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1. Teoreticka Cast

1.1 Cil prace

Predkladana bakalaiska prace se zabyva studiem chromatografického
chovani 5-amino-6-nitrochinolinu (5-A6-NQ) metodou vysokouéinné kapalinové
chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC).

Cilem této prace bylo prozkoumani podminek pro stanoveni studované
latky amperometrickou detekci na uhlikové pastové elektrodé (CPE) a jejich

vyuziti k dosazeni co nejnizsi meze detekce.

1.2 PAH a jejich derivaty

Nadorova onemocnéni jsou v ekonomicky vyspélych statech druhou
republice v roce 2000 nové hlaseno pies 56 tisic nadorovych onemocnéni.
Primémé u nas tedy kazdy den na nasledky této diagndzy zemie okolo 76
pacientil (roéné pies 27 tisic osob). Pfi vzniku zhoubnych nadort se uplatiiuji
rizné vnitini a vnéjsi faktory, z nichZ vné&jsi znaéné pievazuji. Zatimco pti
experimentalni karcinogenezi u zvitat se pouzivaji vysoké davky karcinogennich
sloucenin, u lidi obvykle spolupiisobi vice karcinogennich faktort v malych
mnoZstvich po dlouhou dobu a jejich uinek se vzajemné s&ita nebo nasobi' .

Studovany S5-amino-6-nitrochinolin (5-A6-NQ) patii do skupiny nitro- a
aminoderivati heterocyklickych polyaromatickych uhlovodikt (h-NPAH, h-
APAH), obecné spadajici pod polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH). U
studované latky zatim nebyla prokazana karcinogenita ani mutagenita (neni
v seznamu IARC, NTP, OSHA)>*. Byly viak studovany jeji toxikologické
vlastnosti na Tetrahymena pyroformis (IGCs, - koncentrace zptisobujici 50%

pokles riistu) , které jsou srovnatelné s 3,5-dinitroanilinem’ . Dale byla latka



pouZita pro syntézu nékterych radioligandi s vyuZitim v pozitronové emisni
tomografii® a dale na syntézu novych druhi lokélnich anestetik’ .

Obecné PAH predstavuji skupinu perzistentnich organickych latek
ptitomnych ve vSech sloZkach a oblastech Zivotniho prostiedi, jeZ vstupuji do
okoli nejcastéji jako disledek spalovani fosilnich paliv nebo jako vedle;jsi
produkty primyslovych procesii a béhem zpracovani potravin® . Protoze PAH
jsou latky viceméné vSudypiitomné, patii expozice t€émto kancerogentim k realité
kazdodenniho Zivota® .

Zvyseny zajem o NPAH se projevil od doby, kdy se zjistilo, Ze PAH mohou
reagovat s oxidy dusiku za vzniku NPAH za podminek, které 1ze ocekavat ve
znedisténém ovzdusi a pii spalovacich procesech'’, zv1asté u dieselovych

011,12
motoru

. NPAH se metabolizuji na APAH, které také patii mezi chemické
karcinogeny s vysokym vyskytem'” .

Omezeni vyskytu té€chto latek v Zivotnim ¢i pracovnim prostfedi vyZaduje
v prvé fade jejich systematické a diisledné monitorovani. Vzhledem ke své nizké
t€kavosti je vétsina karcinogennich PAH adsorbovana na tuhé ¢astice jemné
rozptylené v prostiedi, které svou povahou mohou rovnéz vyrazné€ ovlivnit
ucinky PAH na lidsky organismus, proto se analyzuji i biologické tekutiny
exponovanych jedinci'*. PAH jsou nejcastéji stanovovany plynovou
chromatografii ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem popiipadé¢ s jinymi
detektory a kapalinovou chromatografii s fluorescencnim, spektrometrickym

nebo elektrochemickym detektorem' !> .



1.3 Uhlikova pastova elektroda

Uhlikové pastové elektrody (Carbon Paste Electrodes, CPEs) byly objeveny
jiz v roce 1958 R.N.Adamsem'’ . Hlavnim dtivodem, ktery piispél k jejich
zavedeni, byla snaha nalézt elektrodu s obnovitelnych povrchem, ktera je
vyuzitelna pro anodické oxidace. Méla se ji stat tzv.“kapajici uhlikova
elektroda®, jakasi disperze praskového uhliku v organické kapaling, realizovana
pomoci kapilary. Takovato kapajici uhlikova elektroda se neosvédcila, avSak
ukazalo se, Ze hust$i smés praskového uhliku s organickou kapalinou (uhlikova
pasta) je vhodnym materidlem pro konstrukci elektrod se zajimavymi
vlastnostmi'®. Uhlikova pasta miZe byt také modifikovana riznymi latkami a ve
srovnani s ipravou pevnych elektrod je jeji modifikace mnohem jednodussi' .

CPEs patii do specialni skupiny heterogennich uhlikovych elektrod " .
Skladaji se z uhlikové pasty, sloZené z uhlikového prasku a pojiva, naplnéné do
elektrodového pouzdra (obr. 1.1). Jako pastova kapalina se pouZiva nejcasteji
chemicky inertni, elektrochemicky inaktivni a malo tékavé latky, nejcastéji
organické kapaliny jako napf. mineralni nebo silikonovy olej. PoZadovanymi
vlastnostmi uhlikového prasku je stejna velikost ¢astic a nizka adsorpéni
schopnost. Chovéani fady pfipravenych past se mnohdy ustali aZ po ur¢ité dobé
(asi 24 hodin), zfejmée v diisledku nasledné samovolné homogenizace u Cerstveé
piipravené smési. Naplnénou elektrodu neni vhodné ponechavat pfili§ dlouho na
vzduchu, nebot’ pasta zvolna vysycha, proto se pfechovava ponofena koncovym
otvorem v nadobce s destilovanou vodou'® .

Sitka potencialového okna CPE je srovnatelna s pevnymi elektrodami
(platinovymi, béZné uhlikové elektrody). V neutralnim prostiedi se rozmezi
potenciali pouZitelnych pro méfeni pohybuje mezi -1,3 az +1,4 V, v alkalickych
a kyselych prostiedi se pak potencidlové okno posouva o nékolik desetin voltu® .
CPEs vykazuji nezanedbatelny proud, zptisobeny elektrodovou redukci
rozpusténého kysliku v pasté. Signal se projevuje rusive pii pouzivani CPEs pro

sledovani dé€ja v oblasti katodickych potencialii. Podobny efekt zptisobuje
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naadsorbovany kyslik 1 u pevnych elektrod, ale CPEs trpi pfitomnosti kysliku
vyrazné€ji. Mezi veliké pfednosti CPEs patii velmi nizké hodnoty zbytkovych
proudii. Rozhodujici roli hraje pravé pfitomnost pastové kapaliny, se snizovanym
obsahem pastovaci kapaliny se vlastnosti CPEs pfiblizuji vlastnostem pevnych
elektrod a tedy vykazuji vyssi zbytkové proudy. Pouzivany pomér zavisi
samoziejmé na konkrétnich pouZzitych materialech, pohybuje se vétsinou kolem
0,4 ml pastovaci kapaliny na jeden gram uhlikového pragku'® . NiZsi stabilita
pasty v roztocich s vysokym obsahem organického rozpoustédla lze vyftesit
pouzitim kulidek skelného uhliku®' . DileZitou charakteristikou elektrody je také
reprodukovatelnost jeji odezvy, ktera je vzhledem k hiife definovanému povrchu
uhlikové pasty niz3i'® .

Pouziti CPEs je pomérn¢ §iroké napf. pro stanoveni anorganickych i
organickych slou¢enin, také biologicky dulezitych latek. Nejvyznamnéj$i misto
pak zaujimaji voltametrické metody, vyuZivajici novych senzort na bazi
chemicky modifikované uhlikové pasty. Pfi analyzach sloZitych smési
organickych latek separacnimi metodami se CPEs rovn€z uplatnily pfi
konstrukcich elektrochemickych detektord. U téchto detektort jsou pozitivné
hodnoceny hlavné mechanické vlastnosti pasty a jednoduchost, s jakou 1ze

regenerovat jeji povrch®. 1

Obr. 1.1 Pouzdro pro uhlikovou pastovou elektrodu'®

1) zditka pro elektricky kontakt

2) teflonova hlava

3) pist se zavitem

4) télo elektrodového pouzdra

5) ocelova vlozZka se zavitem

6) dutina naplnéna uhlikovou pastou
7) koncovy otvor

ALTLETRLRIRRRRRRANL L g e

< — o n 1

S weven

MM
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2. Experimentalni cast

2.1 Pouzité chemikalie

Studovana latka :
5-amino-6-nitrochinolin (97%, Aldrich)

Zasobni roztok o koncentraci 1.107 mol.I"' byl ptipraven rozpusténim presné
odvazeného mnozstvi latky v methanolu (p.a., Lach-Ner, Neratovice). Roztoky o
niZ§ich koncentracich byly pfipravovany piesnym fedénim zasobniho roztoku
methanolem. VSechny roztoky byly uchovavany v temnu v chladnicce pfi

konstantni teploté 5 °C.

Pro ptipravu mobilnich fazi byl pouZit methanol (Chromservis, Praha).
K pfipravé vodnych roztoktli a mobilnich fazi byla pouzita deionizovana voda

(Millipore Q-plus System, Millipore, USA).

Brittonovy-Robinsonovy tlumivé roztoky® o ptislusném pH byly ptipraveny
smisenim vodného roztoku hydroxidu sodného (p.a., Lachema Brno) o
koncentraci 0,2 mol.l" s roztokem obsahujicim kyselinu boritou (p.a., Lachema
Bmo), kyselinu fosforeénou (85%, p=1,71 g.ml"', p.a., Lachema Brno) a
kyselinu octovou (98%, p= 1,06 g.ml'l, p.a., Lach-Ner, Neratovice), kazdou o

koncentraci 0,04 mol.I"" . Pfesna hodnota pH byla m&tena pH metrem.
Uhlikova pasta byla ptipravena smisenim 250 mg mikrokulicek skelného uhliku

o priméru 0,4 - 12 um (Alpha Aesar, USA) a 90 pl mineralniho oleje (Fluka

Biochemika, Svycarsko).
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2.2 Studovana latka

5-amino-6-nitrochinolin>**

NH,

O,N

\ 7/

C.A.S. Name : 5-amino-6-nitroquinoline
C.A.S. Registry number : [ 35975-00-9 ]
CoH;N;0,

M,=189,17

t,=272-273°C

pKa =3,81 (pii 25°C ve vodném prostiedi)
fyzikalni stav : okrové Zluty praSek

zkratka : 5-A6-NQ

13



2.3 Pouzita aparatura

Pumpa : vysokotlaka pumpa HPP 5001 (Laboratorni piistroje, Praha)
Davkovaé : 1.CI 30 se smyckou 20 pul (Laboratorni pfistroje, Praha), nasttik byl
provadeén injekeni stiikackou
Kolona : Lichrospher® RP-18, 100 (Spm), 125 x 4 mm (LichroCART)
Detektory : UV/VIS detektor LCD 2040 (Laboratorni pfistroje, Praha)
Amperometricky detektor ADLC 2 (Laboratorni pfistroje, Praha)
- télo pracovni elektrody bylo teflonové, s nerezovym pistem
umoziujicim vytlaceni pasty. Aktivni plocha byla kruhova o
priméru 3 mm
- referentni elektroda byla nasyeend argentchloridova elektroda = il I~
- pomocna elektroda byla platinova elektroda k

Programové vybaveni : CSW 1.7 (DataApex Ltd.), pracujici v prostiedi
Windows 95 (Microsoft)

2.4 DalSi pouzivana zarizeni

Odstranéni vzduchu z mobilni faze : ultrazvukova cCisticka PSO2000A
(Powersonic, USA)

PH metr : digitalni méfici ptistroj Conductivity and pH meter 4330
(Jenway, UK) s kombinovanou sklenénou elektrodou

Spektrofotometr : PU 8800 (Philips, UK), stanoveni stalosti zdsobniho roztoku
v kiemennych kyvetach tloustky 1,01 mm

14



2.5 PouZité vzorce>

Retencni faktor k :

tg . . . retencni Cas

ty . . . mrtvy Cas

Pocet teoretickych pater N :

2
N=5,545-[ Zi J
W1/2

tp . .. retencni Cas

wy; . . . Sitka piku v poloving jeho vysky

2.6 Pracovni postupy

2.6.1 Optimalizace stanoveni

Zasobni roztok 5-amino-6-nitrochinolinu o koncentraci 1.10° mol.I"' byl
piipraven rozpusténim presn€ odvazené¢ho mnozstvi latky v methanolu. Roztoky
niz§ich koncentraci pak byly pfipravovany presnym fedénim zasobnich roztoki
methanolem. Stalost zdsobniho roztoku byla sledovéana spektrofotometricky,
pfi¢emz bylo zji§t€no, Ze zasobni roztok je staly po dobu minimalné ¢tyii mésice

pfi uchovani ve tmé€ v chladnicce za konstantni teploty 5 °C.
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Mgien byl roztok dané latky o koncentraci 1.10™ mol.I" . Davkovano bylo
20 pl roztoku. Detekce probihala pii vinové délce 295 nm, coZ je vlnova délka
absorp¢niho maxima dané latky (viz obr. 2.2).

Mrtvy ¢as byl stanoven nastiikem vodného roztoku dusi¢nanu sodného o
koncentraci 1.10”° mol.I" pHi vlnové délce 230 nm.

Mobilni faze byly piipraveny smiSenim pfislusnych objemovych dild vodné
sloZzky a methanolu. Obsah organické slozky byl vyjadfen v objemovych
procentech. JelikoZ nebyla cilem prace separace smési latek, ale pouze stanoveni
jedné latky, byla na zakladé vysledkti HPLC stanoveni nitro- a aminoderivatt
chinolinu®® za igelem dosazZeni co nejkratsich retenénich &asti zvolena mobilni
faze s 90% obsahem methanolu (pfipravena smisenim 90 objemovych dili
methanolu s 10 objemovymi dily vodné slozky). pH mobilnich fazi bylo
upravovano pomoci Brittonova-Robinsonova pufru zmeénou pH vodné slozky
mobilni faze. V dalSim textu uvadéné hodnoty pH tudiZ odpovidaji pH vodné
slozky pted jejim smisenim s organickym modifikatorem.

Mgéfeni bylo provadéno na netermostatované koloné Lichrospher® RP-18,

100 (5um), 125 x 4 mm. priitok mobilni faze byl 0,5 ml.min™".

2.6.2 HPLC stanoveni 5-A6-NQ s ED

Elektrochemicky detektor typu wall-jet byl zapojen sériové za UV detektor.
Pracoval ve tielektrodovém zapojeni s pracovni uhlikovou pastovou elektrodou,
referentni nasycenou argentchloridovou elektrodou a pomocnou platinovou
elektrodou. Konec kapiléry byl piiveden k povrchu pracovni elektrody, jenz byla
spolu s pomocnou a referentni elektrodou umisténa v mobilni fazi (viz obr. 2.1).

Hydrodynamické voltamogramy byly proméfovany pomoci nastiiku dané
latky o koncentraci 1.10* mol.l"". Jako optimalni podminky stanoveni byl uréen
potencial +1,2 V, mobilni faze tvofena Brittonovym-Robinsonovym pufrem o

pH = 7 a methanolem v poméru 10 : 90 (v/v).

16



Obr. 2.1 Schéma konstrukce elektrochemického detektoru:

a) pracovni elektroda
b) referentni elektroda
c) pomocna elektroda
d) mobilni faze

e) privodni kapilara

2.6.3 Kalibracni zavislosti

Kalibra¢ni zavislosti 5-amino-6-nitrochinolinu byly proméfeny
v koncentraénim rozmezi 1.10™ az 2.107 mol.I"’, byly zpracovany metodou
linearni regrese. Meze detekce Lp (mol.I'") byly stanoveny jako mnoZstvi analytu
poskytujici signal, jehoZ vyska je rovna trojnasobku absolutni hodnoty Sumu.
Ziskané hodnoty usekt kalibracnich zavislosti byly otestovany Studentovym
t-testem”’ , zda se na hlading pravdépodobnosti o = 0,05 statisticky vyznamné

nelisi od nuly.
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2.7 Spektrofotometrické studium stalosti zasobniho

roztoku studované latky

Stalost zasobniho roztoku studované latky v methanolu byla studovana
spektrofotometricky.

Absorp¢ni spektrum studované latky bylo promé&fovéno v zasobnim roztoku
o koncentraci 1.10” mol.I"! proti methanolu v kiemennych kyvetach mérné
tloustky 1,01 mm v rozmezi vinovych délek 200 az 700 nm. Zmé&fené spektrum
je uvedené na obr. 2.2.

Sledovany byly absorbance pfi tfech vinovych délkach v pribéhu 4 mésici,
které jsou uvedeny v tab. 2.1. Z hodnot vyplyva, Ze zasobni roztok je pfi

uchovani ve tmé v chladni&ce pfi teploté 5 °C staly nejméné 4 mésice.

Tab. 2.1 Stalost zasobniho roztoku 5-A6-NQ o ¢ = 1.10” mol.I"' v methanolu.

¢t (dny) A =295 nm A =336 nm A =414 nm
A % A % A %
0 1,546 100,0 0,566 100,0 0,686 100,0
3 1,538 99,5 0,561 99,1 0,679 99,0
10 1,539 99,5 0,565 99,8 0,681 99,3
26 1,532 99,1 0,561 99,1 0,677 98,7
51 1,547 100,1 0,568 100,4 0,688 100,3
120 1,533 99,2 0,569 100,5 0,695 101,3

18
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Obr. 2.2 UV-VIS spektrum 5-A6-NQ o c = 1.107 mol.I"' v methanolu (m&feno

v kyveté o tloustce 1,01 mm proti methanolu).
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3. Vysledky a diskuse

3.1 Vliv pH mobilni faze

Proméfovan byl rozsah pH 2,5 az 7, volba proméfovaného rozsahu pH byla
zaloZena na moznostech kolony, ktera neumoziuje pouziti v zasadité oblasti.

K nastaveni pH byl pouZit Brittontiv-Robinsontiv pufr (viz kap. 2.1).
M¢éteni bylo provadéno v mobilni fazi o sloZeni Brittonidv-Robinsontiv pufr o
daném pH a methanol v poméru 10:90 (v/v). Koncentrace métrené latky byla
1.10* mol.I'" v methanolu, ddvkovany objem byl 20 pl. Prittokova rychlost byla
0,5 ml.min™'. K detekeci byl pouzit UV/VIS detektor pfi vinové délce 295 nm.
Mrtvy &as byl ur&en nastiikem vodného roztoku NaNO; o koncentraci 1.107
mol.I"', detekovéno pii vinové délce 230 nm.

Ziskané vysledky méfeni jsou shrnuty v tabulce 3.1, grafickou zavislost
dekadického logaritmu retenéniho faktoru na pH ukazuje obr. 3.1. Ze ziskanych
vysledki je vidét, Ze chromatografické chovani studované latky neni pii vysokém
obsahu organického modifikatoru pfili§ ovlivnéno pH mobilni faze. Zavislost
ucinnosti chromatografického systému pii daném pH byla vyjadiena poctem
teoretickych pater kolony pro studovanou latku je na obr. 3.2. Ziskané pocty
teoretickych pater jsou pomémé nizké, ale jelikoz cilem prace nebyla separace,
ale pouze studium detekce a stanoveni jedné latky, neptfedstavuje tato skutecnost

Zadny problém.

Tab. 3.1 Vliv pH mobilni faze na reten¢ni charakteristiky 5-A6-NQ.

pH 2,5 3 4 5 6 7
tx(min) | 2,525 2,526 | 25534 | 2541 2,543 2,532
log k 0259 | 0259 | -0255 | -0251 | -0250 | -0,256
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Obr. 3.1 Zavislost logaritmu reten¢niho faktoru 5-A6-NQ na pH mobilni faze
(kolona Lichrospher® RP-18, 100 -5 um, 125 x 4 mm, mobilni faze Brittonlv-

Robinsoniiv pufr : methanol 10:90 (v/v), davkovano 20 pl roztoku o koncentraci
1.10* mol.I"" v MeOH, UV detekce pHi 295 nm)

2000

1500 +

1000 -
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25 3 4 5 6 7

pH
Obr. 3.2 Zavislost poctu teoretickych pater kolony pro 5-A6-NQ na pH mobilni
faze (kolona Lichrospher® RP-18, 100 -5 um, 125 x 4 mm, mobilni faze
Brittontiv-Robinsontv pufr : methanol 10:90 (v/v), ddvkovano 20 pl roztoku o
koncentraci 1.10* mol.I"" v MeOH, UV detekce pfi 295 nm)
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3.2 Hydrodynamické voltamogramy

Citlivost pouzitého amperometrického detektoru vyrazné zavisi na jeho
vlastnostech a usporadani. Nejvyraznéjsi je zavislost odezvy na potencialu
pracovni elektrody. K urceni optimélniho potencidlu byly zméteny
hydrodynamické voltamogramy studované latky, tedy zavislost vysky (plochy)
piku na potencialu vkladaném na elektrodu.

Hydrodynamické voltamogramy byly prométeny pro pH mobilni faze 3, 5 a
7. Prométovany byly hodnoty potenciali v rozsahu +0,5 az +1,4 V.

Ziskané hydrodynamické voltamogramy jsou zndzornény na obr. 3.3 a
obr. 3.4. Jako optimalni podminky pro dal$i méteni byly zvoleny pH mobilni

faze 7 a potencial +1,2 V, chromatogram pfi t€chto podminkéch je uveden na

obr. 3.5.

14000
——pH=7
12000 - 6—pH=5
- —A—pH=3
10000 -
<
< \
— 8000 -
3
o )
o
s 6000 -
£
o
O 4000 -
o
9
2000 -
0 H— I 4& T T T

05 06 07 08 09 1 1,1 1,2 13 14
Potencial (V)

Obr. 3.3 Hydrodynamické voltamogramy 5-A6-NQ vyhodnocené z ploch pikii
(kolona Lichrospher® RP-18, 100 -5 pum, 125 x 4 mm, mobilni faze Brittonlv-
Robinsontiv pufr o uvedeném pH : methanol 10:90 (v/v), davkovano 20 pl
roztoku o koncentraci 1.10™ mol.I"" v MeOH)
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Obr. 3.4 Hydrodynamické voltamogramy 5-A6-NQ vyhodnocené z vysek piki
(kolona Lichrospher® RP-18, 100 -5 pm, 125 x 4 mm, mobilni faze Brittontiv-

Robinsontiv pufr o uvedeném pH : methanol 10:90 (v/v), davkovano 20 pl
roztoku o koncentraci 1.10™ mol.I" v MeOH)
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Obr. 3.5 Chromatogram 5-A6-NQ. (Amperometricka detekce na CPE pii
potencialu +1,2 V, kolona Lichrospher® RP-18, 100 -5 pum, 125 x 4 mm, mobilni
faze Brittoniiv-Robinsontiv pufr o pH 7 : methanol 10:90 (v/v), davkovéano 20 pul
roztoku o koncentraci 1.10* mol.I"' v MeOH)
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3.3 Kalibracni zavislosti

Zjisténé optimalni podminky byly vyuZity pro zméfeni kalibraénich
zavislosti 5-amino-6-nitrochinolinu.

Podminky méteni kalibraénich zavislosti byly nasledujici : kolona
Lichrospher® RP-18, 100 - 5 um, 125 x 4 mm, sloZeni mobilni faze Brittontiv-
Robinsontiv pufr o pH 7 : methanol v poméru 10:90 (v/v). Davkovano bylo 20 pl

roztoku studované latky v methanolu.

3.3.1 Spektrofotometricka detekce

UV spektrometricka detekce probihala pfi 295 nm. Proméfovany byly
koncentrace v rozmezi 2.107 a2 1.10™ mol.I"'. Zavislosti byly zpracovany
metodou linearni regrese. Ziskané parametry zavislosti jsou uvedeny v tabulkach
3.2 a 3.3. DosaZeny limit detekce Lp = 1,1.107 mol.I"' byl stanoven jako
mnoZstvi analytu poskytujici pik, jehoZ vyska se pravé rovna trojnasobku
absolutni hodnoty Sumu. Na obr. 3.6 a 3.7 jsou uvedeny kalibraéni pfimky
v nejniz$im koncentraénim rozmezi 2.107 az 1.10¢, na obr. 3.8 a 3.9 jsou
uvedeny tytéz zavislosti zpracované v logaritmické formé v celém kalibracnim
rozmezi.

Kalibracni zavislosti jsou linearni v celé métené oblasti koncentraci a
korela¢ni koeficienty se pohybuji v intervalu 0,9998 az 0,9920. Linearitu
zavislosti potvrzuji i smérnice logaritmickych zavislosti, jejichZ hodnota je blizka
jedné. Ze ziskanych parametrti kalibra¢nich zavislosti vyplyva, Ze je vyhodnéjsi

pouZiti plochy piku, coZ je disledkem nesymetrie pikt.
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Tab. 3.2 Parametry kalibracnich zavislosti 5-A6-NQ pro HPLC s UV
spektrometrickou detekci pii 295 nm. Vyhodnoceno z ploch pikd.

koncentra¢ni smeérnice usek R?
rozmezi (mol.I") | (AU.s.mol’.]) | (mAU.s)

1.10° -1.10" 102610 2,3 0,9996

1.10%-1.10° 105590 2,3 0,9998

2.107-1.10° 108790 1,5 0,9977

2.107-1.10"* 102520 3,8 0,9998

Zavislost log 4 na log ¢ : smérnice : 0,98 ; usek : 7,9 ; R*:0,9997

Tab. 3.3 Parametry kalibra¢nich zavislosti 5-A6-NQ pro HPLC s UV
spektrometrickou detekci pii 295 nm. Vyhodnoceno z vysek pikd.

koncentraéni smérnice usek 2
rozmezi (mol.1") | (AU.mol™".1) (mAU) R
1.10°-1.10" 13386 -0,5 0,9993
1.10°-1.10" 13529 4,7 0,9998
2.107-1.10° 17790 1,2 0,9920
2.107-1.10" 13333 3,3 0,9997

Zavislost log / na log ¢ : smérnice : 0,91 ; usek : 6,7 ; R*: 0,9980
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Obr. 3.6 Kalibra¢ni zavislost 5-A6-NQ vyhodnocené z ploch piki

v koncentraénim rozmezi 2.107 az 1.10°® mol.1"" (kolona Lichrospher® RP-18,
100 -5 pm, 125 x 4 mm, mobilni faze Brittontiv-Robinsonidv pufr o pH 7 :
methanol 10:90 (v/v), davkovano 20 pl roztoku latky v MeOH, UV detekce pii
295 nm)
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Obr. 3.7 Kalibraéni zavislost 5-A6-NQ vyhodnocené z vysek pikt

v koncentraénim rozmezi 2.107 az 1.10"® mol.1"' (kolona Lichrospher® RP-18,
100 -5 um, 125 x 4 mm, mobilni faze Brittoniiv-Robinsontv pufr o pH 7 :
methanol 10:90 (v/v), davkovano 20 pl roztoku latky v MeOH, UV detekce pii
295 nm)

4,5

4
3,5 1
3

log plochy piku
o = N
(8] - (6] N (8}

o

T T T

6,5 -6 -5,5 -5 4,5

1

4

A A
1

w

(&) ]

log koncentrace

Obr. 3.8 Kalibra¢ni zavislost 5-A6-NQ v logaritmické formé, vyhodnocené
z ploch piki v koncentraénim rozmezi 2.107 az 1.10™ mol.1"' (kolona
Lichrospher® RP-18, 100 -5 um, 125 x 4 mm, mobilni faze Brittontiv-
Robinsonidv pufr o pH 7 : methanol 10:90 (v/v), davkovano 20 pl roztoku latky
v MeOH, UV detekce pii 295 nm)
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Obr. 3.9 Kalibra¢ni zavislost 5-A6-NQ v logaritmické formé, vyhodnocené z
vysek pikii v koncentraénim rozmezi 2.107 a2 1.10™ mol.I" (kolona
Lichrospher® RP-18, 100 -5 pum, 125 x 4 mm, mobilni faze Brittoniv-
Robinsoniv pufr o pH 7 : methanol 10:90 (v/v), davkovano 20 pl roztoku latky
v MeOH, UV detekce pii 295 nm)

3.3.2 Elektrochemicka detekce

Kalibra¢ni zavislosti byly méfeny za pouziti amperometrické detekce na
uhlikové pastové elektrod€ pri pracovnim potencialu +1,2 V. Proméfovano bylo
koncentraéni rozmezi 2.107 az 1.10™ mol.1". Zavislosti byly zpracovany
metodou linearni regrese. Ziskané parametry zavislosti jsou uvedeny v tabulkach
3.4 a 3.5. Dosazeny limit detekce Ly = 1,6.107 mol.I" byl stanoven jako
mnozstvi analytu poskytujici pik, jehoz vyska se prave rovna trojnasobku
absolutni hodnoty Sumu. Na obr. 3.10 a 3.11 jsou uvedeny kalibra¢ni piimky

uvedeny tytéz zavislosti zpracované v logaritmické forme v celém kalibra¢nim

rozmezi.
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Kalibracni zavislosti jsou linearni v celé méfené oblasti koncentraci a
korelacni koeficienty se pohybuji v intervalu 0,9998 az 0,9980. Linearitu
zavislosti potvrzuji i smérnice logaritmickych zavislosti, jejichZ hodnota je blizka
jedné. Ze ziskanych parametrt kalibra¢nich zéavislosti vyplyva, Ze je vyhodné;si
pouZiti plochy piku, coZ je disledkem nesymetrie pikii. Mez detekce je ve

srovnani se spektrometrickou detekci ptiblizné stejna.

Tab. 3.4 Parametry kalibracnich zavislosti 5-A6-NQ pro HPLC
s amperometrickou detekci na CPE pfi potencidlu +1,2 V. Vyhodnoceno z ploch
pika.

koncentraéni smeérnice usek R?
rozmezi (mol.I'") (nA.s.mol™ 1) (nA.s)

1.10° - 1.10" 102910 3,1 0,9994

1.10°-1.10" 104170 1,1 0,9995

2.107-1.10° 105100 0,5 0,9991

2.107 -1.10" 102920 1,8 0,9998

Zavislost log A na log ¢ : smérnice : 0,99 ; sek : 8,0 ; R*:0,9999

Tab. 3.5 Parametry kalibra¢nich zavislosti 5-A6-NQ pro HPLC
s amperometrickou detekci na CPE pfi potencialu +1,2 V. Vyhodnoceno z vysek
pikd.

koncentraéni smérnice usek

2
rozmezi (mol.I") | (pA.mol™.]) (nA) R
1.10°-1.10" 10137 0,1 0,9997
1.10%-1.10"° 10560 2,8 0,9995
2.107-1.10° 13965 -0,1 0,9980
2.107-1.10" 10102 2,8 0,9998

Zavislost log 4 na log ¢ : smérnice : 0,94 ; usek : 6,7 ; R*:0,9993
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Obr. 3.10 Kalibra¢ni zavislost 5-A6-NQ vyhodnocené z ploch piki
v koncentra&nim rozmezi 2.10” aZ 1.10"® mol.1"" (kolona Lichrospher® RP-18,
100 -5 pm, 125 x 4 mm, mobilni faze Brittoniv-Robinsontiv pufr o pH 7 :
methanol 10:90 (v/v), davkovano 20 pl roztoku latky v MeOH, amperometricka
detekce na CPE pfi potencialu +1,2 V)
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Obr. 3.11 Kalibra¢ni zévislost 5-A6-NQ vyhodnocené z vysek piki

v koncentra&nim rozmezi 2.107 aZ 1.10"® mol.1"' (kolona Lichrospher® RP-18,
100 -5 pm, 125 x 4 mm, mobilni faze Brittoniiv-Robinsontv pufr o pH 7 :
methanol 10:90 (v/v), ddvkovano 20 pl roztoku latky v MeOH, amperometricka
detekce na CPE pfi potencialu +1,2 V)
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Obr. 3.12 Kalibra¢ni zavislost 5-A6-NQ v logaritmické formé, vyhodnocené

z ploch piki v koncentradnim rozmezi 2.107 az 1.10* mol.1" (kolona
Lichrospher® RP-18, 100 -5 um, 125 x 4 mm, mobilni faze Brittoniv-
Robinsoniv pufr o pH 7 : methanol 10:90 (v/v), davkovano 20 pl roztoku latky
v MeOH, amperometricka detekce na CPE pii potencidlu +1,2 V)
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Obr. 3.13 Kalibra¢ni zavislost 5-A6-NQ v logaritmické form¢, vyhodnocené z
vysek pikii v koncentraénim rozmezi 2.10” az 1.10™ mol.I" (kolona
Lichrospher® RP-18, 100 -5 um, 125 x 4 mm, mobilni faze Brittoniv-
Robinsoniv pufr o pH 7 : methanol 10:90 (v/v), davkovano 20 ul roztoku latky
v MeOH, amperometricka detekce na CPE pii potencidlu +1,2 V)
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3.4 Opakovatelnost méreni

Opakovatelnost méteni elektrochemické detekce byla zjisténa
desetindsobnym nadavkovanim 20 pl roztoku 5-A6-NQ o koncentraci
1.10* mol.I" v methanolu v intervalech 1 minuty. Byly pouZity optimalni
podminky mé&Feni tedy : kolona Lichrospher® RP-18, 100 -5 pm, 125 x 4 mm,
mobilni faze Britton-Robinsoniv pufr o pH 7 : methanol 10:90 (v/v), potencial
CPE+1.2 V.

Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.6 a zaznam chromatogramu na
obr. 3.14. Namétené plochy pikt jsou vyssi v porovnanim se ziskanymi
hodnotami pro méfeni kalibra¢nich zavislosti, coZ bylo pravdépodobné
zpusobeno pouzZitim nové uhlikové pasty. Stanovené relativni smérodatné

odchylky jsou 1,2 % pro plochu piku a 0,8 % pro vysku piku.

Tab. 3.6 Opakovatelnost méfeni elektrochemické detekce pro 5-A6-NQ na CPE
pti potencialu +1,2 V (kolona Lichrospher® RP-18, 100 -5 pm, 125 x 4 mm,
mobilni faze Britton-Robinsoniv pufr o pH 7 : methanol 10:90 (v/v), davkovano
20 pl roztoku o koncentraci 1.10™ mol.I"! v MeOH)

pik Plocha piku (nA.s) | Vyska piku (nA)
1 14839 1011
2 14889 1023
3 14465 1006
4 14753 1026
5 14758 1012
6 14470 1001
7 14980 1013
8 14946 1014
9 14947 1009
10 14825 1004
Primér : 14790 nA.s 1012 nA
s : 180 nA.s 8 nA
S 1,2 % 0,8 %
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Obr. 3.14 Chromatogram zjisténi opakovatelnosti méfeni elektrochemické
detekce pro 5-A6-NQ na CPE pi potencialu +1,2 V (kolona Lichrospher® RP-
18, 100 -5 um, 125 x 4 mm, mobilni faze Brittontiv-Robinsoniv pufr o pH 7 :

methanol 10:90 (v/v), davkovéno 20 pl roztoku o koncentraci 1.10™* mol.I"
v MeOH)
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4. 7aveér

Bylo prostudovano chromatografické chovani 5-amino-6-nitrochinolinu
v reverznim chromatografickém systému s chemicky vazanym oktadecylem
s UV spektrometrickou a amperometrickou detekci pouZitim uhlikové pastové
elektrody. Byla prométena zavislost retenénich charakteristik studované latky na

pH mobilni faze s vyuzitim spektrometrické detekce pii 295 nm.

Bylo prostudovéna zavislost odezvy amperometrického detektoru
s uhlikovou pastovou elektrodou na vloZzeném potencialu a pH mobilni faze.
Byly nalezeny optimalni podminky pro stanoveni studované latky: mobilni faze
tvofena Brittonovym-Robinsonovym pufrem o pH 7: methanol 10:90 (v/v), UV
spektrometrické detekce pti 295 nm, amperometricka detekce na CPE pii
potencialu +1,2 V. Za téchto podminek byly zméfeny kalibracni zavislosti
studované latky a stanoveny meze detekce (viz tab. 7.1). Mez detekce s UV

spektrometrickou detekci a amperometrickou detekci je ptiblizné stejna.

Byla zjiSténa opakovatelnost méieni elektrochemické detekce, stanovené
relativni smérodatné odchylky jsou 1,2 % pro plochu piku a 0,8 % pro vysku
piku.

Tab. 7.1 Meze detekce 5-A6-NQ urc¢ené pomoci HPLC se spektrometrickou a
elektrochemickou detekci.

Lp (mol.l") Lp (mol.1™")
spektrometricka detekce elektrochemicka detekce
1,1.107 1,6.10”
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