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Abstrakt

V této diplomové praci bylo optimalizovano stanovemtrofenylhydrazit
pomoci vysokodinné kapalinové chromatografie s elektrochemicketekici na dualni
tenkovrstvé elektratd K porovnani byla pouZzita spektrofotometrickd #ete Tato
metoda byla dale testovdna ke stanoveni hydrazormniklgho reakci
2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNPH) s benzaldehyderkojadstupcem latek obsahujicich
karbonylovou skupinu.

Optimalizovanymi parametry bylo pH vodné slozky nhwbfaze a zejména
potencial vkladany na pracovni elektrody. Z hydmaiyickych voltamogram bylo
vybrano prostdi o pH 3 a pracovni potencialy +1,0 V a -1,0 Y. #&hto podminek
byla zkoumana opakovatelnostim@ni.

Byly také prongteny koncentréni zavislosti, ze kterych byly &éeny meze
detekce. Mez detekce bylacana z vySky piku jak v anodické, tak v katodickéaet.
Pro 2-nitrofenylhydrazin (2-NPH) byly tyto me®es-10° mol/L a 6,2-10 mol/L. Pro
2 4-dinitrofenylhydrazin pak 2,1-fanol/L a 1,8-10 mol/L.

K vyrobé¢ hydrazonu byl pouzit jen DNPH, kteryéimepsSi odezvu v katodické
oblasti, a byl smichan s benzaldehydem. Bylo zkaumélektrochemické chovani
vzniklého  benzaldehyd-2,4-dinitrofenylhydrazonu v rogfedi o pH 3.
Z hydrodynamického voltamogramu byl vybran pracowoiencial -1,0 V. Dale byla
zkoumana kvantitativnost reakce; bylo zjikt, Ze ke spravnému giehu reakce je

potreba nejmé& dvojnasobné koncentrace DNPH nez benzaldehydu.



Abstract

This diploma thesis examines the optimization ofe tliletermination
of nitrophenylhydrazines using high performanceuitiq chromatography with
electrochemical detection on dual thin-layer elmbtr The spectrophotometric
detection was used for the comparison. The devdlopethod was also tested for the
determination of hydrazone produced by the reactbr?,4-dinitrophenylhydrazine
(DNPH) with benzaldehyde as a member of substacma&siining carbonyl group.

The conditions for the determination of nitrophdrygrazines were optimized,;
based on the hydrodynamic voltammograms, pH 3 oéags part of the mobile phase
and potentials of +1,0 Vand -1,0 V were chosenddinthese conditions, the
repeatability was tested.

The concentration dependences were also measudededection limits were
obtained. The detection limits were obtained fréva peak heights both in anodic and
cathodic potential range. For 2-nitrophenylhydrazinese limits were,5- 10° mol/L for
oxidation and 6,2-I0mol/L for reduction. For 2,4-dinitrophenylhydraeirthe limits
were 2,1-18 mol/L and 1,8- 10 mol/L for oxidation and for reduction, respectiyel

For the preparation of hydrazone, DNPH was chosentd its better cathodic
response and it was mixed with benzaldehyde. Theztrechemical behaviour
of benzaldehyde-2,4-dinitrophenylhydrazone was exadhin mobile phase with pH 3
of aqueous part. From the hydrodynamic voltammogravorking potential of
-1,0 V was selected. The yield of the reaction wgamined and it was found that at
least double concentration of DNPH than benzaldehydeeded.



Obsah

KITEOVA SIOVA ...t ettt e e e e et e e e e e e annanneeaaeeeas 4
ADSTFAKL ..o e e e e e e e e 5
Y €] 1 =T PP PPPUPPRPPPPPTPPRRIS 6
Seznam POUZItYCh ZKIateK ..........ooo oo 9
1. TEOFEUCKACASE .. ... .eeeeiiee ettt sttt e e e e e e e e smmne e e e e 10
0 O 4 1] > Vo R 10
1.2 StUAOVANE JALKY .....ccciiieieeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeerenne 10

2.

1.3 Stanoveni karbonylovych sléenin pomoci derivatizace s DNPH ............ccc.... 11

1.4 Tenkovrstva dUu@lni elektroda.............eeioocoiiiieeee e 12
EXPErMENTAINEAST .....vveieiiiiiiiiieee e e e e e e e e e e e e e e e e e e 14
2.1 SUAOVANEA TALKA......oi et 14
2.2 POUZItE ChEMIKANIE ........eeeiiiiiiiiiii ettt 14
2.3 POUZItA @PAIATUIA....cueeeeiiiiiieieeee e mmmeeeiiiiiitie ettt et e e e e e e e e e e e e e e e s s s s s snnnnnreaeaeeaaaeeens 15
2.4 PraCOVNT POSTUPY ....uuuuriuriririeieeeetetsiaeeaanseeeeeeeeaaaaaaeaaassssssssasssnsssssssnnaaaeeeeeessssanns 16
p T U T =AY 2= Y7o T T 16
VYSIEAKY @ QISKUZE ... s e e e e e e e e e e e e e e aeeeaannes 17
3.1 Optimalizace elektrochemické detekce pro stanoediPH a DNPH.................... 17
3.2  Hydrodynamickeé voltamoOgramy .........ccccocoieeeeeeeeiiiiiiiiiissseeeeeeeeeeeeeeeeeensnnsnnnnns 17
3.3 OpakovatelNOST BECNI .....cciiie e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeas 22
3.4 Kalibratni ZAVISIOST. .......ccoiiiiiiiiie ittt 26
3.4.1 Elektrochemicka detekce - oXidace ..........ccceeevieeiiiiiiiiiiiei e 26
3.4.2 Elektrochemicka detekce - redukCe.........occceemiiiiiiiiiii i 29
3.4.3 UV spektrofotometrick& detekCe ............uueeeeeeriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 32
3.5 Optimalizace elektrochemické detekce benzaldehgeditrofenylhydrazonu..... 35

3.5.1 Hydrodynamicky voltamogram benzaldehyd-2,4-dingrofihydrazonu 36



5.

3.5.2  VYLEZEK FEAKCE ...ttt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e 73



Seznam pouzitych zkratek

2-NPH

A

DNPH

E

h

HPLC
HPLC-ED

HPLC-UV
HYD

Ip

A

LOD

p.a.

pH

R

RSD

2-nitrofenylhydrazin

absorbance

2,4-dinitrofenylhydrazin

potencial

vySka piku

vysokodinna kapalinova chromatografie

vysokotinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou
detekci

vysokowinné kapalinova chromatografie s UV detekci
benzaldehyd-2,4-dinitrofenylhydrazon

elektricky proud pozadi

vinova délka

mez detekce

pro analyzu

zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniatyionti
korel&ni koeficient

relativni srodatna odchylka

smérodatna odchylka

cas



1. Teoreticka cast

1.1 Cil prace

Tato diplomova prace se zabyva nalezenim optinfalpé@dminek ke stanoveni
vybranych nitrofenylhydrazin (2-nitrofenylhydrazin a 2,4-dinitrofenylhydrazin)
a nasleda i benzaldehyd-2,4-dinitrofenylhydrazonu pomoci KP4 elektrochemickou

dualni detekci a spektrofotometrickou detekci v ablasti.

1.2 Studované latky

Ke stanoveni karbonylovych skenin je mozné s vyhodou vyuZit reakce
s 2,4-dinitrofenylhydrazinem. Bradyhginidlo, jak se také 2,4-dinitrofenylhydrazinu
iika, reaguje s karbonylovou skupinou za vzniku ydiot oranzovychéi ¢ervenych
dinitrofenylhydrazon. V piipac aromatické karbonylové sléeniny vznikacervené
zabarveni, oproti tomu alifaticka karbonylova slenina da vzniknout spis nazloutlému
produktu. Velkou vyhodou této reakce je relatiwelkd molarni hmotnost hydrazinu,
kterd umo#uje vznik rozumného mnozZstvitiplusného derivatu z malého mnozstvi
aldehyduc¢i ketonu. Ostatni slaeniny obsahujici karbonylovou skupinu, jako jsou
nagiklad karboxylové kyseliny, amidy a estery, s Biaal§inidlem nereaguiji. [1,2]

Tuto dikazovou reakci ri#eme chapat jako reakci kondetzia kdy zarove
dochéazi ke spojeni dvou molekul a k @&ggni vody nebo také jako nukleofilni adici
aminoskupiny na karbonylovou skupinu nasledovanadgpenim vody. Schéma

reakce acetaldehydu s 2,4-dinitrofenylhydrazinezojgrazeno na obr. 1. [1,3]

NO, NO,
., NH
¢ HoN AN H N oS
)k + — )|\ | P +H,0
HC” "H Z o, Hc” H NO,
Obr. 1

Schéma reakce acetaldehydu s 2,4-dinitrofenylhyaeaz.
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1.3 Stanoveni karbonylovych slou¢enin pomoci derivatizace s DNPH

Kromé¢ stabilizace labilnich latek se derivatizadeyadji zvolené latky na
sloweniny s vyhod#Simi vlastnostmi, najklad elektroinaktivni latky na sl@eniny,
které lze elektrochemicky oxidovat nebo redukovatezbarvé latky na latky, které
absorbuiji s#tlo ve viditelné oblastil4]

Analyty derivatizované s pouzitim 2,4-dinitrofenyttrazinu jsou neépstji
separovany pomoci vysok&iané kapalinové chromatografie (HPLC) a dale
detekovany elektrochemicky [5], spektrofotometridéy7], nebo pomaoci ultrafialové
spektrometrie [3,8,9]. Vdkterych gipadech vSak separace neni nutna a vyuziva se jen
spektrofotometrické detekce [1,10].

Karbonylové sloteniny pati k nejintenziviji sledovanym latkdm, proto se
stanovuji v iznych matricich od vzduchu a vzduchovy@dstic [11,12], cigaretového
koure [8,13] fes pivo [14] aZ k bazénové wofY].

V piipact stanoveni karbonylovych sléenin generovanych E-cigaretami byly
k derivatizaci cigaretového kel pouzity Kemenné patrony péné hydrochinonem
a 2,4-dinitrofenylhydrazinem. Vzniklé hydrazony yykeparovany pomoci HPLC
a detekovany ultrafialovou spektroskopii. [8] Jekupina autar pouZila ke stanoveni
karbonylovych slotenin v cigaretovém kdu ultravysoko@innou kapalinovou
chromatografii (UHPLC) ve spojeni s hmotnostnime#tdrem, ktery na rozdil od
ultrafialového spektrometru zlepSuje selektivitseasitivitu a k tomu i zrychluje dobu
analyzy. [13]

Metoda, pi které bylo vyuzito kombinace HPLC s elektrocheknie detekci,
byla zanéiena na stanoveni aldeliyé ketori v palivovém etanolu. Derivatizované
karbonylové sloteniny byly separované na kokbShimadzu Shim-pack C18 (150 x 6
mm, vnitni praimeér ¢astic 5 um) a detekovany Varian ProStar 370 elekgmickym
detektorem ve wall-jet uspadani s pracovni elektrodou ze skelného uhlikurupioé
pii potencidlu +1,0 V, referentni argentchloridovdeké&rodou a platinovym dratem
jako pomocnou elektrodou. Mobilni fazi byla &mmetanol:LiCrQ (1-10° mol/L)

v poneru 80:20 (V/V). Pitok mobilni faze byl nastaven na 1,1 ml/min.[5]
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1.4 Tenkovrstva dualni elektroda

Existuji # nejbdznejSi typy uspdadani cel s tuhymi elektrodami, které se liSi
umiseénim pracovni elektrody vzhledem k toku mobilni faZenkovrstva elektroda je
jednim takovym typem; pracovni elektroda je zdestma rovnolszré s tokem mobilni
faze. DalSimi typy jsou pak wall-jet, kdy je pracdelektroda umigha kolmo na tok
a tubuléarni usp@dani, kdy tok mobilni faze protéka trubici, ktet@sahuje pracovni
elektrodu. [15]

Tenkovrstvy detektor byva sloZzen ze dvou tkugteré jsou k sab pevre
pritisknuty, mezi nimi je jen tenk& distam folie. Hlavnimi¢astmi jsou oddily pro
pracovni, referentni a pomocnou elektrodu a vstapnjistupni otvory pro mobilni fazi.
[16]

Klasické usptadani tenkovrstvého elektrochemického detektorowZzemio na
praci Kissingera [17] ma nevyhodu ve velké vzdastnomezi pracovni elektrodou
a oddclenim obsahujici referentni a pomocnou elektrodutohoto divodu je
vhodrgjdim uspsadanim cela navrzena Stulikem [18}i Porovnavani d&chto dvou
uspdadani bylo zji&tno, Ze elektricky odpor mezi pracovni a pomocnaktebdou je
nizsi v druhém pipack, tedy kdy jsou si tyto elektrody blize. [19]

V této praci byla pouzita elektrochemicka cela, Boéni dil obsahoval pracovni
elektrody ze skelného uhliku zapiri do bloku z polyetherketonu, které byly urrigt
2 mm od vstupniho otvoru. Kramskelného uhliku iize byt pracovni elektroda
I z jiného materialu, napzlata, niklu, platiny, idi nebosttibrného amalgamu. Horni
dil pak obsahoval odteni pro referentni a pomocnou elektrodu.[20]

Ve specialnich fipadech je mozné pouzit vice pracovnich elektrodedan
elektrodovy blok, naipklad dw neboctyii elektrody. Pouzitim vicenasobné elektrody je
mozné optimalizovat detekci vice analyfl6,20]

Prvni dualni voltametricky detektor byl popsan we0l976 [21]. Velkou
vyhodou tohoto detektoru je zlepSeni selektivityellee a také snadsi identifikace
analyti, ¢asto také dojde ke zlepSeni meze detekce. [22]

Dv¢ pracovni elektrody v tenkovrstvém uggdani je mozné zapojitretmi
zpasoby: vedle sebe, za sebou a proti¢sdlispdadani vedle sebe umage odliSit

analyty, jejichZz zény nejsou dost&teé oddtleny, pokud elektrodovéa reakce kazdého
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analytu probihaipjiném potencialu. Bkdy Ize zlepSit porr signalu k Sumu, pokud se
tento systém pouzije pro diferen nefeni, kdy studovana latka vede podél jedné
elektrody &ist4 nosna kapalina podél elektrody druhé [23].

Uspadddani za sebou médi thlavni divody. Prvnim dvodem k takovému
uspdadani je sledovani reverzibilniho analytu, ktergigiapuje elektrodovou reakdiip
vysokém potencialu, kde je také zvySen zbytkovyudra Sum. Takovéto latky mohou
konvertovat na prvni elektrégpii daném vysokém potencialu a poté rekonvertovat na
druhé elektrod pii nizS§im potencialu, kde jetiznivy poner signalu k Sumu [24].
Druhy divod k usp#adani za sebou je moznost pouZzit prvni elektrokio fidtr, ktery
odstrani interferentyimz se usnadni jak Uprava vzorku, tak i jeho n@sledentifikace
a stanoveni. Toto pouZiti je um@&ho z toho dvodu, Ze na elektr@dumisgné po
proudu Ize elektrochemicky rekonvertovat jen systémrychlymi elektrodovymi
reakcemi, tim padem je signal na této elekirgednodussi neZ signal na prvni
elektrod. Tieti moznosti je pak pouziti stejného potencialu obau elektrodach
k dosazeni uplné konverze analytu na prvni elekfrdcuhou elektrodou pak prochazi
pouze zbytkovy proud. Tohoto uggdani se vyuziva hlavnpii pouziti gradientové
eluce v HPLC, protoZe tak ihe byt potléen posun zakladni linie [25]. Efektivni
fungovani usptadani za sebou vyZaduje vysoky stup@nverze analytu na prvni
elektrod a vysokou sérnou &innost na druhé elektrédtoho Ize dosahnout kombinaci
velké prvni elektrody s menSi druhou elektrodowoTgely mohou mit ale moc velké
objemy, které omezuji pouzitelnost iigad ve spojeni s HPLC.

Uspaadani dvou pracovnich elektrod proti &olmoziuje zesilit signal
detektoru u reverzibilnich systénpomoci vicenasobné reoxidace a reredukce latky
béhem ptichodu mezi elektrodami. Aby byl vliv zesileni pozestelny, musi byt
elektrody velké, cela tenka aipok kapaliny maly. [26]

13



2.  Experimentalni ¢ast

2.1 Studovana latka

C.A.S. nazev: 2-Nitrofenylhydrazin
C.A.S.¢islo: 3034-19-3

Sumarni vzorec: §4;N30;

Molarni hmotnost: 153,14 g/mol
Bod tani: 91 - 93 °C

Zkratka: 2-NPH

C.A.S. nazev: 2,4-Dinitrofenylhydrazin
C.A.S.cislo: 119-26-6

Sumarni vzorec: §HsN4O,

Molarni hmotnost: 198,14 g/mol

Bod téani: 197 - 200 °C

Zkratka: DNPH

2.2 Pouzité chemikalie

_NH
HN 2

NO,

NH,
HN"

NO,

NO,

Z&sobni roztoky 2-nitrofenylhydrazinu a 2,4-dinfeoylhydrazinu (ob

Sigma-Aldrich) o koncentraci 1-F0mol/l byly pipraveny rozpudhim pesr

odvazeného mnozstvi latky v metanolu.

Roztoky oSinlz koncentracich byly

piipravovany pipetovanim ipsného objemu zasobniho roztoku a jeho néasledného

fedni mobilni fazi. Roztok 3mmol/L DNPH byltipraven rozpugnim potebného

mnoZzstvi latky v acetonitrilu. Zasobni roztoky byghovany v chladu a temnu.
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Benzaldehyd  (Sigma-Aldrich) patony kvyrok  benzaldehyd-2,4-
dinitrofenylhydrazonu byl ne@dén acetonitrilem na koncentraci 1,5 mmol/L.

Acetato-fosfatovy pufr byl fipraven smichanim dvou zékladnich slozek, slozky
kyselé se zésaditou. Zasaditou sloZzkutitveodny roztok hydroxidu sodného (p.a.,
Lach-Ner, NeratoviceCeska republika) o koncentraci 0,2 mol/L. Druhym ladkim
roztokem byla kysela sloZzkafipravena smichanim kyseliny octové (99%, p.a.,
Lach-Ner, NeratoviceCeska republika) s kyselinou fosférmu (85%, p.a., Lach-Ner,
Neratovice Ceska republika), kazda o koncentraci 0,04 mol/L.

K ptipraw mobilni faze byl pouzit methanol (LiChrosolv® Grawt grade,
Merck, Némecko), k pipraw vodnych roztok byla pouzita destilovana voda (Millipore
Q-plus Systém, Millipore, USA).

2.3 Pouzita aparatura

Ke stanoveni metodou RP-HPLC byla pouZita sestav&teré byla k poha&ni
mobilni faze do systému pouzita gradientova pumpeaBLO (Ecom, Praha& eska
republika) a k odplygni mobilni faze byl pouzit degasser DG 4014 (Ecaieska
republika). Rychlost gitoku mobilni faze byla 1 ml/min. Davkovéani probithgdomoci
davkova@e se sm§kou o objemu 2Qul (Ecom,Ceskéa republika). Stanoveni probihalo
na koloré Kromasil C18, 150 mm x 4,6 mmgésticemi o piméru 7 um (Ecom,Ceska
republika), chrééno predkolonkou C18, 4x3 mm (Phenomenex, USA). Analyt by
detekovan jak UV-VIS spektrofotometrickym detektor&apphire 880 (Econgeska
republika), tak elektrochemickym detektorem CHI BQZH Instruments, Austin TX,
USA). Cela amperometrického detektoru byla zapojegdow za UV detektor
a pracovala vitelektrodovém zapojeni; pracovni elektrody MF-1@0y ze skelného
uhliku a jako referentni elektroda byla pouZita eatghloridovd elektroda RE-4
s3mol/L NaCl (vS8e BASi, USA). Data byla sbiranarogramem Clarity
Chromatography Station (DataApex, Prafiaska republika) a programem CHI 14.05
(CH Instruments, Austin TX, USA) pracujicim v pi@sti Windows XP (Microsoft,
USA).
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Hodnoty pH byly kontrolovany na digitalnim pH-metrifdenway, Velka

Britanie) s kombinovanou sklénou elektrodou (PCH 2411).

2.4 Pracovni postupy

Mobilni faze byla pipravena smiseniméiglusnych objern methanolu a acetéato-
fosfatového pufru. Uvedené hodnoty pH mobilni f&eevzdy vztahuji k hodnétpH
pufru.

Béhem optimalizace wifeni byl pouzivdn roztok stsi 2-NPH a DNPH
o koncentraci 1- Idmol/l kazdé slozky.

Kalibracni zavislosti byly zpracovany metodou linearni esgr. Hodnoty vySek
pika byly vypciitany jako piimérna hodnota zefit méieni. Meze detekce (LOD) byly
uréeny jako mnozstvi analytu poskytujici signal odplayici trojnasobku absolutni

hodnoty Sumu zakladni linie.

2.5 Uprava vzorki

VSechny vzorky pro stanoveni 2-NPH a DNPH bytipmvovany pipetovanim
piresré stanoveného objemu obou analgio 10ml odnirné baiky a doplény mobilni
fazi po rysku. Takto fippravené vzorky byly nejmé&n5 minut probublavany dusikem
k odstrarni kysliku z roztoku.

Vzorky ke stanoveni benzaldehyd-2,4-dinitrofenyltazmbnu byly pipraveny
smichanim 1,5mmol/L roztoku benzaldehydu s 3mmuai4tokem DNPH v pdebném
poneru a byly ponechany nejmé&r80 minut v temnu i pokojové teplat, aby doslo

k fadnému zreagovani.
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace elektrochemické detekce pro stanoveni 2-NPH a

DNPH

Prvni ¢asti prace bylo studium vlivu podminek stanovencmamatografické i
elektrochemické chovani 2-NPH a DNPH. Sledovanyarametry byly hodnota pH
vodné slozky mobilni faze, pam slozek mobilni faze a potencialy vkladané na

pracovni elektrody.

3.2 Hydrodynamické voltamogramy

K urceni optimalniho potencialu vkladaného na pracovigktedy byly
proméieny hydrodynamické voltamogramy, tzn. zavislostkyy$iku na potencialu
vloZzeném na pracovni elektroduéidni hydrodynamickych voltamograinv anodické
oblasti potencidl probihala v mobilni fazi slozené z pufru o pH 3a 5 a methanolu
v poneru 50:50 (V/V) pro potencialy v rozsahu od 0,3 VH@ V s krokem po 0,1 V.
Pro katodické potencialy od -0,7 V do -1,2 V bytaupita mobilni faze slozena z pufru
o pH 2,5, 3, 4 a 5 a methanolu v psm60:40 (V/V). Ri aplikaci zapornych potenciél
dochazi k redukci kysliku, ktery je fgs probublavani dusikem obsazen v mobilni fazi
i vzorku, proto bylo dlezité najit podminky, kdy byl pik kysliku dost&te oddcleny

ZAavislost retetnich ¢asi obou analyt na pH je znazogma na obr. 2. Je patrné,
Ze zatimco retemi ¢as DNPH je i vSech zmignych hodnotach pH vicemén
nentnny, tak reteéni ¢as 2-NPH se v kyselejSi oblasti zkracuje. Jakonugdtii pH
bylo zvoleno pH 3 a jako vhodné potencialy +1,0 M & V, @i kterych byly piky obou
latek nejvyssi.

Hydrodynamické voltamogramy ziskané vyhodnocenigekypiki jednotlivych
latek @i raznych hodnotach pH jsou znazémy na obr. 3 a obr. 5 pro 2-NPH, pro
DNPH pak na obr. 4 a obr. 6.
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Obr. 2

Zavislost retetnich ¢asi 2-NPH (e) a DNPH @) na pH.Mé&teno metodou HPLC-ED,
kolona Kromasil 100-7 um, C18, 150 x 4,6 mm, dadwmy 20 ul, koncentrace obou
slozek 1-18 mol/L. Mobilni faze methanol:acetato-fosfatovy p(#0:60 V/V), pratok

mobilni faze 1 ml/min.
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Obr. 3

Hydrodynamické voltamogramy pro 2-NPH pH 3(m), 5(¢) a 7(A), proud pozadi ip
pH 3@), 5(), a 7 Q). Mé&eno metodou HPLC-EDkolona Kromasil 100-7 um, C18,
150 x 4,6 mm, davkovano 20 pl, koncentrace 2-NPHO1-mol/L. Mobilni faze
methanol:acetato-fosfatovy pufr (50:50 V/y)iatok mobilni faze 1 mi/min.
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Obr. 4

Hydrodynamické voltamogramy pro DNPH pH 3 (), 5 (#) a 7 (A), proud pozadiip
pH 3 @), 5 (©), a 7 A). Mé&teno metodou HPLC-ELkolona Kromasil 100-7 pm, C18,
150 x 4,6 mm, davkovano 20 ul, koncentrace DNPHO1-mol/L. Mobilni faze
methanol:acetato-fosfatovy pufr (50:50 V/y)iatok mobilni faze 1 mi/min.
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Obr. 5

Hydrodynamické voltamogramy pro 2-NPHi pH 2,5@), 3(e), 4(A), a 5¥ ), proud
pozadi pi pH 2,50), 3(0), 4 A) a 5 ¥ ). Méifeno metodou HPLC-ELkolona Kromasil
100-7 um, C18, 150 x 4,6 mm, davkovano 20 pl, kotteee 2-NPH 1-I9 mollL.
Mobilni faze methanol:acetato-fosfatovy pufr (40:60V), pratok mobilni faze

1 ml/min.
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Obr. 6

Hydrodynamické voltamogramy pro DNPHi pH 2,5@), 3(e), 4(A), a 5¥ ), proud
pozadi pi pH 2,50), 3(0), 4 A) a5 ¥ ). Méifeno metodou HPLC-ED, kolona Kromasil
100-7 um, C18, 150 x 4,6 mm, davkovano 20 pl, kntraee DNPH 1-18 mol/L.
Mobilni faze methanol:acetato-fosfatovy pufr (50:30V), pratok mobilni faze

1 ml/min.

3.3 Opakovatelnost méieni

Za optimalnich podminek stanoveni, tedy v mobiki fsloZzené z methanolu
a acetato-fosfatového pufru o pH 3 (40:60, V/V)aetettnich potencidlech +1,0 V
a -1,0 V byla studovana opakovatelnosti@mi. Detekce probihala stasré na obou
elektrodach, je tedy moznéi jednom ngteni ziskat anodickou i katodickou odezvu.
Sady deseti chromatogranspolu se zavislosti vysky piku 2-NPH a DNPH na
poctu méfeni jsou zobrazeny na obr. 7 a obr. 8. Série deggtini byla také sledovana

UV detektorem fi vinové délce 270 nm, tato série je zobrazenahra @ Relativni
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smerodatné odchylky (RSD) jak pro elektrochemickol, itd)V detekci jsou zobrazeny
v tab. 1.

Z téchto relativnich srrodatnych odchylek je patrné, Ze riejgrejSi je meieni
s pouzitim UV detektoru, troSku horsfepnosti bylo dosazendipmméieni v anodické
oblasti. NejhorSi opakovatelnosti bylo dosazen@wfiim elektrochemické detekce
v katodické oblasti, tam RSD dosahovaly az k 16,% peipadc DNPH a 17,4 % pro
2-NPH. Tyto vysoké relativni strodatné odchylky byly prawgodobri zpisobeny

kyslikem, ktery ovlivnil Sum rreni a tim padem i znesnadnil vyhodnocovani.

N ]

<
100 | Eeo

/1 (nA)

80

60

40

Obr. 7

Série deseti chromatogramMiéreno metodou HPLC-EDippotencialu +1,0 V. Kolona
Kromasil 100-7 um, C18, 150 x 4,6 mm, davkovanou20koncentrace obou sloZzek
1-10° mol/L. Mobilni faze methanol:acetato-fosfatovy pafpH 3 (40:60 V/V), pitok
mobilni faze 1 ml/min. Vlozeny graf: Zavislost vySkiku 2-NPH @) a DNPH @) na

poctu mefeni.
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Obr. 8

Série deseti chromatogrémMViéreno metodou HPLC-EDippotencialu -1,0 V. Kolona
Kromasil 100-7 um, C18, 150 x 4,6 mm, davkovangu0Okoncentrace obou sloZzek
1-10° mol/L. Mobilni faze methanol:acetato-fosfatovy pafpH 3 (40:60 V/V), pitok
mobilni faze 1 ml/min. VloZeny graf: Zavislost vyshiku 2-NPH ) a DNPH @) na

poctu mereni.
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Obr. 9

Série deseti chromatogramMeéreno metodou HPLC-UV ip vinové délce 270 nm.
Kolona Kromasil 100-7 um, C18, 150 x 4,6 mm, dadmw 20 ul, koncentrace obou
slozek 1-18 mol/L. Mobilni fAze methanol:acetato-fosfatovy pafpH 3 (40:60 V/V),
pratok mobilni faze 1 ml/min. VloZeny graf. Zavislosfsky piku 2-NPH ¢) a DNPH

(m) na p@&tu meteni.
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Tab. 1

Parametry opakovatelnosti ¢ébeni 2-NPH a DNPH, #feno metodou HPLC-ED
a HPLC-UV gi optiméalnich podminkach (n=10).

Median Rozpéti
Analyt S (nA) RSD (%)
(nA) (nA)
_ 2-NPH 66,14 9,86 3,89 59
Oxidace
DNPH 51,58 8,64 2,93 5,7
2-NPH 61,25 30,27 10,65 17,4
Redukce
DNPH 109,40 51,03 18,05 16,5
Median Rozpeéti
Analyt S (mAU) RSD (%)
(mAU) (mAU)
2-NPH 1,04 0,05 0,02 1,5
UV detekce
DNPH 1,92 0,14 0,05 2,5

3.4 Kalibracni zavislost

Kalibracni zavislosti byly mifeny metodou HPLC s elektrochemickou detekci,

pro porovnani byla vedle elektrochemické detekcezipa i UV spektrofotometricka

detekce fi vinové délce 270 nm. Za optimalnich podminekyteti 3 mobilni faze

a deteknich potencialech #teni +1,0 V a -1,0 V, byly zji8hy meze detekce (LOD)

pro ol& latky, tedy 2-NPH a DNPH. Byla pouzita mobilni ézve slozeni

metanol:acetato-fosfatovy pufr o pH 3 v pgm40:60 (V/V), aby se odstranikgkryv

piku kysliku s pikem 2-NPH.

3.4.1 Elektrochemicka detekce - oxidace

Kalibragni zavislosti 2-NPH a DNPH v anodické oblasti byhanmgieny

v rozsahu koncentraci 8-16 1-10* mol/L. Parametry jednotlivych kalib¥aich Kivek
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ziskané vyhodnocenim vySek fpik nangtenych chromatograinsou uvedeny v tab. 2.
Kalibracni zavislosti jsou linearni v celém rozsahuétemi, jak pro 2-NPH, tak pro
DNPH. Zavislosti vySky pik na koncentraci analytjsou znazorény na obr. 10.
Namgiené chromatogramy jsou zndzémg na obr. 11Z kalibratnich zavislosti byly
vypositany meze detekce; pro 2-NPH byla 9,5°1fol/lL a pro DNPH byla
2,1-10° mol/L.

Tab. 2

Parametry kalibréni zavislosti 2-NPH a DNPH, &eno metodou HPLC-ED ip
potencialu +1,0 V. Vyhodnoceno z vySek pikkolona Kromasil 100-7 pum, C18,

150 x 4,6 mm, davkovano 20 pl, mobilni faze o pirdtok mobilni faze 1 ml/min.

Smérnice Usek LOD
analyt R?

mA-L/mol nA mol/L
2-NPH 6,55 3,62 0,9984 9,5-'iO
DNPH 7,66 -5,99 0,9966 2,1%0
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Obr. 10

Kalibragni kiivky 2-NPH (@) a DNPH @) vyhodnocené z vySek pikv rozmezi
koncentraci 8-10— 110" mol/L, méteno metodou HPLC-EDippotencialu +1,0 V.
Kolona Kromasil 100-7 um, C18, 150 x 4,6 mm, dadmwoy 20 pl, mobilni faze
methanol:acetato-fosfatovy pufr o pH 3 (40:60 V/pitok mobilni faze 1 ml/min.
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Obr. 11

Vybrané chromatogramy 2-NPH a DNPH o koncentracich0® (1), 8-1F (2),
6-10°(3), 4-1F (4), 2-1¢ (5), 1-1¢ (6) a 8-10 (7) mol/L, msfeno metodou
HPLC-ED g potencialu +1,0 V. Kolona Kromasil 100-7 pm, CI&0 x 4,6 mm,
davkovano 20 pl, mobilni faze methanol:acetatodiwsfy pufr o pH 3 (40:60 V/V),

pratok mobilni faze 1 mi/min.

3.4.2 Elektrochemicka detekce - redukce

Kalibracni zavislosti 2-NPH a DNPH za pouziti elektrochdr@icdetekce byly
namtieny v rozsahu koncentraci 8:1:0 1- 10* mol/L.

U redukci je patrny pik kysliku §ase 4 minuty, a to iips snahu o jeho
vytésreni jak z mobilni faze, tak ze vzorku. Tento pik itaxnesnatiuje vyhodnoceni
piku 2-NPH, ktery se nachazi v jeho blizkostitdmnost kysliku v mobilni fazi row

patrre zagicinuje velky a promanlivy proud pozadi a s nim spojeny Sum.
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Parametry jednotlivych kalibéaich Kivek ziskané vyhodnocenim vySek pik
z nangienych chromatograimjsou uvedeny v tab. ¥Xalibraéni zavislosti jsou linearni
v celém rozsahu #&teni, jak pro 2-NPH, tak pro DNPH. Zavislosti vySkiki na
koncentraci analyt jsou znazorény na obr. 12. Nagifené chromatogramy jsou
znazorgny na obr. 13. Z kalibtaich zavislosti byly vyp&itany meze detekce; pro
2-NPH byla 6,2- 18 mol/L a pro DNPH byla 1,8- 70mol/L.

Z kalibratnich zavislosti jagnvyplyva, Ze pi stanoveni samotnych derivat
hydrazinu je detekce za pouziti pracovniho potémcid,0 V vhodwjSi nez pouZziti
pracovniho potencialu -1,0 V, protoZ& pxidacich bylo dosazeno lepSich mezi detekce

pro ok latky.

Tab. 3

Parametry kalibréni zavislosti 2-NPH a DNPH, &eno metodou HPLC-ED ip
potencialu -1,0 V. Vyhodnoceno z vy3ek {pikkolona Kromasil 100-7 um, C18,
150 x 4,6 mm, davkovano 20 pl, mobilni faze methagetato-fosfatovy pufr o pH 3
(40:60 V/IV), patok mobilni faze 1 mi/min.

Smérnice Usek LOD
Analyt R?

mA-L/mol nA mol/L
2-NPH 6,93 -3,09 0,9981 6,2-'10
DNPH 18,13 -21,76 0,9978 1,8-'10
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Obr. 12

Kalibragni kiivky 2-NPH (@) a DNPH @) vyhodnocené z vySek pikv rozmezi
koncentraci 8-10— 1-10' mol/L, méteno metodou HPLC-EDippotencialu -1,0 V.
Kolona Kromasil 100-7 um, C18, 150 x 4,6 mm, dadmwoy 20 pl, mobilni faze
methanol:acetato-fosfatovy pufr o pH 3 (40:60 V/pitok mobilni faze 1 ml/min.
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Obr. 13

Vybrané chromatogramy 2-NPH a DNPH o koncentracich0® (1), 8-1F (2),
6-10° (3), 4-1¢° (4), 2-1&F (5), 1-1F (6) a 8-10 (7) mol/L, nmsfeno metodou
HPLC-ED g@i potencialu -1,0 V. Kolona Kromasil 100-7 um, CI{0 x 4,6 mm,
davkovano 20 pl, mobilni faze methanol:acetatodiwsfy pufr o pH 3 (40:60 V/V),

pratok mobilni faze 1 mi/min.

3.4.3 UV spektrofotometricka detekce

Kalibracni zavislosti 2-NPH a DNPH za pouziti UV detekcdybgangieny
v rozsahu koncentraci obou latek 8710 1-10° mol/L za nalezenych optimalnich
podminek, tedy pH 3 mobilni faze. Tento UV detekbyl zapojen sériay pied
elektrochemicky detektor, detekce probihaiasmoveé délce 270 nm.

Parametry kalibrmich Kivek pro oba analyty ziskané vyhodnocenim vysSek
piki naméfenych chromatograinjsou uvedeny v tab. 4. Kalibmai zavislosti jsou

linearni v celém rozsahu &feni. Zavislosti vySky pik na koncentraci anaiyt
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v nejniz§imtadu koncentraci jsou znazény na obr. 14. Série chromatognarne
znazorgna na obr. 15.

Mez detekce pro 2-NPH byla 1,5:1fol/L a pro DNPH byla 6,1-1dmoliL,
jsou tedy vySSi nez u elektrochemické detekce diaké oblasti, ale nizSi nez
v katodické oblasti.

Tab. 4

Parametry kalibrénich zavislosti 2-NPH a DNPH, &feno metodou HPLC-UV ip
vinové délce 270 nm. Vyhodnoceno z vySekupiKolona Kromasil 100-7 um, C18,
150 x 4,6 mm, davkovano 20 ul, mobilni faze methanetato-fosfatovy pufr o pH 3
(40:60 V/IV), patok mobilni faze 1 mi/min.

Smérnice Usek LOD
Analyt R?

AU-L/mol mAU mol/L
2-NPH 108 0,048 0,9981 1,5-'10
DNPH 286 -0,248 0,9965 6,1-%0
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Obr. 14

Kalibracni zavislosti 2-NPH €) a DNPH @) vyhodnocené z vySek pikv rozmezi
koncentraci 8-I0 — 1-10* mol/L. M&teno metodou HPLC-UV ip vinové délce
270 nm. Kolona Kromasil 100-7 um, C18, 150 x 4,6 ,nd@vkovano 20 ul, mobilni
faze methanol:acetato-fosfatovy pufr o pH 3 (40)80/), pratok mobilni faze

1 mil/min.
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Obr. 15

Vybrané chromatogramy 2-NPH a DNPH o koncentracich0® (1), 8-1F (2),
6-10° (3), 4-1¢° (4), 2-1&F (5), 1-1F (6) a 8-10 (7) mol/L, nmsfeno metodou
HPLC-UV pti vinové délce 270 nm. Kolona Kromasil 100-7 um8C150 x 4,6 mm,
davkovano 20 pl, mobilni faze methanol:acetatodiwsfy pufr o pH 3 (40:60 V/V),

pratok mobilni faze 1 mi/min.

3.5 Optimalizace elektrochemické detekce benzaldehyd-2,4-

dinitrofenylhydrazonu

K meéteni hydrodynamickych voltamogrd@nbyl z gredchozich analyt vybran
jen 2,4-dinitrofenylhydrazin, protoZe odezva elekhremického detektoru v katodické
oblasti byla lepSi nez odezva 2-nitrofenylhydraziBlektrochemicka detekce probihala
sowasre jak v redukni tak i v oxid&ni oblasti, a to zi@odu kontroly vysSky piku
DNPH.
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3.5.1 Hydrodynamicky voltamogram benzaldehyd-2,4-

dinitrofenylhydrazonu

K ur¢eni optimalniho pracovniho potencialu vkladanéhgracovni elektrody
byl promgfen  hydrodynamicky  voltamogram i pro benzaldehyd-2,4
dinitrofenylhydrazon. Reakce, kterou tato latka ikan probiha v kyselém prdasdi
a navic se darpdpokladat obdobné elektrochemické chovani jakoNIiPB, z tohoto
duvodu bylo pro stanoveni zvoleno pH 3. Benzaldehydeinitrofenylhydrazon vznikl
smichanim 1 ml 1,5mmol/L roztoku benzaldehydu sI53mmol/L DNPH. Meni
hydrodynamickych voltamograim probihala s pouzitim gradientové eluce,
Z pasateniho stavu mobilni faze ve slozeni methanol:acdt&tatovy pufr o pH 3
(40:60 V/V), bylo zvySovano procentualni zastoupmethanolu ve siisi az na 70 %,

a to véase 8 minut. Potencialy vkladané na pracovni adktrbyly v rozsahu od
-0,4V do -1,2 V s krokem po 0,1 V.

Hydrodynamicky voltamogram benzaldehyd-2,4-dingrgfihydrazonu ziskany
vyhodnocenim vySek pilkpti riznych hodnotach pracovniho potencialu je zn&gorn
na obr. 16.

Z obr. 16 je patrné, Ze nejvhagisi pracovni potencial k elektrochemickému
stanoveni benzaldehyd-2,4-dinitrofenylhydrazonuQg® V, pro dalSi feni byl ale
vybran pracovni potencial -1,0 V, protoZze chovanalgu je @ tomto potencialu

podobné jako i potencialu -0,9 V, navic byliptomto potencialu stanovovan i DNPH.
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Obr. 16

Hydrodynamicky voltamogram pro benzaldehyd-2,4tdifénylhydrazon $ pH 3(m)
spolu s proudem pozadi) Méteno metodou HPLC-EDkolona Kromasil 100-7 pm,
C18, 150 x 4,6 mm, davkovano 20 ul. Gradient mathacetato-fosfatovy pufr o pH 3
z pontru 40:60 (V/V) na 70:30 (V/V) za 8 minytratok mobilni faze 1 ml/min.

3.5.2 Vytézek reakce

Pro owteni kvantitativnosti reakce byl testovanulpth reakce vzniku
benzaldehyd-2,4-dinitrofenylhydrazonu. Nadbytek DNBYI z desetinasobku snizovan
aZz na koncentraci shodnou s koncentraci benzaldekgé bylo acetonitrilem badéno
na objem 10 ml. NMkfeni probihala sawasre pii pracovnich potencialech +1,0 V
a -1,0 Va gradientové eluci mobilni faze methawatato-fosfatovy pufr o pH 3
z pontru 40:60 (V/V) na porer 70:30 (V/V) za 8 minut. Nagitené chromatogramy

jsou zobrazeny na obr. 17.
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Z obr. 17 je vidt, Ze @i pouziti nadbytku DNPH v re&hi snesi je vySka piku
vzniklého benzaldehyd-2,4-dinitrofenylhydrazonu kbicky shodna. Vyska piku
samotného DNPH pak klesa pémms k jeho koncentraci, tedy v panu 9:4:1, protoZe
jeden dil byl spagebovan reakci. Zvlastniipad tvdi nejnize poloZzenérivka, kde byla
k reakci pouzita stejna koncentrace DNPH jako bleleryydu. Pik vzniklého
benzaldehyd-2,4-dinitrofenylhydrazonu je zde nigé¢ v gedeSlych fipadech. Ke
spravnému mibehu reakce je tedy zapebi nadbytek DNPH &&i benzaldehydu. Pro
nazornost jsou vysky obou reduich piki uvedeny v tab. 5.

! (uA)

N \
sl
i | 2
AR
Jury " Dy »w”r
LN

8 | 1
L \¥ DNPH HYD

&
T

-10 : 1

t(min)

Obr. 17

Chromatogramy znaziwjici mizné zastoupeni DNPH v reakci: desetinasobek (10),
pétindsobek (5), dvojnasobek (2) a stejna koncentfake benzaldehyd (1Méreno
metodou HPLC-EDkolona Kromasil 100-7 pum, C18, 150 x 4,6 mm, daémy 20 pl.
Gradient methanol:acetato-fosfatovy pufr o pH egru 40:60 (V/V) na 70:30 (V/V)

za 8 minutpratok mobilni faze 1 ml/min.
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Tab. 5

Vysky piki DNPH i vzniklého benzaldehyd-2,4-dinitrofenylhydoau v katodické
oblasti. Méteno metodou HPLC-EDkolona Kromasil 100-7 um, C18, 150 x 4,6 mm,
davkovano 20 ul. Gradient methanol:acetato-fosfatoufr o pH 3 z poréru 40:60
(V/V) na 70:30 (V/V) za 8 minufpritok mobilni faze 1 ml/min.

h, benzaldehyd-2,4-

Nadbytek DNPH h, DNPH (pA) o
dinitrofenylhydrazon (uA)
10x 3,27 0,54
5x 1,36 0,60
2X 0,31 0,61
1x 0,18 0,27
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4. Zaver

V této diplomové praci bylo optimalizovano stanovemtrofenylhydrazit
pomoci vysokodinné kapalinové chromatografie s elektrochemicketekici na dualni
tenkovrstvé elektratd K porovnani byla pouZzita spektrofotometrickd #ete Tato
metoda byla dale testovdna ke stanoveni hydiazoveniklych reakci
2, 4-dinitrofenylhydrazinu s benzaldehydem jako wasém latek obsahujicich
karbonylovou skupinu.

Optimalizovanymi parametry bylo pH vodné slozky nhmwbfaze a zejména
potencial vkladany na pracovni elektrody. Z hydmaiyickych voltamogram bylo
vybrédno prosedi o pH 3, tedy mobilni faze methanol:acetato&isfy pufr o pH 3
(40:60, VIV) a pracovni potencialy +1,0V a-1,0 V.

Za optimalnich podminek byla zkoumana opakovatélno&teni. Zatimco
relativni snérodatné odchylky v anodické oblasti byly okolo 5 ¥katodické oblasti
dosahovaly az 17 % pro &batky. S pouzitim spektrofotometrické detekce bylo
dosazeno mnohem lepSi opakovatelnosti, a to swelamérodatnou odchylkou okolo
2 % pro ol latky.

Byly také promdieny koncentréni zavislosti, ze kterych byly &eny meze
detekce. Mez detekce bylacana z vySky piku jak v anodické tak v katodickéashl
Pro 2-nitrofenylhydrazin (2-NPH) byly tyto me®e5-10° mol/L a 6,2-10 mol/L. Pro
2 4-dinitrofenylhydrazin  pak 2,1-F0 mollL a 1,810 mol/L. S pouZitim
spektrofotometrické detekce bylo dosaZedchto mezi detekce: 1,5-10mol/L pro
2-NPH a 6,1-18 mol/L pro DNPH.

K vyrobé¢ hydrazonu byl pouzit jen DNPH, kteryéimepsSi odezvu v katodické
oblasti, a byl smichan s benzaldehydem. Bylo zkaowmélektrochemické chovani
vzniklého benzaldehyd-2,4-dinitrofenylhydrazonuregiedi o pH 3. Pro tato &eni
byla pouZzita gradientova eluce, kdy mobilni fazslazeni methanol:acetato-fosfatovy
pufr o pH 3 byla minéna z pondru 40:60 (V/V) na 70:30 (V/V) za 8 minut.
Z hydrodynamického voltamogramu byl vybran pracowoiencial -1,0 V. Dale byla
zkoumana kvantitativnost reakce,ébga pouziti gradientové eluce uvedené vySe. Bylo
zjisteno, Ze ke spravnému gikhu reakce je poeba nadbytek DNPH ve srovnani s
benzaldehydem.
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