latek v moci S vyuZzitim plynoveé chromatografické koncovky. Latky byly
opakované analyzovany jednak jednoduchou referenéni metodou, jednak kompletnim
standardnim postupem vyuzivanym pro posouzeni expozice aromatickym aminiim
pfi biologickém monitorovani, ktery zahrnoval simulovanou hydrolyzu, alkalizaci, extrakci
toluenem, chemickou derivatizaci, prani vzorku a stanoveni plamenovym ionizacnim
detektorem. Byly urceny latky, které vykazuji velké ztraty v prabéhu celé procedury
a pravdépodobné kritické body. Zjisténi divodu téchto ztrdt a pfipadnd optimalizace
této metody budou pfedmétem dalsi prace.

Klicova slova: aromatické aminy
biologické monitorovani
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ABSTRACT

A set of 18 aromatic amines of various structure types was used to assess possible critical points
of their determination in urine. The selected aromatic amines were analyzed by a simple
reference method as well as by a complete standard procedure used in biological monitoring
that consisted of simulated hydrolysis, alkalization, extraction with toluene, chemical
derivatization, sample washing and determination by gas chromatography with flame ionization
detector. Compounds with significant losses and possible critical points of the procedure were
identified. The reason of the losses and method optimization will be studied in forthcoming
investigations.
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1. Uvod

Podnétem k predlozené studii bylo pozorovani pracovnikit Statniho zdravotniho ustavu v Praze
uéinéné pii zavadéni metodiky pro stanoveni 2- a 3-aminobenzanthronu (2- a 3-ABA) v mo¢i,
které jsou metabolity toxikologicky vyznamnych latek 2- a 3-nitrobenzanthronu. Pfi hledani
vhodnych vnitinich standard pro metodu s plynové chromatografickou koncovkou byly
testovany rtizné dalsi aromatické aminy, které byly pfidavany ke vzorkiim analyzované moce
na samém pocatku jejich zpracovani. Ukazalo se, ze nékteré z testovanych latek v prubéhu
analytického postupu opakovan¢ vykazuji znacné ztraty a velmi nizkou reprodukovatelnost
vysledktl stanoveni. Toto piekvapivé chovani ukazalo na potiebu podrobnéji prostudovat
kritické body dané metodiky. Cilem ptfedlozené bakalarské prace bylo navrhnout systematicky
postup pro ovefovani predchozich vysledkil (tj. ztraty nékterych amind v prubéhu zpracovani
vzorku) na rozsiteném souboru testovacich latek.



2. Teoreticka cast

2.1. Aromatické aminy

2.1.1. Vyskyt aromatickych aminu v zivotnim a pracovnim prostredi

Clovék je b&hem svého Zivota vystaven mnoha $kodlivym latkam. Jejich zdrojem je
potrava, znecisténa voda a ovzdusi, nebo nejriiznéjsi spotiebitelské produkty [1]. Mezi takové
latky patii i aromatické aminy. Tyto latky se mohou vyskytovat v chemickych surovindch
nebo necistotaich na pracovistich, jako heterocyklické aminy v potravinach, v materialech,
ptichazejicich do styku s potravinami, apod. Aromatické aminy, aromatické nitroslouceniny
ajejich derivaty jsou také dulezité a Casto pouzivané meziprodukty v chemickém pramyslu.
Slouzi k pfipravé barviv, 1éCiv, pesticidii a plasti. Dinitrotoluen a 2,4,6-trinitrotoluen jsou
pouzivany jako vybusniny. Normalné se tyto latky ale v konecnych vyrobcich chemického
pramyslu neobjevuji. Je proto udivujici, ze nékteré tyto latky nebo jejich metabolity byly
nalezeny v moci nebo krvi lidi, u nichz zdroj expozice témto latkdm neni znam. Anilin
a p-toluidin byly rovnéz zjistény v matetském mléce. Nedavno byly anilin, toluidiny a dalsi
aromatické aminy nalezeny ve vnitinim i venkovnim vzduchu [2]. Nékteré z téchto latek patii
mezi tzv. podezielé karcinogeny, nékteré mezi potvrzené karcinogeny a nékteré maji jiné
toxické ucinky na lidsky organismus.

2.1.2. Charakteristika a vlastnosti aromatickych amint

Aromatické aminy jsou skupinou monocyklickych a polycyklickych organickych
sloucenin, které maji na aromatickém kruhu alesponn jeden atom vodiku nahrazen —NR,
skupinou (R je bud’ alkyl, aryl, nebo vodik) [3].

Niz§i aromatické aminy (jednokruhové) jsou latky kapalné, vyssi jsou jiz latky pevné.

Aromatické aminy velmi snadno podléhaji elektrofilni substituci [4]. K hlavnim
reakcim téchto latek patii zejména alkylace a acylace, nitrace, sulfonace, a dale naptiklad
halogenace, chloromethylace nebo formylace [5]. Aromatické aminy se téz vyuZzivaji
v kopula¢ni reakci s aryldiazonovymi solemi pro pfipravu azosloucenin, znichz je fada
pouzivana jako azobarviva. Ta jsou vyuzivana napiiklad jako primyslova barviva nebo jako
acidobazické indikatory (napt. methyloranz, methyl¢erven) [6].

Aromatické aminy maji vysoky bod varu (napf. anilin 184 °C) a jsou pouze omezené
rozpustné ve vod¢é. Rozpustnost aromatickych amini ve vodé je mozné zvySovat zavedenim
hydrofilnich substituenti do molekuly - hydroxylovych, sulfonovych nebo kvarternich
aminoskupin. Toto zavedeni hydrofilnich skupin vede ke snizovani absorpce latek kuzi,
ke zvyseni jejich vylucovaci rychlosti a tim ke snizeni jejich toxicity. Naptiklad sulfonované
aromatické aminy na rozdil od té€ch nesubstituovanych nevykazuji zaddné znamky
methemoglobinového efektu [3,4]. V porovnani s alkylaminy jsou aromatické aminy o zhruba
6 radu slabsimi bazemi. Konjugace aminoskupin arylamind s dal§imi aromatickymi jadry vede
Kk jesté vétsimu snizeni bazicity téchto latek. Elektrodonorové substituenty zvySuji bazicitu
téchto latek, zatimco elektroakceptorové substituenty ji snizuji [4].



Poloha a typ substitenti na aromatickém kruhu je velmi dalezita i pro biologické uginky
téchto latek. U bicyklickych aromatickych aminl zavisi toxicita pro ¢lovéka na tom, zda jsou
aromatické kruhy spojeny pfimo nebo premosténim mezi atomy dusiku a uhliku. Tak naptiklad
4-aminobifenyl, jehoz dva aromatické kruhy jsou spojeny piimo, je jednim z nejsilngjsich
karcinogend, zatimco 4-aminodifenylamin karcinogenni neni [7].

Pravé karcinogenita je nejvétSim nebezpecim téchto latek. Hlavnim cilovym mistem
chronickych toxickych u¢inkii aromatickych amint je mocovy méchyi [7]. Inhalace
nebo dermalni absorpce aromatickych amini muze zpasobovat klinicky rozpoznatelnou
Cyanozu v dusledku vytvareni methemoglobinu. Cyano6za se projevuje Sedavé namodralym,
az modrofialovym zabarvenim klze a sliznic, obvykle na koneccich prstl, nehtech, rtech
a usich. Je zpusobena zvySenou koncentraci redukovaného hemoglobinu
neboli methemoglobinu v krvi. Pokud je jeho koncentrace v Cervenych krvinkach zvySena,
muze dojit az k tkafiové hypoxii. Z téla jsou aromatické aminy vylucovany po pfeméné riznymi
metabolickymi drahami (2.1.3.) [3].

Nemoci mocovych cest, zplsobené expozici aromatickym aminiim, jsou oficialné
uznany jako nemoci z povolani a podle toho jsou poté odSkodnovany [7].

2.1.3. Metabolismus a mechanismus toxicity aromatickych aminu

Mal¢ davky lipofilnich aromatickych amini obecné podléhaji pfimé acetylaci,
ktera umoziiuje, aby byly vyluCovany moci. Acetylace je Kkatalyzovana enzymem
N-acetyltransferazou, ktera je také zodpovédna za acetylaci alifatickych aminti, aminokyselin,
nukleovych kyselin a jinych latek v lidském organismu.

Hlavni metabolicka cesta aromatickych amint je ptes N-acetylarylamin. Jejich oxidaci
se tvoii N-acetyl-p-hydroxyarylamin a kyslikaté konjugaty ortho a para-hydroxyarylamini jsou
poté zjistitelné v moci. Metabolity, které jsou rozhodujici pro spojeni s methemoglobinem
(N-acetylhydroxyarylaminy a aromatické nitroso slouceniny) jsou vylu¢ovany pouze v malych
mnozstvich, zejména proto, ze nejsou acetylovany. N-hydroxyarylamin, ktery se vytvari
v jatrech béhem aktivace metabolismu lipofilnich aromatickych amint je také povazovan
za bezprostfedni  karcinogen a napadd mocovy méchyf. VSechny  vytvofené
N-hydroxyarylaminy jsou za piitomnosti uridin-(UDP)-glukuronyltransferazy konjugovany
na N-glukuronidy v endoplazmatickém retikulu. N-glukuronidy jsou distribuovany do rtuznych
casti téla, kde mohou byt Stépeny na puvodni N-hydroxyarylaminy pomoci enzymu
B-glukuronidaz. V erytrocytech aromatické slouceniny tvoii kovalentni vazbu s thiolovymi
skupinami hemoglobinu a glutathionu. Vzniknou tak arylsulfinamidové konjugaty. V kyselém
prosttedi (pH 5 - 6) moCového méchyie se mohou nestabilni glukuronidy $tépit a vytvaret
elektrofilni arylnitroniové ionty nebo jiné elektrofilni derivaty. Tyto derivaty bud tvoii
kovalentni vazby piimo s DNA, RNA nebo s proteiny zepitelu mocového méchyfte,
nebo mohou byt neskodné vylouceny.

Mezi faktory ovlivilyjici vytvareni methemoglobinu patfi substituce na aromatickém
kruhu. Tyto substituenty mohou jeho vytvareni snizit, nebo i uplné zrusit. To plati zejména
pro substituci SOzH, alkylové a hydroxylové skupiny. Oproti tomu napi. halogenova substituce



na aromatickém kruhu (jako v pifipadé chloranilinu) mize vést K vyraznéjSimu vytvaieni
methemoglobinu. Dalsi aspekty a vztahy ucinkid jsou rozmanité a jejich principy zatim nebyly
zcela objasnény. Naptiiklad poloha atomu chloru ma velmi vyznamny vliv na vznik
methemoglobinu. Vyrazn¢ silngjsi ¢inek ma m-chloranilin oproti o-a p-chloranilinu [3].

2.1.4 Aromatické aminy ve vlastni experimentalni praci

Pro experiment byl vybran soubor aromatickych aminti - od jednokruhovych
az po Ctyikuhové. PGvodné bylo vybrano 21  zastupci jednotlivych skupin téchto latek.
Na zaklad¢ vysledkt jejich analyz byly 2 aminy zcela vyloudeny, a to 2-aminobenzathron
a 2-aminobifenyl. Prvni latka byla vyloucena kvuli nedostatecnému mnozstvi standardu
a u druhé bylo zjisténo, Ze ma totozny retenéni Cas, jako rovnéZz zatazeny 1-naftylamin. Dale byl
z analyzovaného souboru latek vylouc¢en 4-aminobifenyl, ktery byl diky vyhodnému retenénimu
¢asu (4. - Obr.2) pouzit jako vnitini standard (3.4.3.). Vysledny soubor analyzovanych latek je
uveden v tabulce €. 1.
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Tab.1- Soubor vybranych aromatickych aminii pro viastni experimentdlni prdaci

latka skratka  CAS ( A ) lfr"lfl‘::l P‘;i":plffz
anilin A 62-53-3 91,13 1 1
o-toluidin o-T 95-53-4 107,15 1 1
m-toludin m-T 108-44-1 107,15 1 1
p-toluidin p-T 106-49-0 107,15 1 1
2,4-diaminotoluen 2,4-TDA 95-80-7 122,17 1 2
2,6-diaminotoluen 2,6-TDA 823-40-5 122,17 1 2
3,4-diaminotoluen 3,4-TDA 496-72-0 122,17 1 2
1-naftylamin 1-NA 134-32-7 143,19 2 1
2-naftylamin 2-NA 91-59-8 143,19 2 1
3,3"-methylendianilin 3,3'-MDA  19471-12-6 198,26 2 2
4,4"-methylendianilin 4,4’-MDA  101-77-9 198,26 2 2
4-aminobifenyl 4-AB 92-67-1 169,23 2 1
2-aminoanthracen 2-AA 613-13-8 193,25 3 1
2-aminofluoren 2-AF 153-78-6 181,23 3 1
2-amino-9-fluorenon 2-A-9-F 3096-57-9 199,22 3 1
3-aminofluoranthen 3-AFA 2693-46-1 217,26 4 1
1-aminopyren 1-AP 1606-67-3 217,27 4 1
6-aminochrysen 6-ACh 2642-98-0 243,30 4 1
3-aminobenzanthron 3-ABA - 245,27 4 1

Jednokruhové aromatické aminy:

Anilin: Olejovita kapalina, bezbarva pokud je cerstvé destilovana [8]. Anilin je z velké
¢asti metabolizovan na konjugaty p-aminofenolu, konkrétné p-aminofenylglukoronid
a p-acetaminofenylglukuronid [9]. Anilin neni karcinogenni, ale zpisobuje methemoglobinémii
[10].

Isomery toluidinu: o-Toluidin, nazloutla karcinogenni latka se barvi ¢ervenohnédé
pii kontaktu se vzduchem [8]. Pouziva se pfi vyrobé barviv, chemickych latek, pesticidd, tuzidel
a pryskyticovych epoxidovych systémt. Pravé v gumarenském primyslu byl zjistén zvySeny
vyskyt rakoviny moc¢ového méchyte [11]. m-Toluidin je bezbarva az nazloutla kapalina [12].
V moéi exponovanych 0s0b byly zjistény spolu s malym mnoZstvim mateiské slouéeniny
metabolity 2-amino-4-methylfenol a 4-amino-2-methylfenol [13]. Neni prokazanym
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karcinogenem, ale muze drazdit o¢i a kuzi [14]. p-Toluidin je bila pevna latka [12]. Je
prokazanym karcinogenem pro zvitata, pro ¢lovéka karcinogenni neni [14].

Isomery toluendiaminu: Bezbarvé az hnédé, jehlovité krystalky nebo prasek
2,4-toluendiaminu jsou prokazanym karcinogenem pro zvifata a pfedpokladanym karcinogenem
pro ¢lovéka [10,15]. Senzibilizujici uéinky maji 2,6-toluendiamin a 3,4-toluendiamin. Mohou
zpusobovat dermatitidu a koptivku, dale astma, zanét zaludku, zvysuji krevni tlak, zptisobuje
zavraté, tfes, kifeCe az koma [16]. Toluendiaminy jsou obecné biomarkery expozice
toluendiisokyanatam (2.2.) [17] .

Dvoukruhové aromatické aminy:

Isomery naftylaminu: Bilé krystalky 1-naftylaminu mohou ¢ervenat na vzduchu [18].
Neni prokdazanym karcinogenem, narozdil od 2-naftylaminu, ktery zptisobuje nadory mocového
méchyte, zvlaste u lidi trpicich dlouhodobym stresem nebo vnitinim napétim a uzkosti. Jelikoz
jde o izomery liSici se svou karcinogenitou, je potfeba, aby byl kazdy analyticky postup
pro stanoveni 2-naftylaminu jasné oddélen od stanoveni 1-naftylaminu, aby se zabranilo
falesnému odhadu zdravotniho rizika, existujiciho v pracovnim prostiedi [7].

Isomery methylendianilinu: Tyto latky se pouzivaji jako chemické meziprodukty
pii vyrobé isokyanatli a polyisokyanati pro piipravu polyuretanovych pén, jako tvrdidlo
pro epoxidové pryskyfice a urethanové polymery, dale jako inhibitory koroze. To mlze mit
za nasledek jejich uvolnéni do Zivotniho prostiedi prostiednictvim nejriznéjsich odpadi [19].

4-Aminobifenyl: Bezbarvé krystalky této latky se barvi fialové pii kontaktu
se vzduchem [20]. Je vedlej$im produktem pii vyrobé anilinu, pouziva se pii vyrobé pryze. Je
dalsi latkou, ktera zptisobuje rakovinu ledvin a mo¢ového méchyie [21].

Tiikruhové aromatické aminy:

2-Aminoanthracen: Tato mutagenni latka se pouziva pii vyrobé nejriznéjSich
chemickych latek, piipravku, 1é¢iv, barviv a polymert. Napada hlavné slinivku b#isni [22].

2-Aminofluoren: Tato latka napada gastrointestinalni trakt a zpisobuje nadory zejména
tlustého stfeva. Bylo zjisténo, ze anaerobni bakterie Bacteroidus fragilis ma enzymatické
schopnosti pfeménit 2-aminofluoren na latku mutagenni pro typ bakterie Salmonella
typhimurium [23] .

2-Amino-9-fluorenon: Jde o ¢ervenou az hnédou krystalickou latku, jejiz hlavni vyuziti
je pti vyrobe antimalarickych 1éCiv [24].

Ctyikruhové aromatické aminy:

1-Aminopyren: Tato latka je hlavnim metabolitem biotransformace 1-nitropyrenu,
ktery je karcinogennim kontaminantem a napada piirozenou mikrofloru [25].

6-Aminochrysen: Tato toxicka latka zneéi$t'ujici Zzivotni prostiedi je cytotoxicka
a genotoxicka [26].
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Latky 3-aminobenzanthron a 3-aminofluoranthen jsou velmi specifickymi latkami a zatim toho

o nich neni moc znamo.

NH,
NH, NH, NH,
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Obr. 1- Vzorce vybranych aromatickych aminii (jednotlivé vzorce byly vytvoreny v programu
ACD/ChemSketch)



2.2. Biologické monitorovani

Hlavnimi oblastmi vyuziti biologického monitorovani je méfeni expozice
na pracovistich, ovéfeni ochrannych opatfeni a osobnich ochrannych prostfedkl a vySetieni
Vv ramci preventivnich prohlidek. Mezi nejéastdji provadéna vysetieni v CR patii v soudasné
dobé¢ stanoveni kyseliny hippurové, kyselin methylhippurovych a kyseliny mandlové v moci,
které jsou ukazateli expozice toluenu, xylentim a styrenu [1].

Biologické monitorovani, nebo biologické expozi¢ni testy, zahrnuji monitorovani
sledované latky nebo jejich metaboliti pfimo v organismu - v tzv. biologickém materialu.
Nejcastéjsim  biologickym materialem byva krev a moc. Stanovovana latka se oznacuje
jako biomarker (ukazatel) expozice. V oblasti biologickych expozi¢nich testd se vyuZziva
tzv. biologicky limit (BL), ktery vyjadiuje povolenou koncentraci méfeného indikatoru davky
nebo ucinkl vétSinou v moci. Biologicky limit odpovida takové urovni expozice, o niz se podle
soucasnych védeckych poznatkll predpokladd, ze ani pii dlouhodobém kazdodennim opakovani
neposkodi zdravi exponovanych osob. Biologické limity jsou navrhovany tak, aby byly
v souladu s pfipustnymi expoziénimi limity (PEL), pro koncentraci vychozich Skodlivin
vV pracovnim ovzdus$i. VySetfeni, jehoz vysledek je porovnatelny s biologickym limitem, se
nazyva biologicky expozi¢ni test (BET) [1].

Pojem biologické monitorovani piesné nevymezuje, zda je pro dany ukazatel
pouze prokazana jeho pfitomnost nebo i mnozstvi. Ma-li byt ukazatel prakticky pouzitelny
pro posouzeni velikosti expozice dané skodliving a zaroven chranit pfed expozici nadmérnou, je
nutné zjistit kvantitativni vztah mezi hladinami Skodliviny a pfislusného ukazatele. Urcita
hladina ukazatele je pak dohodou pfijata jako biologicky limit [1].

Z analytickych  metod u  biologického  monitorovani  pfevladaji  metody
chromatografické. Zakladnimi metodami jsou plynova chromatografie (GC) S univerzalnim
plamenovym ioniza¢nim detektorem, ptipadné se selektivnim detektorem pro dusikaté latky
nebo detektorem elektronového zichytu pro slouceniny s atomy halogent, a kapalinova
chromatografie (HPLC) s UV detektorem. Bézné dostupnou se stava také kombinace plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS). Spojeni kapalinové chromatografie
S hmotnostni spektrometrii (HPLC/MS), predstavujici nastroj s nejvétsimi analytickymi
moznostmi, je pro rutinni analyzy vyuzivdno zatim jen ojedinéle. Zakladni metodou
pro stanoveni kovi je atomova absorpéni spektrometrie (AAS), nastrojem s nejveétSimi
moznostmi je hmotnostni spektrometrie s ionizaci induktivné vazanou plasmou (ICP/MS).
Vybér metod pro stanoveni ukazatelti biologického monitorovani neni v CR vazan ptedpisy [1].

Aromatické aminy se bézné stanovuji naptiklad ve vzorcich materidlu, pracovniho
ovzdusi, vyluhl, potravin a podobné. Pfi biologickém monitorovani se tyto latky nejcastéji
stanovuji v moci, nebo jako sulfinamidové adukty s krevnimi proteiny. V oblasti monitorovani
aromatickych amini se nejéastéji posuzuje expozice toluendiisokyanatim (TDI), které jsou
dilezitymi primyslovymi chemikaliemi. Pouzivaji se pfi vyrobé polyuretanovych polymerd,
jako jsou napiiklad pény, natérové hmoty, sportovni vybaveni (lyze, tenisové rakety),
nebo obuv a nabytek [27,28]. Toluendiisokyanat mize ve vysokych koncentracich zptsobovat
podrazdéni sliznice, ma senzibilizujici vlastnosti, mtize zpiisobovat astma a také mize postupné
zhorSovat funkci plic. Je karcinogenni pro zvitata, pro ¢lovéka jeho karcinogenita zatim
prokazana nebyla [30]. Primyslové se vyrabi jako smés 2,4- a 2,6-TDI, v poméru 80:20 [31].
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Ukazateli této expozice jsou potom 2,4- a 2,6-toluendiaminy (TDA). Obvykle se monitorovani
téchto latek v biologickém materialu kombinuje s jejich stanovenim ve vzduchu [17].

Z hlediska pravniho a hygienického jsou pro hodnoceni pracovniho prostfedi podle
natfizeni vlady ¢. 362/2007 Sb, § 14 (Hodnoceni zdravotniho rizika chemickych faktort
a prachu), definovany pfipustné expozicni limity (PEL) a nejvy$si pfipustné koncentrace
(NPK - P) [29].

Piipustné expozicni limity jsou celosménové, Casoveé vazené primery koncentraci
plynd, par nebo aerosolit v pracovnim ovzdusi, jimz mohou byt podle soucasného stavu
védomosti a znalosti vystaveni zaméstnanci pii osmihodinové pracovni dobé€, aniz by u nich
doslo i pfi celozivotni pracovni expozici k poskozeni zdravotniho stavu, k ohrozeni jejich
pracovni schopnosti a pracovni vykonnosti. Vykyvy koncentrace skodliviny nad hodnotu PEL
az do hodnoty NPK - P musi byt vpribéhu smény kompenzovany jejim poklesem tak,
aby nebyla hodnota PEL piekro¢ena. PEL plati za pfedpokladu, ze zaméstnanec je zatézovan
télesnou praci, pfi které jeho priméernd plicni ventilace nepiekracuje 20 litri za minutu a doba
vykonu prace nepiesahuje 8 hodin [29].

Nejvyssi pripustné koncentrace chemickych latek v pracovnim ovzdus$i jsou takové
koncentrace, kterym nesmi byt zaméstnanec v zadném casovém useku pracovni doby vystaven.
Podle citlivosti pouzité analytické metody pro stanoveni Skodliviny v pracovnim ovzdusi je
mozné porovnavat s NPK - P ¢asové vazeny pramér jeji koncentrace po dobu nejvyse 15 minut
[29].

Analogie PEL a NPK - P v pracovnim prostiedi plati pro Zivotni prostiedi. Hovofi se
0 pfipustnych koncentracich (PK) nebo nejvyssSich piipustnych koncentracich (NPK). Je
definovana primérna 24hodinova koncentrace jako stiedni hodnota méfena na stanoveném
misté v rozmezi 24 hodin. Kratkodobou koncentraci se rozumi stfedni hodnota koncentrace
zméfena na stanoveném misté v ¢asovém useku 30 minut [1].

2.3. Zakladni metodiky stanoveni aromatickych aminu

2.3.1. Obecny postup stanoveni

Jak jiz bylo zminéno (2.2.), pro ucely biologického monitorovani expozice aromatickym
aminim lze stanovit bud’ jejich kovalentni adukty s krevnimi proteiny, kde jsou vazané
ptes cysteinovou —SH skupinu jako sulfinamidy (protein-SONH-Ar) nebo v mo¢i, do které se
z vétsi Casti vylucuji ve formé acetylderivatt (Ar-NHCOCH,).

Byla vypracovana metoda monitorovani expozice aromatickym aminim. Tento postup
ma velky vyznam pro posouzeni rizik pro zdravi zaméstnancl vystavenych plsobeni témto
latkam. Priprava vzorku a stanoveni aromatickych amind jsou ale pomérn¢ komplikované
a asove narocné [3].

Aromatické aminy, znichz nékteré jsou v biologickém materidlu pfitomny
v konjugované formé, jsou kyselou nebo alkalickou hydrolyzou pfevedeny na volné aminy.
Pokud je znamo, ze se aminy Vv materialu vyskytuji jen ve své volné formé, hydrolyza neni
nutna a vzorky se zpracuji a analyzuji podle dal§iho potupu. Volné aminy se od biologické
matrice separuji dvojitou L/L (kapalina/kapalina) extrakci nejcastéji do toluenu [3].
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Dalsim krokem celého postupu je derivatizace volnych amini (nejCastéji
perfluoroacylanhydridy). Chemicka derivatizace je cilena chemickd reakce pro urcity typ
sloucenin. Provadi se za ucelem zlepSeni chromatografického chovani - sniZeni polarity analytu
blokovanim polarnich funkénich skupin, napt. -OH, -NH,, -COOH, ke snizeni meze detekce,
nebo k podpoteni identifikace domnélého analytu po ptrevedeni na vhodny derivat v nasledné
konfirmaéni analyze. Aminy lze pievést na derivaty bud’ pomoci anhydridu kyseliny
pentafluoropropionové (PFPA) nebo anhydridu kyseliny heptafluoromaselné (HFBA) [3].

Separace a kvantitativni analyza aromatickych aminil se provadi kapilarni plynovou
chromatografii v kombinaci s detektorem elektronového zachytu (ECD), plamenovym
ionizaénim detektorem (FID) nebo termoionizaénim dusiko - fosforovym detektorem (NPD).
Nékdy muize stanoveni aromatickych aminii s témito detektory pfindset problémy, poté je
vhodna detekce sloucenin v kombinaci plynova chromatografie - hmotnostni spektrometrie
(GC/MS), ktera se béhem nékolika poslednich let stala velmi popularni [3].

2.3.2. Metodické detaily postupu stanoveni

Vyse popsana standardni metoda mize byt rizné modifikovana a mize se odliSovat
v dil¢ich krocich pracovniho postupu, podle typu dané slouceniny nebo podle typu biologického
materialu, ve kterém se aromatické aminy stanovuji. Schéma jednotlivych postupl byva stejné
jako u vyse popsané metody a véetSinou se liSi pouze v pouzitych chemikaliich a dil¢ich
operacnich parametrech.

Jednotliva méfeni se v prvni fad¢ 1isi zptisobem odbéru biologického materialu. Lisi se
vV poctu odbérd, Casovém rozmezi mezi jednotlivymi odbéry a dobou, ktera uplynula
od expozice.

Dalsim casto modifikovanym krokem je hydrolyza latek. Nejcastéji se k hydrolyze
pouziva 6 mol-dm™ kyselina chlorovodikova. Déle se miize pouzit i 3 mol-dm™ kyselina sirova.
K nasledné alkalizaci vzorkid byva nejéast&ji pouzivan 5 mol-dm™ nebo 10 mol-dm™ hydroxid
sodny. Vyznamné se ale tento krok 1isi v dobé, po kterou jsou latky hydrolyzovany. Nékteré
vzorky se hydrolyzuji ptes noc (16 hodin), nékteré jen 2 hodiny, nékteré i 1 hodinu. Teplota
byva zpravidla 100 °C. Tento krok je pravdépodobné nejvice problémovym a veskeré udaje
(Cinidlo, cas, teplota) je tfeba pro dané latky optimalizovat.

Poslednim rozdilem je kone¢na analyza vzorkli. Zde jsou moznosti dvé - plynova
nebo kapalinova chromatografie. Obé metody se kombinuji s vhodnymi detektory pro dany druh
stanovovanych latek [2, 17, 27, 28, 31].
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3. Experimentalni ¢ast

Experimentalni Cast prace zahrnuje zavedeni zakladniho analytického postupu
pro stanoveni aromatickych aminti (2.4.) a provedeni modelovych experimentt s cilem potvrdit
pfipadné anomalni chovani nékterych amind, jak bylo popsano v kapitole 1, pro dalsi studium
jeho pri¢in. Na zakladé predbézné analyzy jednotlivych kandidatskych latek byl sestaven
definitivni soubor 18 aromatickych aminti, jejichz smésny roztok o znamych koncentracich
jednotlivych slozek byl pak analyzovan nékolika zpusoby. Nejprve byl tento smésny roztok
rovnou derivatizovdn a analyzovan plynovou chromatografii, a naméfené plochy pika
jednotlivych latek byly oznaCeny jako referencni hodnoty. Dale byl smésny roztok amint
ptidavan do destilované vody nebo lidské a potkani moci a zpracovan postupem,
ktery simuloval kompletni stanoveni aminti v redlnych vzorcich moci. Nalezené plochy pika
aminl v takto zpracovanych vzorcich byly porovnany s referencnimi hodnotami. U nékterych
amintl byly nalezeny vyznamné rozdily mezi referencnimi hodnotami a ndlezy v kompletné
zpracovanych vzorcich. Pfi¢iny téchto rozdilti budou dale studovany.

3.1. Pristroje a chemikalie

Pristroje: vrtitko - Thermoline, Maximix
centrifugy - Hettich Zentrifugen EBA 21, Hettich Zentrifugen EBA 20
vyhiivaci blok — Multi - block heater
vakouva odparka - Jouan RC 10-22
plynovy chromatograf Agilent 6890N s plamenovym ionizaénim detektorem
Chemikalie: toluen p.a. - Merck
acetonitril - Merck
koncentrovana H,SO, - Cistota 96,6 %
NaOH - Merck, CAS: 1310-73-2, ¢istota 99,6 %
Na,HPO,-2 H,0 -Merck, CAS: 10028-24-7, ¢istota 99,5 %
NaH,PO,-H,0 - Merck, CAS: 10049-21-5, ¢istota 99,0 %

HFBA (anhydrid kyseliny heptafluoromaselné) -CAS: 336-59-4,
Cistota 99,0 %

anilin (A) - Fluka Chemika, CAS: 62-53-3, ¢istota 99,5 %

o-toluidin (o-T) - Aldrich Chemical Company, CAS: 95-53-4,
¢istota 99,0 %
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m-toluidin (m-T) - Aldrich Chemical Company, CAS: 108-44-1,
¢istota 99,0 %

p-toluidin (p-T) - Loba Feinchemie, CAS: 106-49-0, ¢istota 99,0 %

2,4-toluendiamin (2,4-TDA) - Fluka Chemika, CAS: 95-80-7,
¢istota 98,0 %

2,6-toluendiamin (2,6-TDA) - Aldrich Chemical Company,
CAS: 823-40-5, ¢istota 97,0 %

3,4-toluendiamin (3,4-TDA\) - Fluka Chemika, CAS: 496-72-0,
¢istota 97,0 %

1-naftylamin (1-NA) - Lachema Brno, CAS: 134-32-7, ¢istota 99,0 %
2-naftylamin (2-NA) — Lachema Brno, CAS: 91-59-8, ¢istota 99,0 %

3,3'-methylendianilin (3,3'-MDA) - Aldrich Chemical Company,
CAS: 19471-126, cistota 97,0 %

4,4'-methylendianilin (4,4'-MDA) - Aldrich Chemical Company,
CAS: 101-77-9, ¢istota 97,0 %

4-aminobifenyl (4-AB) — Riedel - de Haén, CAS: 92-67-1, ¢istota 98,5 %

2-aminoanthracen (2-AA) - zapijceno z katedry analytické chemie
PiF UK, CAS: 613-13-8

2-aminofluoren (2-AF) - zaptijceno z katedry analytické chemie PfF UK,
CAS: 153-78-6

2-amino-9-fluorenon (2-A-9-F) - zapijceno z Katedry analytické chemie
PiF UK, CAS: 3096-57-9

3-aminofluoranthen (3-AFA) - zaptjéeno z katedry analytické chemie
PiF UK, CAS:13177-26-9

1-aminopyren (1-AP) - Aldrich Chemical Company, CAS: 1606-76-3,
¢istota 97,0 %

6-aminochrysen (6-ACh) - Aldrich Chemical Company, CAS: 2642-98-0,
¢istota 97,0 %

3-aminobenzanthron (3-ABA) - syntetizovano na katedfe organické
chemie VSCHT a dodano ve formé roztoku v acetonitrilu
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3.2. GC analyza

Veskera plynové - chromatografickd stanoveni byla provedena na pfistroji Agilent
6890N s plamenovym ioniza¢nim detektorem. Vzorky byly analyzovany na kolon¢ DB-5MS Ul
(délka 30 m, vnitini primér 250 pum a tloustka filmu 0,25 um) od firmy J&W Scientific.
Nosnym plynem byl dusik o priitokové rychlosti 1,5 ml/min. Analyzy byly provadény v rezimu
split v poméru 1:20. Teplota injektoru: 250 °C, nastiik: 1 pl. Teplota kolony: 50 - 320 °C
s teplotnim gradientem 30 °C/min. Doba jedné analyzy byla 14 minut. Teplota detektoru:
250 °C.

3.3. Priprava roztoku

3.3.1. Priprava pomocnych roztok

- 0,1 mol-dm™ fosfatovy pufr, pH 7,0: 0,2 mol-dm™ NaH,PO, (100 ml) byl ptipraven
rozpuSténim 2,788 g pevného NaH,PO4 H,O Vv destilované vodé, ve 100ml odmérné barce.
0,2 mol-dm> Na,HPO, (200 ml) byl pfipraven rozpusténim 7,155 g pevného Na,HPO,-2 H,0O
Vv destilované vod¢é, ve 200ml odmérné batice. K ptipravé pufru bylo pouzito 39,0 ml
0,2 mol-dm> NaH,PO, a 61,0 ml 0,2 mol-dm Na,HPO,. Roztok byl v odmérné bance doplnén
destilovanou vodou na 200 ml a upraven na ptesnou hodnotu pH 7,0.

- 3 mol-dm? H,SO,4: 16,6 ml koncentrované H,SO, bylo doplnéno v odmérné baiice
destilovanou vodou na 100 ml.

- 10 mol-dm® NaOH: 200 g pevného NaOH bylo doplnéno v odmérné barice
destilovanou vodou na 500 ml.

3.3.2. Priprava zasobnich a smésnych roztokd aromatickych amint

Roztoky pevnych aromatickych aminti (1 mg/ml) byly pfipraveny navazenim 3 mg
dané latky na analytickych vahach a rozpusténim ve 3 ml acetonitrilu. Roztoky kapalnych latek
(1%) byly pfipraveny odméfenim 30 pl téchto latek a doplnénim 2970 pl acetonitrilu. Jejich
koncentrace tedy byla desetkrat vyssi, nez u roztokd pevnych latek. Zvlast byl pfipraven roztok
latky 3-aminobenzanthronu. Koncentrace zasobniho roztoku byla 32 ug/ml acetonitrilu.
Ze zasobniho roztoku bylo odméfeno 312,5 pl a roztok byl doplnén 687,5 upl toluenu.
Jeho vysledna koncentrace byla tedy 10 pug/ml a tento roztok byl jiz pouzit piimo k derivatizaci.

Roztok 3-aminobenzanthronu byl také zakoncentrovan pro stanoveni latek v matrici.
Kvuli jeho omezenému mnozstvi bylo 15,625 ml roztoku 3-aminobenzanthronu (32 pg/ml
acetonitrilu) postupné¢ po cca 5 ml pfidavano do 10ml zkumavky a Caste¢né odpatfovano
ve vakuové odparce Jouan pii teploté¢ 40 °C, do zbytku pfiblizn¢ 1 ml. Poté byl vysuSen
dosucha. Odparek byl rozpustén ve 3 ml acetonitrilu. Tento roztok byl ptidan do syntetické
smési standardd aromatickych amind, kde jeho vysledna koncentrace ¢inila 25 pg/ml (3.4.2.).
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3.4. Postup derivatizace jednotlivych amint a priprava smési
aromatickych aminu

3.4.1. Derivatizace roztokt jednotlivych aromatickych amint

Z ptipravenych zasobnich roztokt pevnych aromatickych amini (1 mg/ml) bylo
odebrano po 100 ul do 4ml vialek. Roztoky byly doplnény 900 ul toluenu. Koncentrace téchto
latek ve vzorku tedy byla 100 pg/ml. Ze zasobnich roztokui kapalnych aromatickych amint
(10 mg/ml) bylo odebrano po 10 pl a doplnéno 990 pl toluenu. Koncentrace téchto roztokt byla
také 100 pg/ml. K sad¢ roztokl byl pfidan jiz dfive pfipraveny roztok 3-aminobenzanthronu
(10 pg/ml) (3.2.2.). Koncentrace tohoto vzorku tedy byla desetkrat niz$i, neZz koncentrace
ostatnich roztokti. Do vSech vialek s roztoky bylo pfidano 20 pl derivatiza¢niho ¢inidla HFBA.
Vialky byly vlozeny do bloku, vyhiatého na 50 °C. Derivatizace latek v bloku probihala po
dobu 1 hodiny. Po vyjmuti z vyhiivaciho bloku byl do vialek pfidan 1 ml 0,1 mol-dm™
fosfatového pufru o pH 7,0. VSechny vzorky byly 1 minutu protfepavany na vrtitku
a poté stoeny v centrifuze pti 5000 otackach po dobu 5 minut. Oddélené toluenové extrakty
byly pteneseny do dalsi sady 4ml vialek a zcela vysuseny ve vakuové odparce Jouan. Vysouseni
trvalo 40 min, pfi 40 °C. Po vysuSeni byly vzorky rozpustény ve 200 ul toluenu
(3-aminobenzanthron ve 100 ul toluenu) a analyzovany plynovou chromatografii s plamenovym
ionizaénim detektorem (3.2.) [32]. Zmétenim jednotlivych vzorkd aromatickych amint byla
zjisténa jejich charakteristicka odezva, reten¢ni Casy a jejich poradi (4. - Tab. 2) a pfistoupilo se
k dalsimu kroku celého experimentu.

3.4.2. Priprava smésného roztoku aromatickych aminu

Do jedné 4ml vialky bylo odméfeno po 100 ul ze vSech zasobnich roztokd jednotlivych
latek a rozpoustédlo bylo odfoukano dusikem na objem 0,5 ml. Do druhé 4ml vialky bylo
odméteno po 10 pl vSech zasobnich roztoku. Do obou vzorkli byl pfidan 1 ml toluenu
a derivatizaCni Cinidlo HFBA. Do vialky se 100 pl zasobnich roztokdi bylo ptidano 40 pl
¢inidla, do druhé vialky s nizsi koncentraci roztokd bylo piidano pouze 20 pl ¢inidla. Dalsi
postup byl stejny jako pii derivatizaci jednotlivych aminid. Obé vialky byly vlozeny do bloku,
vyhtatého na 50 °C na 1 hodinu. Do roztokii byl pfidan 1 ml 0,1 mol-dm™ fosfatového pufru
0pH 7,0, kterym byl poté toluen po dobu 1 minuty promyvan na vrtitku. Poté byly vzorky
stoCeny na centrifuze pii 5000 otickach po dobu 5 minut. Toluenova vrstva byla odebrana
do novych 4ml vialek a vzorky byly zcela vysuSeny a rozpustény v 1 ml toluenu (vzorky
0 koncentraci 100 pg/ml) nebo ve 100 ul toluenu (roztoky o koncentraci 10 pug/ml). Na zakladé
namétfenych vysledkit byl poté navrzen vhodny pomér koncentraci jednotlivych latek tak,
aby jejich plochy piki byly srovnatelné (4. - Obr. 2). Poté byla pfipravena vysledna synteticka
smes vSech standardi aromatickych aminti. Do 25 ml Erlenmayerovy baiky se zdbrusem bylo
odméteno po 1 ml vSech zasobnich roztokd pevnych latek o koncentraci 1 mg/ml. Zasobnich
roztokl kapalnych latek o koncentraci 10 mg/ml bylo odméteno po 150 pl a zasobniho roztoku
p-toluidinu o koncentraci 1 mg/ml bylo odméfeno 1,5 ml. Do smési byly dale ptidany 3 ml
pripraveného roztoku 3-aminobenzanthronu o koncentraci 166,67 pug/ml (3.3.2.). Cela smés byla
doplnéna 2,05 ml acetonitrilu na celkovy objem 20 ml. Vysledné koncentrace aromatickych
amind ve smési tedy byly: A, o-T, m-T a p-T: 75 pg/ml, 3,4-TDA, 2,6-TDA, 2,4-TDA, 1-NA,
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2-NA, 2-AF, 3,3'-MDA, 2-A-9-F, 2-AA, 4,4'-MDA, 3-AFA, 1-AP, 6-ACh: 50 pg/ml a 3-ABA:
25 pg/ml.

3.4.3. Priprava roztoku 4-AB-HFB jako vnitiniho standardu

V modelovych experimentech (3.5.) jsou posuzovany rozdily mezi referencnimi
hodnotami (plochy pikd aromatickych amin) a hodnotami nalezenymi v kompletné
zpracovanych vzorcich. Pfi provadeéni dané série chromatografickych analyz je ucelné
eliminovat variabilitu zplsobenou vlastni instrumentalni analyzou (objem vzorku, kolisani
odezvy detektoru apod.). Z tohoto dtvodu byl ke vSem vzorkim pfidavan vnitini standard
az po vSech kritickych krocich zpracovani vzorku. Jako vnitini standard byl pouzit predem
derivatizovany 4-aminobifenyl (4-AB-HFB), jehoz roztok v toluenu (10 pg/100 pl) slouzil
K rozpousténi finalnich odparkti vSech vzorkd pfed GC analyzou. Tento roztok byl piipraven
tak, ze 1,2 ml zasobniho roztoku 4-AB v acetonitrilu (1 mg/ml) bylo pievedeno na HFB derivat
(3.3.1.), ktery byl rozpustén ve 12 ml toluenu.

3.5. Provedeni modelovych experimentu

3.5.1. Provedeni modelového experimentu pro smés aromatickych aminu
pfitomnych v matrici

Protoze se aromatické aminy v mo¢i vyskytuji ve formé acetylderivati (2.3.), pro jejich
stanoveni je nutné je nejprve hydrolyzovat. Pro provedeni celého experimentu se vzorky
s matrici bylo tedy nutné¢ nasimulovat podminky kysel¢ hydrolyzy. Dale pfibyly dalsi dva
kroky- neutralizace a extrakce do toluenu. Jako matrice byly pouzity lidska a potkani moc.
Pro kontrolu se smés stanovovala i v destilované vodé. Do 10ml Sroubovacich zkumavek bylo
odpipetovano 200 pl smésného roztoku aromatickych aminl. Mnozstvi jednotlivych latek
v tomto objemu tedy byla: A, o-T, m-T a p-T: 15 pg/200 ul, 3,4-TDA, 2,6-TDA, 2,4-TDA,
1-NA, 2-NA, 2-AF, 3,3'-MDA, 2-A-9-F, 2-AA, 44'-MDA, 3-AFA, 1-AP a 6-ACh:
10 ug/200 pl a 3-ABA: 5 pg/200 pl. Dale byly piidany 2 ml dané matrice a 1 ml 3 mol-dm™
H,SO, Zkumavky byly vlozeny na 2 h do bloku, vyhfatého na 100°C. Poté byly vzorky
zchlazeny, zalkalizovany 2 ml 10 mol-dm® NaOH a promichany na vrtitku. Dale se
do zkumavek piidaly 2 ml toluenu. VSechny zkumavky byly po dobu 2 minut ruéné protiepany
a stoCeny v centrifuze pii 5000 otackach po dobu 10 minut. Toluenova vrstva byla odebrana
do 4ml vialek. K roztokiim bylo ptidano 20 pl derivatiza¢niho ¢inidla HFBA. Dale nasledovala
derivatizace podle stejného postupu, jako pii méfeni bez matrice (3.4.2.). Jediny rozdil byl pii
rozpousténi kone¢ného odparku po vysuSeni vzorku. Odparek byl rozpustén ve 100 pl
zasobniho roztoku 4-AB-HFB (10 ug/100 ul), ktery slouzil pro kontrolu jako vnitini standard
(3.4.3.). Vzhledem k naro¢nosti celého experimentu a omezenému casu bylo toto méfeni
provedeno pouze dvakrat.
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3.5.2. Provedeni modelového experimentu pro smés aromatickych amint bez
matrice

Soucasné s modelovym experimentem pro smes latek v matrici se provadél i experiment
pro smeés standardi aromatickych amin bez matrice. Z pracovniho postupu byla vynechéna
simulovana hydrolyza, alkalizace a extrakce toluenem. Smés standardti v toluenu (200 ul) byla
rovnou derivatizovana (3.4.2.) a zmé&fena pomoci GC/FID. Ziskaly se tak referen¢ni hodnoty,
k nimz se vztahovaly vysledky méfeni vzorki s matrici.
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4. Vysledky a diskuze

Cilem celého experimentu bylo zjisténi kritickych krokti obecného pracovniho postupu
pro stanoveni aromatickych amind, které mohou byt zdrojem chyb.

Pro vybrany soubor testovacich latek byly naméfeny jejich retencni casy (Tab. 2)
a chromatografické odezvy (plochy piki), na zakladé kterych byla sestavena vhodna smes.
Chromatogram této smési je ukdzan na Obr. 2. Testovaci smés byla nejprve opakované
analyzovana maximaln¢ zjednodusenym postupem (3.5.2.), aby byly ziskany referenéni hodnoty
ploch pika (Tab. 3 - 6, Graf 1). Z téchto udaji je ziejmé, Ze k vEét§im ztratam latek nedochazi
a smes je stabilni. Déle byla testovaci smés piidavana do jednotlivych matrici (voda, potkani
a lidskd moc) a vzorky byly zpracovany kompletnim postupem. Plochy pikii jednotlivych amind
vV matricich jsou ukazany v Tab. 7 - 12. Z téchto hodnot byly sestrojeny grafy pro jednotlivé
matrice (Graf 2 - 4). Z naméfenych hodnot vSech analyz (bez matrice i S jednotlivymi
matricemi) byl zvlast’ sestrojen graf pro vnitini standard 4-AB-HFB, pro potvrzeni jeho stability
(Graf 5). Z porovnani grafii pro stanoveni aromatickych amini v jednotlivych matricich se
stanovenimi bez matrice je zfejmé, Ze pfi simulaci celého postupu stanoveni aromatickych
aminti v mo¢i dochazi u nékterych latek k velkym ztratam. Bliz§i souhrn, pravdépodobné
davody a diskuze téchto ztrat jsou uvedeny nize.

Tab. 2 - Hodnoty retencnich casii jednotlivych aromatickych aminii - GC/FID

latka zkratka t, [min]
anilin A 4,09
o-toluidin o-T 4,38
m-toludin m-T 4,54
p-toluidin p-T 4,61
3,4-diaminotoluen 3,4-TDA 5,73
2,6-diaminotoluen 2,6-TDA 6,01
2,4-diaminotoluen 2,4-TDA 6,09
1-naftylamin 1-NA 6,19
2- naftylamin 2-NA 6,43
4-aminobifenyl 4-AB 7,15
2-aminofluoren 2-AF 7,89
3,3'-methylendiamin 3,3’-MDA 8,11
2-amino-9-fluorenon 2-A-9-F 8,30
2-aminoanthracen 2-AA 8,57
4,4'-methylendiamin 4,4’-MDA 8,64
3-aminofluoranthen 3-AFA 9,08
1-aminopyren 1-AP 9,27
6-aminochrysen 6-ACh 10,02
3-aminobenzanthron 3-ABA 10,32
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Obr. 2 - Chromatogram smési 18 aromatickych aminii bez matrice + 4-AB-HFB (pik 10) jako

vnitini standard

Tab. 3 - Hodnoty ploch pikii referencnich vzorkii - smés aromatickych aminit bez matrice

mereni ¢. 1
latka tr [min] plocha piku
VZ. a) vz. b) vz.c)  arit. pramér SD RSD
%

anilin 4,08 108,90 89,30 94,80 92,05 4,87 5,29
o-toluidin 4,37 133,80 122,10 125,50 127,13 6,91 5,44
m-toluidin 4,54 132,40 124,60 128,00 128,33 461 3,60
p-toluidin 4,60 136,50 131,40 134,30 134,07 3,01 2,25
toluen-3,4-diamin 5,72 104,70 106,00 109,10 106,60 2,60 244
toluen-2,6-diamin 6,00 139,20 140,00 142,50 140,57 1,95 1,39
toluen-2,4-diamin 6,09 130,50 130,60 134,20 131,77 2,19 1,66
1-naftylamin 6,19 122,20 123,90 127,00 124,37 2,84 2,28
2-naftylamin 6,43 118,70 119,80 123,20 120,57 2,66 2,21
2-aminofenantren 7,87 121,70 122,50 125,50 123,23 2,25 1,83
3,3-methylendiamin 8,12 128,80 129,70 133,30 130,60 2,66 6,72
2-amino-9-fluorenon 8,31 101,40 100,80 103,20 101,80 1,42 1,39
2-aminoanthracen 8,52 102,10 100,50 103,60 102,07 1,83 1,79
4,4-methylendiamin 8,65 125,80 121,20 126,00 124,33 2,84 2,28
3-aminofluoranthen 9,08 114,10 115,30 118,10 115,83 2,36 2,04
1-aminopyren 9,27 121,70 123,30 126,40 123,80 2,78 2,25
6-aminochrysen 10,01 115,80 117,00 119,90 117,57 2,42 2,06
3-aminobenzanthron 10,33 41,20 41,60 42,80 41,87 0,95 2,27
4-aminobifenyl 7,15 128,60 128,30 127,40 128,10 0,71 0,55
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Tab. 4 - Hodnoty ploch pikii referencnich vzorkii - smés aromatickych aminii bez matrice

meéreni ¢. 2
latka tr [min] plocha piku
VZ. a) vz.b)  arit. primér SD RSD
%

anilin 4,09 101,70 74,70 88,20 23,93 27,13
o-toluidin 4,38 122,40 98,80 110,60 20,91 18,91
m-toluidin 4,54 121,80 100,30 111,05 11,86 10,68
p-toluidin 4,61 127,00 108,40 117,70 16,48 14,00
toluen-3,4-diamin 5,72 98,00 90,80 94,40 6,38 6,76
toluen-2,6-diamin 6,00 132,80 123,50 128,15 8,24 6,43
toluen-2,4-diamin 6,09 120,40 112,10 116,25 7,36 6,30
1-naftylamin 6,19 118,20 110,20 114,20 7,09 6,21
2-naftylamin 6,43 116,00 108,30 112,15 6,82 6,08
2-aminofenantren 7,87 118,90 110,10 114,50 7,80 6,81
3,3-methylendiamin 8,11 123,60 113,50 118,55 8,95 7,55
2-amino-9-fluorenon 8,30 93,40 89,20 91,30 3,72 4,07
2-aminoanthracen 8,52 86,20 85,30 85,75 0,80 0,93
4,4-methylendiamin 8,64 110,70 108,10 109,40 2,30 2,10
3-aminofluoranthen 9,07 109,50 100,80 105,15 7,71 7,33
1-aminopyren 9,27 116,90 107,60 112,25 8,24 7,34
6-aminochrysen 10,01 106,90 98,10 102,50 7,80 7,61
3-aminobenzanthron 10,33 36,60 33,40 35,00 2,84 8,11
4-aminobifenyl 7,15 138,80 141,00 139,90 1,95 1,39

Tab. 5 - Hodnoty ploch pikii referencnich vzorkii - smés aromatickych aminii bez matrice

mereni ¢. 3
latka tr [min] plocha piku

VZ. a) vz. b) vz.c)  arit. pramér SD RSD %
anilin 4,09 105,60 72,10 77,80 85,20 19,79 23,20
o-toluidin 4,38 116,70 92,10 98,00 102,27 14,53 14,21
m-toluidin 4,54 115,00 93,70 98,30 102,33 12,58 12,29
p-toluidin 4,61 117,80 99,40 101,80 106,33 10,87 10,22
toluen-3,4-diamin 5,72 84,60 77,40 83,70 81,90 4,25 5,19
toluen-2,6-diamin 6,00 115,60 107,50 115,40 112,83 4,79 4,25
toluen-2,4-diamin 6,09 99,10 91,20 98,30 96,20 4,67 4,85
1-naftylamin 6,19 102,80 94,40 99,90 99,03 4,96 5,01
2-naftylamin 6,43 103,90 95,00 101,40 100,10 5,79 5,78
2-aminofenantren 7,88 109,70 101,80 109,60 109,65 0,09 0,08
3,3-methylendiamin 8,11 112,70 105,20 113,30 110,40 4,79 4,34
2-amino-9-fluorenon 8,30 87,30 82,60 89,20 86,37 3,90 4,52
2-aminoanthracen 8,52 75,00 68,50 75,40 72,97 4,08 5,59
4,4-methylendiamin 8,64 73,00 72,10 68,10 71,07 2,89 4,07
3-aminofluoranthen 9,08 99,00 93,20 100,20 97,47 4,14 4,25
1-aminopyren 9,26 105,70 99,40 107,00 104,03 4,49 4,32
6-aminochrysen 10,01 93,60 88,00 94,90 92,17 4,08 4,43
3-aminobenzanthron 10,33 34,20 31,90 34,40 33,50 1,48 4,42
4-aminobifenyl 7,15 135,40 132,80 132,50 133,57 1,71 1,28
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Tab. 6 - Hodnoty ploch pikii referencnich vzorkii - smés aromatickych aminii bez matrice

mereni ¢. 4
latka tr [min] plocha piku
vz.a) vz.Dh) vz.c)  arit. primér SD RSD
%

anilin 4,09 92,40 104,90 111,20 102,83 11,11 10,80
o-toluidin 4,38 113,30 126,40 122,20 120,63 7,34 6,08
m-toluidin 4,54 113,20 125,80 120,70 119,90 7,44 6,21
p-toluidin 4,60 116,40 128,50 123,30 122,73 7,15 5,83
toluen-3,4-diamin 5,72 85,70 90,80 91,70 89,40 3,54 4,00
toluen-2,6-diamin 6,00 115,70 113,10 122,00 116,93 5,26 4,50
toluen-2,4-diamin 6,09 103,60 109,20 111,10 107,97 4,43 4,10
1-naftylamin 6,19 109,40 116,40 118,60 114,80 5,44 4,74
2-naftylamin 6,43 110,40 117,50 120,10 116,00 5,73 4,94
2-aminofenantren 7,87 119,00 125,50 127,70 124,07 5,14 4,14
3,3-methylendiamin 8,11 113,80 111,10 121,30 115,40 6,03 5,23
2-amino-9-fluorenon 8,30 86,50 82,10 91,00 86,53 5,26 6,08
2-aminoanthracen 8,52 71,00 69,90 75,40 72,10 3,25 451
4,4-methylendiamin 8,64 98,70 90,40 103,50 97,53 7,74 794
3-aminofluoranthen 9,08 107,60 113,60 116,50 112,57 5,26 4,67
1-aminopyren 9,27 116,20 122,80 125,80 121,60 5,67 4,66
6-aminochrysen 10,01 103,40 109,50 111,70 108,20 4,90 4,53
3-aminobenzanthron 10,33 37,20 39,70 40,50 39,13 1,95 5,00
4-aminobifenyl 7,15 131,70 131,80 141,70 135,07 5,91 4,38

Tab. 7 - Hodnoty ploch pikii - smés aromatickych aminii v destilované vody, méreni ¢.

latka tr [min] plocha piku
VZ. a) vz. b) vz.c)  arit. pramér SD RSD
%

anilin 4,09 48,00 50,20 47,00 48,40 1,89 3,90
o-toluidin 4,38 91,60 97,40 90,70 93,23 3,96 4,25
m-toluidin 4,54 100,20 105,40 98,30 101,30 4,19 4,14
p-toluidin 4,61 107,80 113,20 105,60 108,87 4,49 4,12
toluen-3,4-diamin 5,72 49,00 51,10 44,50 48,20 3,90 8,09
toluen-2,6-diamin 6,00 45,80 41,90 44,40 44,03 2,30 5,22
toluen-2,4-diamin 6,09 40,60 43,70 39,80 41,37 2,30 5,56
1-naftylamin 6,19 98,60 102,30 93,20 98,03 5,38 5,49
2-naftylamin 6,43 98,10 102,50 93,60 98,07 5,26 5,36
2-aminofenantren 7,88 103,00 107,00 98,80 102,93 4,84 470
3,3-methylendiamin 8,11 104,70 109,10 100,60 104,80 5,02 479
2-amino-9-fluorenon 8,31 82,70 85,70 79,20 80,95 3,10 3,83
2-aminoanthracen 8,52 64,20 63,80 58,20 62,07 3,54 5,70
4,4-methylendiamin 8,65 93,00 105,10 60,90 86,33 26,11 30,24
3-aminofluoranthen 9,08 92,30 95,40 86,20 91,30 5,44 5,96
1-aminopyren 9,27 99,60 102,40 94,20 98,73 4,84 4,90
6-aminochrysen 10,01 74,00 75,70 68,90 72,87 4,02 552
3-aminobenzanthron 10,34 31,70 34,10 30,00 31,93 2,42 7,58
4-aminobifenyl 7,15 140,80 142,50 140,40 141,23 1,24 0,89
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Tab. 8 - Hodnoty ploch pikii - smés aromatickych aminii v destilované vodeé,; méreni ¢. 2

latka tr [min] plocha piku
VZ. a) vz. b) vz.c)  arit.pramér SD RSD
%

anilin 4,09 19,60 25,90 30,10 25,20 6,20 24,60
o-toluidin 4,37 53,40 63,60 69,50 62,17 9,51 15,30
m-toluidin 4,54 67,80 70,60 77,40 71,93 5,67 7,88
p-toluidin 4,61 65,80 72,60 80,60 73,00 8,74 11,97
toluen-3,4-diamin 5,72 43,90 46,20 49,90 46,67 3,54 7,59
toluen-2,6-diamin 6,00 76,60 70,60 70,90 72,70 3,54 4,87
toluen-2,4-diamin 6,09 63,40 58,30 58,70 60,13 3,01 5,01
1-naftylamin 6,19 83,80 80,60 86,60 83,60 3,54 4,23
2-naftylamin 6,43 87,80 83,30 89,00 86,70 3,37 3,89
2-aminofenantren 8,21 96,40 91,50 96,00 94,63 2,89 3,05
3,3-methylendiamin 8,11 99,40 95,20 98,90 97,83 2,48 2,54
2-amino-9-fluorenon 8,30 79,30 74,70 78,30 77,43 2,72 3,51
2-aminoanthracen 8,52 43,20 47,10 49,90 46,73 3,96 8,47
4,4-methylendiamin 8,64 95,40 90,10 86,40 90,63 5,32 5,87
3-aminofluoranthen 9,07 83,80 80,80 82,90 82,50 1,77 2,15
1-aminopyren 9,26 89,50 86,90 90,70 89,03 2,25 2,53
6-aminochrysen 10,01 66,10 63,50 66,00 65,20 1,54 2,36
3-aminobenzanthron 10,33 29,70 28,10 29,40 29,07 0,95 3,27
4-aminobifenyl 7,15 135,90 133,80 135,40 135,03 1,24 0,92

Tab. 9 - Hodnoty ploch pikii - smés aromatickych aminii v potkani moci; méreni ¢. 1

latka tr [min] plocha piku
VZ. a) vz. b) vz.c)  arit.pramér SD RSD
%

anilin 4,09 50,40 79,60 53,60 61,20 17,25 28,19
o-toluidin 4,38 88,40 106,90 91,10 95,47 10,93 11,45
m-toluidin 4,54 99,40 117,40 103,30 106,70 10,63 9,71
p-toluidin 4,61 108,70 121,80 111,60 114,03 7,74 6,79
toluen-3,4-diamin / / / / / / /
toluen-2,6-diamin 6,00 45,90 45,90 47,00 46,27 0,65 1,40
toluen-2,4-diamin 6,09 42,10 37,70 41,50 40,43 2,60 6,43
1-naftylamin 6,19 66,60 78,80 71,30 72,23 7,21 9,98
2-naftylamin 6,43 88,70 95,60 93,40 92,57 4,08 441
2-aminofenantren 7,88 79,10 100,10 81,60 86,93 12,41 14,28
3,3-methylendiamin 8,11 102,90 103,00 109,20 102,95 0,09 0,01
2-amino-9-fluorenon 8,30 80,50 78,90 82,40 80,60 2,07 2,57
2-aminoanthracen 8,52 6,30 21,60 7,60 11,83 9,04 76,42
4,4-methylendiamin 8,64 80,50 97,20 82,00 86,57 9,87 11,4
3-aminofluoranthen 9,07 25,40 36,60 28,10 30,03 6,62 22,04
1-aminopyren 9,26 50,80 89,80 55,00 65,20 23,04 35,34
6-aminochrysen 10,01 19,70 57,80 24,10 33,87 22,51 66,46
3-aminobenzanthron 10,33 /29,60 / 29,60 0 0
4-aminobifenyl 7,15 137,50 135,40 137,70 136,87 1,36 0,99
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Tab. 10 - Hodnoty ploch pikii - smés aromatickych aminii v potkani moci;, méreni ¢. 2

latka tr [min] plocha piku
VZ. a) vz. b) vz.c)  arit.pramér SD RSD
%
anilin 4,08 24,40 20,20 34,70 26,43 8,67 32,43
o-toluidin 4,37 52,00 46,50 70,40 65,30 14,12 25,08
m-toluidin 4,54 64,40 59,00 83,90 69,10 14,71 21,29
p-toluidin 4,61 70,90 65,10 92,80 76,27 16,37 21,46
toluen-3,4-diamin / / / / / / /
toluen-2,6-diamin 6,00 65,80 63,60 76,00 68,47 7,33 10,71
toluen-2,4-diamin 6,09 5490 53,10 63,40 57,13 6,09 10,66
1-naftylamin 6,19 56,70 55,10 65,70 59,17 6,26 10,58
2-naftylamin 6,43 76,70 75,50 90,40 80,87 8,80 10,88
2-aminofenantren 7,87 70,60 70,00 82,10 74,23 7,15 9,63
3,3-methylendiamin 8,11 93,80 9580 112,90 100,83 11,28 11,19
2-amino-9-fluorenon 8,30 71,60 72,20 84,60 76,13 7,68 10,09
2-aminoanthracen 8,52 5,30 4,60 4,70 4,87 0,41 8,42
4,4-methylendiamin 8,64 82,50 65,80 78,60 75,63 9,87 13,05
3-aminofluoranthen 9,07 23,20 22,10 24,90 23,40 1,65 7,05
1-aminopyren 9,27 50,90 48,00 58,90 52,60 6,44 1224
6-aminochrysen 10,01 20,10 18,60 24,10 20,93 3,25 15,53
3-aminobenzanthron / / / / / / /
4-aminobifenyl 7,15 134,20 133,80 134,10 134,03 0,24 0,18
Tab. 11 - Hodnoty ploch pikii - smés aromatickych aminii v lidské moci; méreni ¢. 1
latka tr [min] plocha piku
VZ. a) vz. b) vz.c)  arit.pramér SD RSD
%

anilin 4,09 69,50 69,10 64,30 67,63 3,07 4,54
o-toluidin 4,38 105,00 106,40 100,70 104,03 3,37 3,24
m-toluidin 4,54 115,10 118,40 111,90 115,13 3,84 3,34
p-toluidin 4,61 120,70 124,40 118,20 121,10 3,66 3,02
toluen-3,4-diamin / / / / / / /
toluen-2,6-diamin 6,00 48,30 48,60 46,80 47,90 1,06 2,21
toluen-2,4-diamin 6,09 4150 43,50 40,40 41,80 1,83 4,38
1-naftylamin 6,19 81,20 73,80 76,50 77,17 4,37 5,66
2-naftylamin 6,43 95,00 97,50 95,20 95,90 1,48 1,54
2-aminofenantren 7,87 102,70 84,20 102,70 96,53 10,93 10,23
3,3-methylendiamin 8,11 104,30 115,10 101,10 106,83 8,27 7,74
2-amino-9-fluorenon 8,30 78,60 87,00 76,50 80,70 6,20 7,68
2-aminoanthracen 8,52 23,30 6,70 20,50 16,83 9,81 58,29
4,4-methylendiamin 8,64 96,40 102,40 70,20 89,67 19,02 21,21
3-aminofluoranthen 9,08 39,10 29,00 35,70 34,60 597 17,25
1-aminopyren 9,27 91,90 57,90 91,50 91,70 0,35 0,38
6-aminochrysen 10,01 60,90 29,20 61,60 61,25 0,62 1,01
3-aminobenzanthron 10,33 14,00 11,30 13,00 12,77 1,60 12,53
4-aminobifenyl 7,15 134,60 136,60 134,10 135,10 1,48 1,10
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Tab. 12 - Hodnoty ploch pikii - smés aromatickych aminii v lidské moci; méreni ¢. 2

latka tr [min] plocha piku
VZ. a) vz. b) vz.c)  arit.pramér SD RSD
%
anilin 4,09 42,00 44,20 52,90 46,37 6,44 13,89
o-toluidin 4,37 83,80 83,40 98,00 88,40 8,63 9,76
m-toluidin 4,54 94,30 93,20 108,60 98,70 9,10 9,22
p-toluidin 4,61 97,40 97,40 114,90 103,23 10,34 10,02
toluen-3,4-diamin 5,72 16,10 14,50 15,70 15,90 0,35 2,20
toluen-2,6-diamin 6,00 76,70 78,70 84,30 79,90 4,49 5,62
toluen-2,4-diamin 6,09 62,80 64,60 69,70 65,70 4,08 6,21
1-naftylamin 6,19 87,90 89,30 96,30 91,17 4,96 5,44
2-naftylamin 6,43 97,40 99,30 107,70 101,47 6,09 6,00
2-aminofenantren 7,87 104,60 107,40 116,60 109,53 7,09 6,47
3,3-methylendiamin 8,11 106,50 110,10 117,40 111,33 6,44 5,78
2-amino-9-fluorenon 8,30 83,10 86,50 92,70 87,43 5,67 6,49
2-aminoanthracen 8,52 40,00 40,20 43,40 41,20 2,01 4,88
4,4-methylendiamin 8,64 87,40 97,90 101,50 95,60 8,33 8,71
3-aminofluoranthen 9,08 71,00 67,00 76,90 71,63 5,85 8,17
1-aminopyren 9,27 99,70 103,80 110,50 104,67 6,38 6,28
6-aminochrysen 10,01 70,50 71,60 76,40 72,83 72,83 3,49
3-aminobenzanthron 10,33 2530 25,70 27,80 26,27 1,48 5,63
4-aminobifenyl 7,15 138,40 131,00 141,20 136,87 6,03 4,41
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Graf 1 - Porovnani jednotlivych méreni smési standardu aromatickych aminii bez matrice
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Graf 2 - Porovnani jednotlivych méreni smési standardii aromatickych aminii v destilované
vodeé s referencnimi vzorky

*aritmeticky pramér 4 referen¢nich méteni vzorkii bez matrice
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Graf 3 - Porovnani jednotlivych méreni smési standardii aromatickych aminii v potkani moci
S referencnimi vzorky

*aritmeticky prumér 4 referen¢nich méfeni bez matrice
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Graf 4 - Porovnani jednotlivych méreni smési standardit aromatickych aminii v lidské moci
S referencnimi vzorky

*aritmeticky pramér 4 referen¢nich méfeni bez matrice
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Graf 5 - Porovnani jednotlivych méreni pro vnitini standard 4-AB-HFB

Jednim z moznych zdrojii ztrat stanovovanych latek v prib&hu zpracovani vzorku je
extrakce do toluenu. Jednak vytézek extrakce neni kvantitativni, jednak nelze kvantitativné
odebrat celou toluenovou vrstvu. Realisticky odhad minimalni ztraty amind pfi tomto kroku je
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ptiblizné 5 %. Z porovnani vysledkt méfeni aromatickych aminti ve vzorcich, které prosly
celym analytickym postupem se vzorky referencnimi (Grafy 2,3 a 4) je patrné, Ze celkova ztrata
u vetSiny aminti nepfesahuje 5 - 10 %, a tedy i ztraty zplUsobené extrakci budou nanejvys
této velikosti. Kur¢itym ztratdm analytd mutze dochazet i pfi CiSténi toluenovych roztokd
pufrem, po derivatizaci. Tento krok je ale zahrnut i ve zpracovani referen¢nich vzorki,
a ptipadné ztraty proto nemohou byt danou metodikou zjistény.

Ke ztratam amint muze dochazet také v souvislosti s kroky simulované hydrolyzy
anasledné alkalizace vzorku. Tento vliv se vSak zfejm¢ bude projevovat jen selektivné
u nekterych aminti. Porovnanim analyzy kontrolnich vzorkl (roztok aminii v destilované vode¢),
které prosly celym analytickym postupem, se vzorky referencnimi se ukazuje, ze k nejvetSim
ztratam dochazi u A, vSech isomeri TDA a u 2-AA.

Teoretickym diivodem téchto ztrat mohla byt napiiklad degradace latek v ptipravené
smési. To ale bylo vyvraceno opakovanym stanovenim této piimo derivatizované smeési
v pribéhu nekolika tydnii, kde se tento trend nevyskytoval. Nejproblémovejsi latkou
z této skupiny je 3,4-TDA. V potkani moé¢i dochazi k jehol100% ztratam. V lidské moci
a v destilované vod¢ jeho vysledky nejsou porovnatelné. Je tedy jednou z latek, které je tieba
dale podrobnéji studovat.

Naopak zvlasté¢ malé ztraty byly pozorovany u skupiny dvoukruhovych aromatickych
amint (1-NA, 2-NA, 3,3’-MDA a 4,4’-MDA) a u ttikruhovych amint 2-A-9-F a 2-AF.

U skupiny tii a ctytkruhovych aromatickych amintt jsou vysledky podobné
jako u skupiny jednokruhovych amini. Nejproblémovéj$imi latkami jsou 2-AA a 3-ABA,
jejichz vysledky nevysvétliteln€ kolisaji.

U vsech provedenych stanoveni byl jako vnitini standard pouzit roztok 4-AB-HFB,
ve kterém byl rozpustén konecny odparek latek po procesu derivatizace. Plochy pikl
4-AB-HFB jsou v pribéhu vSech méfeni pomérné stabilni (Graf 5), coz prokazuje, ze kolisani
ploch pikti testovanych analyti souvisi se pouze se zpracovanim vzorkd a nikoli
s chromatografickou analyzou.
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5. Zaveér
Byl testovan zavedeny postup stanoveni aromatickych amind v moci. Pfi porovnani
komplexné zpracovanych vzorkli s hodnotami referencnich vzorkt se ukazalo, ze nekteré latky
vykazuji vetsi ztraty, nez je vysvétlitelné ztratami pii extrakcich. Nejpravdépodobnéjsi pricinou
téchto ztrat je proces hydrolyzy. Je tedy potfeba u vybranych, problémovych latek podrobné
prostudovat jednotlivé kroky celého stanoveni a zjistit pro¢ a ve kterém kroku stanoveni
k takovym ztratdm dochazi. To vse bude pfedmétem dalsiho studia.
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