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Abstrakt

V této praci byly optimalizovany separaéni podminky smeési aminoderivata
polycyklickych aromatickych uhlovodiku (APAH) metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s amperometrickou detekci. Pro ucel porovnani byl do série
k  elektrochemickému  detektoru  zapojen i  detektor  spektrofotometricky.
K amperometrickému stanoveni byl zvolen tiielektrodovy systém zapojeny ve wall-jet

usporadani s uhlikovou pastovou pracovni elektrodou.

Pro ucel optimalizace byla vyuZzita metoda experimentalniho planu, konkrétné
Boxiiv-Behnkentv  plan vyuZzivajici tii Grovné hodnot jednotlivych parametrt.
Zkoumanymi parametry byly pH acetatofosfatového pufru, pocateéni podil methanolu
v mobilni fazi a jeho gradient. Pro vyhodnoceni optimalniho kompromisu mezi celkovou
dobou separace a rozliSenim dvou sousednich pikii byla pouzita Derringerova funkce

vhodnosti.

Pomoci amperometrického detektoru byly ziskany piiblizn¢ desetkrat niz§i meze

detekce nez s pouzitim detektoru spektrofotometrického. Po zakoncentrovani smési latek

cv w7

u 2-aminobifenylu (2:107*° g mI™), nejvyssi u 2-aminofluorenu (1-10° g ml™?).



Abstract

In this work, separation conditions of aminoderivatives of polycyclic aromatic
hydrocarbons (APAH) mixture were optimized by high performance liquid
chromatography with amperometric detection. For the purpose of comparison,
the spectrophotometric detector was connected in series with the electrochemical detector.
Three-electrode system in the wall-jet arrangement with carbon paste working electrode

was chosen for amperometric determination.

For the purpose of the optimization, design of experiment was employed,
specifically Box-Behnken Design which uses three levels of values of each parameter.
Studied parameters were pH of acetate-phosphate buffer, initial percentage of the methanol
in mobile phase and its gradient. Derringer’s desirability function was applied to evaluate

the compromise between the analysis time and the resolution of neighbouring peaks.

Using the amperometric detection, ten times lower limits of detection were
achieved in comparison with spectrophotometric detection. After preconcentration of the
mixture of analytes in the river water by the solid phase extraction, the lowest limit of
detection was gained for 2-aminobiphenyl (2:10° g ml™?) and the highest for

2-aminofluorene (1-10° g ml™).
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1. Uvod

1.1. Cil prace

Cilem této bakalarské prace je vyvinout metodu stanoveni smési deseti
aminoderivati polycyklickych aromatickych uhlovodikii pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s obracenou fazi (RP-HPLC) =za pouziti amperometrické detekce
v porovnani s detekci spektrofotometrickou. Dal§im zamérem této prace je ovéfeni
funkénosti vyvinuté metody pro povrchové vody a zjisténi mezi detekce jednotlivych latek.
Pro ucel optimalizace podminek separace je v této praci pouzita statistickd metoda

planovani experimentu.
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1.2. Aminoderivaty polycyklickych aromatickych uhlovodiku

Vsechny stanovované analyty patii do skupiny aminoderivati polycyklickych
aromatickych uhlovodiki (APAH), které jsou znamymi chemickymi mutageny
a karcinogeny, at’ uz prokazanymi nebo podezielymi. 4-Aminobifenyl, 2-aminonaftalen
a o-toluidin jsou podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) klasifikovany
jako latky prokazateln& karcinogenni pro cloveka ™. Anilin a 1-aminonaftalen patii podle
klasifikace IARC do skupiny 3 (latky, které neni mozno klasifikovat jako karcinogenni pro
cloveka) M. Mutagenita 2-aminobifenylu prokézana nebyla ?, zatimco 4-aminobifenyl je
krom¢ své prokdzané karcinogenity i vysoce mutagenni Bl APAH jsou v lidském téle
aktivovany riznymi enzymy, kovalentné se vdZzou na nckteré baze DNA a vytvaii tak
komplexy zodpovédné za mutace vedouci k riznym druhiim rakoviny — zejména rakoviny
mocového mechyte [4.5]

Tyto aromatické aminy se Casto vyskytuji jak V pracovnim, tak V Zivotnim
prostiedi, a je prakticky nemozné se jejich expozici vyhnout. Navic jsou APAH metabolity
neméné nebezpecnych nitroderivati polycyklickych aromatickych uhlovodikti, vznikaji
jejich redukcei za nepfistupu kysliku. Diky této metabolické pfeméné je mozné APAH

vyuzit jako biomarkery pro sledovani expozice nitrovanym PAH 61,

Mutagenni
a karcinogenni projevy obou téchto skupin mohou byt je$t€ umocnény piitomnosti

puvodnich PAH [7.8.9]

APAH se v zivotnim prostredi vyskytuji predev§im Vv dasledku vlivu antropogenni
¢innosti jako meziprodukty v nejriznéjsich vyrobnich procesech, naptiklad pii vyrobé
barviv, pesticidd, polymeri nebo primyslovych chemikalii. Tyto latky se do okolniho
prostiedi dostavaji zejména diky své vysoké polarité. Pfitomnost APAH v potravinarskych
barvivech, barvach na vlasy, vyparech zahiivanych kuchynskych oleji a palivech vede

k pfimé expozici ¢lovéka a je tedy nutné vyuzivani téchto latek monitorovat a regulovat
[10, 11]

Stimto faktem je spojena vysoka poptavka po metodach stanoveni schopnych
spolehlivé detekovat stopova mnoZstvi APAH. Pro tento ucel jsou pouzZivany predev§im
chromatografické metody, jako plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickym
detektorem (GC-MS) ™ nebo HPLC s fluorimetrickou ™ & spektrofotometrickou detekei
[ Nevyhodou vyuziti plynové chromatografie pro toto stanoveni je vzhledem

k polarnimu charakteru aromatickych amintl nutnost jejich piedchozi derivatizace. Casto
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byvaji APAH stanovovany také pomoci HPLC | kapilarni elektroforézy (CE) ® nebo
priitokové injekéni analyzy (FIA) I s elektrochemickou detekei. UZite¢nou alternativou
pro stanoveni téchto latek jsou elektroanalytické metody, jako je diferen¢ni pulzni
voltametrie, diferen¢ni pulzni polarografie nebo anodické voltametrie na uhlikové pastové

[18]

elektrodé ™. Stanoveni na uhlikové pastové elektrodé je pro tento druh latek vhodné

zejména diky jejich snadné anodické oxidaci [5.19]

1.3. Amperometricka detekce s wall-jet usporadanim

Vsechny detektory by mély spliovat pozadavky jako je vysoka citlivost a nizka
uroven Sumu, linearita odezvy, stabilita signalu, reprodukovatelnost, selektivita
a robustnost vic¢i zménam tlaku, pratoku mobilni faze a teploty. Amperometricky detektor
patii do skupiny elektrochemickych detektort, které se v prutokovych metodach vyuzivaji
diky nizké potizovaci cené a svym vyhodnym vlastnostem, jako je jejich vysoka citlivost,
selektivita a rychlost odezvy, nevyhodou je naopak pasivace elektrod a tedy i potieba jejich
¢isténi. Amperometrickym detektorem je méfena proudova odezva (zavisla na celkové

koncentraci analytu) za konstantniho potencialu vlozeného na pracovni elektrodu.

Amperometrickd detekce je v soucasné dob¢ ¢im dal ¢astéji pouzivana ve spojeni
SHPLC jak snormalnimi, tak s obracenymi fazemi. Pro nékteré latky je tento druh
stanoveni mnohem vhodnéjsi neZz pouziti HPLC s klasickym UV nebo fluorescenénim

detektorem 2%,

Wall-jet usporadani bylo poprvé popsano Matsudou 21 5 pozdéji bylo aplikovéano
1 na pritokové metody. Oproti jinym uspofadanim elektrochemické detekce umoznuje
wall-jet uspotfadani ponechat velky objem pratokové cely, diky kterému je usnadnéna
samotnd konstrukce; méficim prostorem je pfitom jen prostor mezi pritokovou kapilarou
a pracovni elektrodou, ktery miiZze byt minimalni a zabranuje rozmyvani pikd v disledku
konvektivni difuze #?. Amperometrické detekce pravé s wall-jet uspofadanim byva dasto

pouzivano v prutokovych metodach. [11,23,24]

Jako pracovni elektrodu je pfi HPLC-ED mozno pouzit uhlikovou pastovou
elektrodu (CPE) 1 ® 231 Uhlikova pastova elektroda byla vynalezena a popsana v roce
1958 Ralphem Adamsem. Zamérem jeho vyzkumu vsak nebyla tato konkrétni elektroda,

ale pfiprava obnovitelné uhlikové elektrody, ktera by byla alternativou ke kapajici rtutoveé

12



elektrodé¢ (DME) pro anodickou oxidaci organickych slozek, kde DME neni mozné vyuzit
[26]

Uhlikova pasta je vytvofena smichanim praSkového uhliku a pastovaci kapaliny,
ktera zajistuje spojeni jednotlivych mikrocastic uhliku. Nejcastéji pouzivany je
spektroskopicky grafit (5 — 20 pum), dalSimi moznostmi jsou skelny uhlik s kulatymi
&asticemi nebo uhlikové nanotrubicky ", Mezi hojn& vyuZivané pastovaci kapaliny patii
mineralni oleje, alifatické i aromatické uhlovodiky [26] 5 jejich halogenderivaty, silikonové

28] hebo anorganické kyseliny 28] pasta je pripravovana nejcastéji v poméru 1 g

[29]

oleje

praskového uhliku ku 0,5 — 1 ml pastovaci kapaliny

Uhlikové pasty je mozné modifikovat pomoci nejriznéjsich latek — chemickych
sloucenin, menicl iontid, 1 substratil z Zivych organismu (fasy, bakterie). Modifikator miize
byt pfimo rozpustén v pastovaci kapaliné nebo se primichavda do pasty pfi jeji
homogenizaci. Obvykle byva k modifikaci pouzivana jedna latka, ale je mozné uhlikovou
pastu upravovat i pomoci vice slozek. Ptikladem viceslozkovych modifikatorti jsou
uhlikové pasty pouzivané jako biosenzory, které obsahuji enzymy s piislusSnymi mediatory.
V disledku modifikace uhlikovych pastovych elektrod bylo zna¢né rozsifeno jejich

analytické vyuziti %,

Vyhodou CPE je nizky proud pozadi, Siroké potencidlové okno, snadna obnova
povrchu elektrody, nizka potizovaci cena, jednoducha piiprava uhlikové pasty a moznost
vyuZiti pro Sirokou Skélu analytd. Nevyhodou je naptiklad obtiznost méteni v katodické
oblasti potencidlu nebo menSi mechanicka odolnost CPE pii vysSich pritokovych
rychlostech. Jednou z dalsich nevyhod CPE v piipadé pritokovych metod je vymyvani
pastovaci kapaliny z uhlikové pasty v disledku vysoké koncentrace organickych slozek

(naptiklad methanolu, acetonitrilu) v mobilni fazi [24],
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1.4. Optimalizace pomoci planovani experimentu

Optimalizace v analytické chemii se Casto provadi metodou OVAT
(One-variable-at-time), kdy je sledovan vliv jedné proménné na pozadovanou odpovéd,
zatimco dal$i parametry jsou udrzovany na konstantni hodnoté. Takto zjisténé optimum
v sobé nezahrnuje vliv interakci mezi jednotlivymi optimalizovanymi parametry.
Nevyhodny je také vysoky pocet experimentd nutnych pro zjiSténi pozadovanych
podminek stanoveni, v disledku ¢ehoz rostou néklady a Casova narocnost provedeni.
Z téchto divodu jsou Vv dne$ni dob¢ stale vice pouzivany multifaktorové statistické
metody. Pomoci metod planovani experimentu (Design of Experiment, DOE) je mozné, na

rozdil od OVAT, ziskat informace o celé doméng, ve které je experiment provadén B4,

Nejcastéji pouzivanym pristupem k planovani experimentu je pro ucel modelovani
planu a optimalizace metodologie odezvové plochy (Response Surface Methodology,
RSM), kterd je kombinaci matematickych a statistickych postupli zalozenych na pouZiti
polynomidlni rovnice na experimentalni data. Tuto metodu je vyhodné pouzit, pokud je
pozadovana odpovéd ovlivnéna nékolika riznymi parametry. Cilem RSM je tyto

parametry soub&zné optimalizovat pro dosazeni co nejlepsich vysledkt [31,32.33]

Pro pouziti DOE je nejprve nutné stanovit cil experimentu, tedy urcit pozadovanou
odpovéd’, jako je napf. plocha, vyska, pomér signal / Sum, dale pak vybrat parametry, které
by mohly mit na odpovéd’ n&jaky vliv, a stanovit jejich hodnotové rozmezi. Tyto parametry
mohou mit jak kvalitativni (napf. druh chemikalie), tak kvantitativni (napft. tlak, teplota)
podobu. Pouziti jednoho experimentalniho planu casto nevede Kk vyfeseni daného
problému, pokud je tomu tak, je tfeba problém pireformulovat (odstranit parametry, které

nemaji statisticky vliv na experiment, modifikovat model experimentu, ...) [331,

Rozhodujicim krokem optimalizace je modelovani, tedy samotné nalezeni
polynomialni rovnice, ze které je pak mozné pomoci ANOVA testid zjistit optimalni
hodnoty studovanych parametri. Jako podklad pro modelovani slouzi vysledky
experimentt, které byly vybrany danym experimentalnim planem. Pro naplanovani téchto
experimentl je dulezité vybrat vhodny typ experimentalniho planu. Piikladem muze byt
dvou-trovitovy (2) nebo tif-trovitovy (3) faktorialni plan, Boxéiv-Behnkeniv, Doehlertiy

nebo stfedové slozeny (central composite design, CCD) plan B4,
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V piipad¢ velkého mnozstvi parametrii je vyhodné provést pied samotnym
modelovanim orientacni (screeningové) modelovani S omezenym poctem hodnot
jednotlivych parametra a ptipadné jednodussim experimentalnim pldnem, pomoci kterého
jsou urceny statisticky nevyznamné parametry, které potom nemusi byt pii optimalizaci

brany v tivahu.

Faktoridlni design, typicky 2% a 3% faktorialni, je jednim z nejjednodussich
experimentalnich pland, pro ktery je podet parametrii rovny a¥, kde a je pocet hodnot
parametri a K pocet studovanych parametrti. Nevyhodou 2K a 3¢ pléanu je omezena moznost
pouziti v RSM pfii poctu parametrii vy$sim nez dva, v tomto piipad¢ je nutné provést veétsi
pocet experimentl a tim tyto experimentalni plany ztraci svoji u¢innost. Pokud je ovSem
ticba optimalizovat dva parametry, je 3 plan srovnatelné efektivni s CCD. V ptipadé
Boxova-Behnkenova planu je mozné optimalizovat vice faktorti soucasné s vétsi ucinnosti
upraveny na tfi hladiny, mezi nimiz je rozmezi hodnot vzdy stejné. Zatimco CCD je
v analytické chemii rozsifenou metodou optimalizace, Boxiv-Behnkendv plan je pouzivan
méné. CCD je experimentalni plan sloZzeny ze dvou druhi plant a centralniho bodu.
Jednim z téchto pland je uplny nebo &asteény faktorialni plan, druhym hvézdicovy plan,
studované parametry CCD maji hodnoty uspofddané na péti hladinach. Poslednim
jmenovanym je Doehlertiv plan, ktery je v porovnani s dal§imi zminovanymi plany
mnohem praktictéjsi a uc¢innéjsi. Jednou z vyhod tohoto planu je potfeba mensiho mnozstvi
experimentalnich bodi. Kazdy parametr je mozné optimalizovat na jiném poctu hladin.
Doehlertiv plan je v poslednich letech ¢im dal vice pouzivany praveé kvili jeho efektivite

; ;. . 1, . , 1
V porovnani s ostatnimi experimentalnimi plany [31. 331,

Pokud je tfeba optimalizovat vice odpovédi najednou, je vhodné pouzit
Derringerovu funkci vhodnosti, ktera je nejdulezitéjsi a nejpouzivanéjsi optimalizacni
multikriteridlni metodou analytickych postupii. Zdkladem této metody je vytvoreni funkce
Vhodnosti pro kazdou odpovéd zvlast. Kazdy méfeny parametr spojeny s kazdou
optimalizovanou odpovédi musi byt pieveden na bezrozmérnou promeénnou na stupnici
vhodnosti. Funkce vhodnosti nabyva hodnot 0 a 1, kde 0 znaci nepiijatelnou hodnotu a 1
hodnotu Zadanou. DalSim krokem je vypocet celkové kvality vynasobenim jednotlivych
hodnot vhodnosti ziskanych pro dané parametry. Pokud ma jeden parametr Derringerovy
funkce nepfijatelnou hodnotu, ma nepiijatelnou hodnotu i celkovy produkt. Vyhodou

aplikace Derringerovy funkce vhodnosti v analytické chemii je jeji vysoka ucinnost
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a ekonomicnost B *31. Ve spojeni s HPLC se Derringerova funkce vyuZiva &asto pro

zjisténi optimalniho kompromisu mezi dobou analyzy a rozliSenim sousednich pika
[34, 35, 36, 37]

16



2. Experimentalni ¢ast

2.1. Pouzité chemikalie

2.1.1. Studované latky

Anilin

C.A.S. Name: Benzenamine
C.A.S. Registry Number: 62-53-3
CeHs N

zkratka: A

Cistota 99,5 %; Sigma Aldrich

2-Aminoantracen

C.A.S. Name: 2-Anthracenamine
C.A.S. Registry Number: 613-13-8
CuaHu N

zkratka: 2-AA

Cistota 96 %; Sigma-Aldrich

2-Aminobifenyl

C.A.S. Name: 2-Aminobiphenyl
C.A.S. Registry Number: 90-41-5
CrzHut N

zkratka: 2-AB

Cistota 97 %; Sigma-Aldrich

4-Aminobifenyl

C.A.S. Name: 4-Aminobiphenyl
C.A.S. Registry Number: 92-67-1
Ci2Hu N

zkratka: 4-AB

Cistota 98 %; Sigma-Aldrich

(>/NH2

OOO A



2-Aminofluoren

C.A.S. Name: Fluoren-2-amine
C.A.S. Registry Number: 153-78-6
CizHu N

zkratka: 2-AF

Cistota 98 % Sigma-Aldrich

1-Aminonaftalen

C.A.S. Name: 1-Naphthalenamine
C.A.S. Registry Number: 134-32-7
CioHgN

zkratka: 1-AN

Cistota 99 %; Sigma-Aldrich

2-Aminonaftalen

C.A.S. Name: 2-Naphthalenamine
C.A.S. Registry Number: 91-59-8
CioHgN

zkratka: 2-AN

Cistota 99 %; Sigma-Aldrich

2-Ethylanilin

C.A.S. Name: 2-Ethylbenzenamine
C.A.S. Registry Number: 578-54—1
CgHui N

zkratka: 2-EA

Cistota 98 %; Sigma-Aldrich

2-Nitroanilin

C.A.S. Name: 2-Nitrobenzenamine
C.A.S. Registry Number: 88-74-4
Cs Hs N2 O

zkratka: 2-AN

Cistota 98 %; Sigma-Aldrich

NH2

@cm
NH2

©:NOZ
NH,
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C.A.S. Name: 2-Methylbenzenamine

o-Toluidin ©:CH3
NH,

C.A.S. Registry Number: 95-53-4
C7;Hg N

zkratka: T

Cistota 99 %; Sigma-Aldrich

2.2. Aparatura

2.2.1. Sestava pro HPLC

2.2.2.

2.2.3.

gradientova pumpa Beta 10 (Ecom, Ceska republika)

degasser DG 4014 (Ecom, Ceska republika)

davkovag se smyckou o objemu 20 ul (Ecom, Ceska republika)

predkolonka LiChroCART® 4-4 Purospher RP—18 (Merck, Némecko)

kolona LiChroCART® 250-4 Purospher RP—18 (5um) (Merck, Némecko)
UV-VIS spektrofotometricky detektor Sapphire 600 (Ecom, Ceska republika)
amperometricky detektor ADLC 2 (Laboratorni piistroje, Praha, Ceska
republika)

poéitadovy program Clarity Chromatography Station (DataApex, Praha, Ceska
republika) pracujici v prostiedi Windows XP (Microsoft, USA)

Extrakce na tuhé fazi

extrakéni kolonky LiChrolut® EN 200 mg/3 ml (Merck, Némecko) na bazi
poly(styren-divinylbenzenu)

dvanactimistny vakuovy extrakéni rozvod

Dalsi pristroje a programy

spektrofotometr Agilent Technologies 8453

pH metr — Conductivity and pH meter 3510 (Jenway, UK) s kombinovanou
sklenénou elektrodou

magneticka michacka — Magnetic Stirrer MS 3000 (Jenway, UK)

optimaliza¢ni program Minitab 16 (Minitab Inc., USA)
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2.3. Pracovni postupy

2.3.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie se spektrofotometrickou

a amperometrickou detekci

Roztoky A, 2-AA, 2-AB, 4-AB, 2-AF, 1-AN, 2-AN, EA, 2-NA a T o koncentraci
1 mg ml™ byly pfipraveny rozpusténim daného mnozstvi pevné latky v 10 ml acetonitrilu
(gradient grade for liquid chromatography, LiChrosolv®, Merck, Némecko).

Zasobni roztok (smés latek o koncentraci 100 pg ml™) byl pfipraven smisenim
500 pul kazdého zasobniho roztoku jednotlivych latek. Pro nastfik do kolony byl pouzivan
desetkrat ziedény roztok. Pro fedéni byla pouzita smés methanolu (gradient grade for
liquid chromatography, LiChrosolv®, Merck, Némecko) a deionizované vody (Millipore
Q-plus systém, Millipore, USA) v poméru 1:1. Pro identifikaci jednotlivych latek byly

pfipraveny roztoky téchto latek o odpovidajici koncentraci.

Acetatofosfatovy pufr predstavovala smés kyseliny octové (99%, Cistota p.a., Lach-
Ner, Neratovice, Ceska republika) a kyseliny o-fosfore¢né (85%, Gistota p.a., Lach-Ner,
s.r.0., Neratovice, Ceska republika), kazda o koncentraci 50 mmol dm?. Pro upravu pH
pufru na pozadovanou hodnotu byl pouzivan roztok hydroxidu sodného (Cistota p.a.,
Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika) 0 koncentraci 100 mmol dm™. Kazdy den bylo
pH acetatofosfatového pufru, ktery se v HPLC sestavé misil s methanolem, kontrolovano

a upravovano na presnou hodnotu, pH metr byl denné kalibrovan.

Pro separaci analytl byly pouzivany nésledujici optimalni podminky: pritokova
rychlost mobilni faze 0,5 ml min % vinové délka spektrofotometrického detektoru 235 nm;

pH acetatofosfatového pufru 2,5.

Pro optimalni rozdéleni latek a zéarovenn piijatelnou dobu separace byl pouzit
gradient. Na pocatku byl podil methanolu v mobilni fazi 30 % a na této hodnoté byl
udrZovan po dobu 6 min. Déle byl podil methanolu béhem 24 min zvySen na 90 %. Pomé&r
methanolu a acetatofosfatového pufru se po ukonceni analyzy navratil na plivodni hodnotu.
Poté byla kolona promyvana mobilni fazi vtomto slozeni do ustileni zakladni linie

amperometrického detektoru.

Amperometricky detektor byl =zapojen za detektor spektrofotometricky.
K amperometrické detekci byl pouzit tfi-elektrodovy systém slozeny z pracovni uhlikové

pastové elektrody (CPE), referentni argentchloridové elektrody s 3mol dm™ KCI
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(ETP CZ R-008-05, Monokrystaly, Ceskd Republika) a pomocné platinové elektrody.
Elektrody byly umistény ve sklenéné cele ve wall-jet uspotadani (Obr. 2.1).

Pasta pro CPE byla pfipravena smisenim 250 mg skelného uhliku (mikrokulicky
skelného uhliku o praméru 0,4 — 12 um; Alfa Aesar, USA) a 100 pl mineralniho oleje
(Sigma-Aldrich) ve tfeci misce a plnéna do teflonového téla elektrody (vnitini pramér
2 mm). Uhlikovou pastu bylo nutné pied kazdym métenim otfit, z divodu vysokého podilu
methanolu v mobilni fazi, ktery zplisoboval vymyvani mineralniho oleje. Bez Castého

otirani pasty dochazelo k nezddoucimu Sumu a velmi pomalému ustalovani zakladni linie.

1 2 3

mil 5%

Obr. 2.1 Schéma ,wall-jet“ uspofadani elektrod, 1 — pomocna platinova elektroda,
2 —pracovni uhlikova pastova elektroda, 3 — referentni argentchloridova elektroda,
4 — vstupni kapiléara
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2.3.2. Extrakce na tuhé fazi

Analyzovany vzorek byl pfipraven pfidavkem odpovidajiciho mnozstvi zasobniho
roztoku do 100 ml deionizované nebo fi¢ni vody. Deionizovana i fi¢ni voda byla pfedtim

upravena hydroxidem sodnym o koncentraci 100 mmol dm™ na pH 9.

Pied pouzitim byla kazda extrakéni kolonka aktivovana postupnym promytim 3 ml
ethylacetatu (Cistota p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika), 3 ml methanolu a 3 ml
deionizované vody (Millipore Q-plus systém, Millipore, USA) bez pouziti podtlaku. Dale
bylo na kolonku pfivedeno 100 ml analyzovaného vzorku a pekapano rychlosti 1 ml min*
za pouziti podtlaku. Poté byla kolonka promyta 3 ml deionizované vody a vysuSena

prosavanim vzduchu po dobu 1 min. Zachycené latky byly bez pouziti podtlaku eluovany

10 ml acetonitrilu.
2.3.3. Kalibrac¢ni zavislosti

Pro zjisténi parametrt kalibracnich zévislosti byla pouZzita metoda linearni regrese.
Mez detekce byla ziskana jako trojnasobek absolutni hodnoty Sumu v poméru ke smérnici

dané kalibracni piimky.
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3. Vysledky a diskuze

3.1. Optimalizace separace

3.1.1. Planovani experimentu

Pro optimalizaci byla vyuzita metoda odezvové plochy. Jako vyznamné byly
vybrany tfi parametry — pH acetatofosfatového pufru, pocatecni podil methanolu v mobilni
fazi a jeho gradient. Vzhledem k nizkému poc¢tu parametri byl vybran Boxuv-Behnkeniv

plan bez piedchoziho screeningu, hodnoty jednotlivych parametri jsou uvedeny v Tab. 3.1.

Jako sledovana odpovéd’ byla zvolena chromatograficka odezvova plocha (CRF),
pomoci které byly nalezeny takové hodnoty parametri, aby byly jednotlivé analyty
dostate¢né rozliSeny a zaroven doba separace nebyla ptili§ dlouhd. CRF byla vypoctena

pomoci nasledujicich vzorci:

CRF(f,g9)=fxg

1

n-1 n—-1
p=1
Sp,p+1 — 1
1+ exp(—by X RPP*1 + b))
1
9

=1+exp(b2xt+b3)

kde f je hodnota vhodnosti rozliseni, g je hodnota vhodnosti asu analyzy, SPP*' je
hodnota rozlideni piku pevedena na hodnotu vhodnosti, R**** je rozliseni dvou sousednich
pikt, p je pocet pikii (p =1, 2 ... n—1), t je doba analyzy, by a b; jsou parametry rovnice
definované limitnimi hodnotami S™**, by a b jsou parametry rovnice definované limitnimi

hodnotami g B4,

Boxuv-Behnkentv plan, ktery byl pouzit pro uc¢el modelovani, je zalozen na sérii
méieni, kterd kombinuje jednotlivé hodnoty optimalizovanych parametra. Plan série téchto
méfeni byl ziskdn pomoci statistického programu Minitab 16, ve kterém byla nasledné
naméfena data vyhodnocena za pouziti ANOVA testd. Vyslednd matematickd rovnice

vyjadiuje vliv statisticky vyznamnych parametrt a jejich interakci na CRF.

y =0,014—0,072 %X B+ 0,103 X C + 0,130 x B2+ 0,111 X C? + 0,090 x B X C
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V této rovnici je y odpoveéd, B je pocatecni podil methanolu v mobilni fazi a C je

gradient methanolu v mobilni fazi.

Z matematické rovnice je vidét, ze vyznamnymi faktory jsou pocatecni podil
a gradient methanolu v mobilni fazi, zatimco pH acetatofosfatového pufru ani jeho
interakce nemaji statisticky vyznamny vliv na odpovéd” CRF, coz je pravdépodobné

zpusobeno tim, Ze tato zavislost je v podstatné ¢asti svého rozsahu konstantni.

Z vysledki ANOVA testll byly zjistény optimalni podminky separace, které jsou
uvedeny v Tab. 3.2. Pomoci programu Minitab 16 byly vytvotfeny plo$né grafy vzajemné
zavislosti danych parametri a CRF, hodnota jednoho z parametrti byla vzdy konstantni.
Graf zavislosti CRF na pocate¢nim podilu methanolu v mobilni f4zi a jeho gradientu za

konstantniho pH je zobrazen na Obr. 3.1.

Tento zplsob je ovSem schopen pracovat pouze v mezich zvolenych podminek
a nepostihuje napiiklad modifikaci gradientu zalomenim. Z tohoto divodu byly pomoci
dal$ich meéteni, vychdzejicich z programem ziskanych dat, vlastnim usudkem stanoveny
takové optimalni hodnoty, které pro lepsi rozdéleni prvnich pika tuto variantu zahrnuly.
Optimalni podminky separace smési APAH tedy byly: pritokova rychlost mobilni faze
0,5 ml min™*; pH acetatofosfatového pufru 2,5; podateéni podil methanolu v mobilni fazi
30 %. Dale byl pro urychleni doby separace a optimalni rozdéleni latek pouzit
modifikovany gradient. Podil methanolu v mobilni fazi byl prvnich 6 min analyzy

udrzovan na hodnoté 30 %. Nasledn¢ byla tato hodnota béhem 24 min zvysena na 90 %.

Piky jednotlivych analytl byly identifikovany na zdklad€ porovnani reten¢nich cast

s retenénimi Casy pikl jednotlivych latek (Tab. 3.3).

Tab. 3.1 Hodnoty optimalizovanych parametrti.

Parametr 1 0 -1
pH acetatofosfatového pufru — A 2,5 4,5 6,5
podil methanolu v MF — B 20% 45% 70%
gradient methanolu v MF - C 2% / min 1% / min 0% / min

24



Tab. 3.2 Optimalni hodnoty jednotlivych parametrti podle Boxova-Behnkenova planu.

Parametr A B

C

Optimalni hodnota 25 20 %

2 % / min

0,45

0,30

CRF 0,15

0,00

gradient (% / min)

70

methanol (%)

Obr. 3.1 Graf zavislosti chromatografické odezvové plochy na pocéate¢nim podilu
methanolu v mobilni fazi a jeho gradientu za konstantni hodnoty pH acetatofosfatového

pufru (pH = 2,5).

Tab. 3.3 Identifikace analytl

Cislo piku Retencni ¢as, min Analyt
1 3,94 A
2 4,96 T
3 7,14 EA
4 12,8 2-AN
5 16,3 1-AN
6 18,6 2-AF
7 19,7 4-AB
8 21,0 2-NA
9 24,1 2-AB
10 26,3 2-AA
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3.2. Optimalizace podminek detekce

Vhodné vinova délka pro spektrofotometrickou detekci byla zjisténa ze spekter
stanovovanych latek Vv prostiedi smési methanolu s acetatofosfatovym pufrem (pH 2,5)
v poméru 1:1 (Obr. 3.2 a Obr. 3.3). Spektra jednotlivych latek se od sebe vyrazné lisi a
oblasti jejich absorpénich maxim se neptekryvaji; absorbance A, EA a T je krom¢ toho
nizka 1 v téchto oblastech. Jako optimalni kompromis byla zvolena vlnova délka
235 nm. Tato hodnota vSak neni pro vSechny analyty idealni a tento fakt se odrazi i pii

spektrofotometrické detekci béhem stanoveni smési téchto latek.

absorbance (AU)

Obr. 3.2 Spektrum anilinu, 2-aminoanthracenu, 2-aminobifenylu, 4-aminobifenylu
a 2-aminofluorenu méfené proti acetonitrilu. Roztoky jednotlivych latek 0 koncentraci
100 pg ml™* ve smési methanolu a acetatofosfatového pufru o pH 2,5.
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3r —1-AN
2-AN
——EA
——2-NA
—T

absorbance (AU)

Obr. 3.3 Spektrum 1-aminonaftalenu, 2-aminonaftalenu, ethylanilinu, 2-nitroanilinu
a o-toluidinu métené proti acetonitrilu. Roztoky jednotlivych latek o koncentraci 100 pg
ml~! ve smési methanolu a acetatofosfatového pufru o pH 2,5.

Pro zajisténi vhodnych podminek stanoveni bylo dale nutné zvolit vhodné
podminky amperometrické detekce, zejména potencial pracovni elektrody. Optimalni
hodnota potencidlu pracovni elektrody byla ziskdna proméfenim hydrodynamickych
voltamogramli smési analytl Vrozmezi +0,5 V az +1,5 V za optimalnich podminek

Separace.

Hydrodynamické voltamogramy pro jednotlivé latky a naméfeny proud pozadi jsou
znazornény na Obr. 3.4. Volba potencialu +1,4 V jako pracovniho potencialu pro dalsi
méfeni byla vynucena potiebou detekce 2-NA,; k detekci ostatnich latek bylo mozné pouzit
niz8i potencial. Nevyhodou prace pii vy$§im potencialu byl pomérné vysoky proud pozadi,
s tim spojeny Sum, pomalejsi ustalovani zakladni linie a také vétsi drift zakladni linie

spojeny s pouZzitim gradientové eluce.
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—a— A
—0— 2-AA
5L —®—2-AB
—— 4-AB
—— 2-AF
4} —4—1-AN
—O0— 2-AN
—e—EA
3F —<—2-NA
il
—X— proud pozadi

I (HA)

vyska piku (WA)

Obr. 3.4 Hydrodynamické voltamogramy stanovovanych latek. Kolona LiChroCART®
250-4 Purospher RP—18 (5um). Gradient (A: acetatofosfatovy pufr o pH 2,5; B: methanol):
0. — 6. min: 30 % B, 30. min. 90 % B, pratok. rychlost 0,5 ml min .

3.3. Optimalizace extrakce na tuhé fazi
Pro prekoncentraci a oddé€leni analytii od matrice byla pouzita extrakce na tuhé fazi.

Pfi volbé pocatecnich podminek, tedy kolonek, elu¢niho rozpoustédla a postupu
extrakce, se vychazelo z diplomové prace J. Zavazalové (381 ktera se zabyvala stanovenim

aminoderivati naftalenu a bifenylu v mo¢i metodou HPLC-ED s vyuzitim SPE.

Pro extrakci byly vybrany extrakéni kolonky LiChrolut® EN 200 mg /3 ml, jejichz
sorbent je tvofen kopolymerem ethylvinylbenzenu a divinylbenzenu, jako elu¢ni ¢inidlo

byl pouzit acetonitril, jehoZ objem bylo nutné optimalizovat.

Celkovy objem elu¢niho rozpoustédla potfebny k eluci studovanych analyti byl
stanoven zakoncentrovanim 100 ml vzorku (smés analytd v deionizované vodé
0 koncentraci 0,1 pg ml™") na kolonce a naslednou extrakei &tyfikrat 3,0 ml acetonitrilu.
Nasledné byla kazda frakce analyzovana pomoci HPLC a z vySek pikt byl vypocitan
procentudlni vytézek jednotlivych latek a urcen celkovy objem acetonitrilu potiebny
k eluci téchto latek z extrakéni kolonky. JelikoZz v posledni frakci jiz nebyly patrné stopy
analytdi, byl jako optimalni zvolen objem acetonitrilu 10 ml. Procentualni vytézky
jednotlivych analyti po eluci 10 ml acetonitrilu (pro koncentrace 100 ng ml™* a 10 ng ml™)
jsou pro oba druhy detekce uvedeny v Tab. 3.4.
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Ptestoze bylo dosazeno dostate¢ného vytézku prakticky u vsech latek, vysledky A,
T a EA (tedy prvnich tii pikl) byly zna¢né ovlivnény interferenci matrice. Na vytéznost
jednotlivych analytd pii spektrofotometrickém stanoveni ma vliv vyrazny drift zakladni
linie. Odecet vysek piku byl v dasledku driftu ztizen a u nékterych latek aplné znemoznén.

V piipad¢ amperometrické detekce ztézoval vyhodnoceni Sum.

Tab. 3.4 Vyt&zky extrakce jednotlivych latek o koncentraci 100 ng ml™* a 10 ng ml™ pro
amperometrickou a spektrofotometrickou detekci. Extrahovano vzdy 100 ml roztoku,
z SPE kolonky vymyto 10 ml acetonitrilu.

Vytézky extrakce, %

Analyt 100 ng ml™* 10ngmi™
ED uv ED uv
A 105 - 53 -
2-AA 79 79 59 116
2-AB 102 93 97 129
4-AB 106 99 84 -
2-AF 99 71 97 -
1-AN 123 116 75 -
2-AN 111 - 64 -
EA 101 - 55 —
2-NA 109 114 82 108
T 140 - 35 —

3.4. Kalibracni zavislosti

Pro ovéfeni linearity koncentra¢ni zavislosti byly za optimalnich pracovnich
podminek prométfeny kalibrac¢ni kiivky pro A, 2-AA, 2-AB, 4-AB, 2-AF, 1-AN, 2-AN,
EA, 2-NA, T. Pfimym nastfikem byla zméfena i koncentracni zavislost smési latek
v matrici fi¢ni vody. Dalsi kalibra¢ni zavislost byla ziskana proméfenim smési latek v fi¢ni
vodé, které byly pfed stanovenim zakoncentrovany extrakci na tuhé fazi. K detekci byl ve

vSech ptipadech pouzit amperometricky i spektrofotometricky detektor.
3.4.1. Kalibraéni zavislosti bez predchoziho zakoncentrovani analytu

Kalibra¢ni zavislosti byly u smési analytii v deionizované vodé s methanolem (1:1)

promé&feny v koncentraénim rozmezi od 0,025 ug ml™* do 10 pg ml %, pro smés analytd
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viiéni vodé byly tyto zavislosti méfeny v rozsahu koncentraci od 0,01 ug ml™ do
1 ug ml™. Z vysek piki jednotlivych latek vyhodnocenych z naméfenych chromatogramd,
byly ur€eny parametry kalibracnich zavislosti (smérnice, Usek, korelacni koeficient) a dale
pak mez detekce a mez stanovitelnosti. Parametry kalibracnich zavislosti pro
elektrochemickou

a spektrofotometrickou detekci jsou uvedeny v tabulkach Tab. 3.5 a Tab. 3.6 pro stanoveni
v ¢istych rozpoustédlech a v Tab. 3.7 a Tab 3.8 pro stanoveni v fi¢ni vodé, meze detekce
v tabulce Tab. 3.9.

Kalibra¢ni kiivky analytd v deionizované vodé¢ s methanolem jsou pro
amperometrickou detekci (Obr. 3.5) linearni do koncentrace 0,05 pg ml ™. PH nizsi
koncentraci  ztézoval  vyhodnoceni  chromatogramu  Sum  zékladni linie.
U spektrofotometrické detekce (Obr. 3.6) byl i pfi méfeni nejvyssi koncentrace
(10 pg mI™) znatelny drift zakladni linie, coz u nékterych latek velmi brzy znemoznilo

jejich vyhodnoceni.

Situace pfti stanoveni Vv fi¢ni vodé byla obdobnd — pomoci amperometrické detekce
(Obr. 3.7) bylo pii méfeni kalibracnich zavislosti v fi¢ni vodé u vétSiny analytti dosazeno
dobré linearity do koncentrace 0,05 pg ml*, zatimco u spektrofotometrické detekce
(Obr. 3.8) vykazovaly kalibra¢ni zavislosti stejny problém jako u stanoveni v deionizované
vod¢ s methanolem — tedy vyrazny drift zakladni linie. Vzhledem k tomu nebylo mozné
u nizsich koncentraci vétSinu latek vyhodnotit. Tento drift zpasobil ztizené vyhodnoceni

piku 2-nitroanilinu i u vyssich koncentraci.

Pii méfeni kalibra¢nich zavislosti analytt v deionizované vodé s methanolem se,
u amperometrické detekce (Obr. 3.9), v sestupné ¢asti piku o-toluidinu objevuje piekryv se
systétmovym pikem methanolu. Na chromatogramu spektrofotometrické detekce této smési
(Obr. 3.10) neni mozné pik o-toluidinu v dusledku piekryvu timto systémovym pikem
vyhodnotit.

Pfi amperometrickém stanoveni smési latek v fi¢ni vode (Obr. 3.11) nebyl na rozdil
od spektrofotometrické detekce podobny problém znatelny. V piipadé spektrofotometrické
detekce nemohly byt vyhodnoceny prvni ani druhy pik (anilin, o-toluidin), oba tyto piky
byly ptekryty pikem matrice (Obr. 3.12). V disledku interference matrice je také na tomto

chromatogramu velmi Spatné rozeznatelny pik ethylanilinu.
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Na chromatogramech Obr. 3.11 a Obr. 3.12 je mozné vidét vyrazny drift zakladni
linie pifi spektrofotometrickém i amperometrickém stanoveni smési latek Vv ficni vodé.
Tento drift je zpisoben pouzitim gradientu mobilni faze pro urychleni doby analyzy, roli
hraje i pouziti nizké vinové délky u spektrofotometrické detekce a vysokého detek¢éniho
potencialu u detekce amperometrické, dal§i pfi¢inou driftu zakladni linie
u amperometrického stanoveni je vymyvani pastovaci kapaliny z uhlikové pasty
v disledku vysokého podilu methanolu v mobilni fazi béhem analyzy. Presto je ziejmé, ze
mira driftu je u obou zptsobti detekce srovnatelnd a nepotvrdily se obavy ze Spatné

kompatibility elektrochemické detekce a gradientové eluce.

Tab. 3.5 Parametry kalibra¢nich zavislosti jednotlivych analyti ve smési v deionizované
vodé s methanolem (1:1, V/V) pro HPLC samperometrickou detekci. M¢feno za
optimalnich podminek.

Analyt Smérnice, NA ng " ml Usek, nA Korela¢ni koeficient
A 0,48 —49,0 0,9970
2-AA 0,54 -2,9 0,9997
2-AB 0,62 11,5 0,9999
4-AB 0,23 -16,0 0,9987
2-AF 0,20 -17,3 0,9982
1-AN 0,42 —36,4 0,9986
2-AN 0,37 —44.6 0,9974
EA 0,36 -24,1 0,9980
2-NA 0,15 48,9 0,9929
T 0,31 -17,7 0,9981
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Tab. 3.6 Parametry kalibracnich zavislosti jednotlivych analyti ve smési v deionizované
vod¢ s methanolem (1:1, V/V) pro HPLC se spektrometrickou detekci. Méfeno za
optimalnich podminek.

Smérnice,

Analyt mAU pg ' ml Usek, mAU Korela¢ni koeficient

A 0,2 —0,01 0,9977
2-AA 8,8 —0,28 0,9984
2-AB 7,0 —0,03 0,9983
4-AB 3,5 —0,08 0,9991
2-AF 1,5 —0,10 0,9990
1-AN 4,4 —0,44 0,9981
2-AN 2,8 —0,94 0,9981

EA 0,3 —0,07 0,9927
2-NA 11,1 0,10 0,9988

T _ _ _

Tab. 3.7 Parametry kalibra¢nich zavislosti jednotlivych analytii ve smési Vv ¥i¢ni vodé pro
HPLC s amperometrickou detekci. Méfeno za optimalnich podminek.

Smérnice,

Analyt nAng* ml Usek, nA Korela¢ni koeficient

A 0,63 18,3 0,9957
2-AA 0,53 —29,2 0,9534
2-AB 1,04 41,7 0,9471
4-AB 0,34 —2,7 0,9910
2-AF 0,32 —6,6 0,9906
1-AN 0,62 -10,8 0,9920
2-AN 0,54 -10,3 0,9901

EA 0,73 —4,0 0,9987
2-NA 0,62 0,3 0,9999

T 0,57 6,7 0,9973
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Tab. 3.8 Parametry kalibracnich zavislosti jednotlivych analytii ve smési V ficni vod¢ pro
HPLC se spektrofotometrickou detekci. Méteno za optimalnich podminek.

Smérnice,

Analyt mAU pg ' ml Usek, mAU Korelaéni koeficient
A _ _ _
2-AA 7,8 -0,39 0,9994
2-AB 8,3 0,21 0,9861
4-AB 4,1 —-0,09 0,9978
2-AF 1,8 -0,19 0,9923
1-AN 3,9 —-0,22 0,9923
2-AN 2,9 -0,97 0,9496
EA 0,2 -0,01 0,9854
2-NA 13,4 -0,10 0,9999
T _ _ _

Tab. 3.9 Meze detekce jednotlivych analytt Vvobou matricich pro HPLC
s amperometrickou a spektrofotometrickou detekci. Métfeno za optimalnich podminek.

Deionizovana voda s methanolem

1:1 (VIV) Ri¢ni voda
Analyt ED uv ED uv
Mez detekce, Mez detekce, Mez detekce, Mez detekce,
ng ml™* ng ml™* ng ml™* ng ml™

A 6,9 979 52 -
2-AA 6,1 19 6,2 19
2-AB 53 24 3,2 18
4-AB 147 48 9,7 37
2-AF 16,1 112 10,2 84
1-AN 7,9 38 53 39
2-AN 8,9 59 6,1 53
EA 9,2 659 4,5 635
2-NA 22,5 15 54 11
T 10,5 — 58 -
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Obr. 3.5 Kalibra¢ni zavislosti jednotlivych latek v deionizované vodé s methanolem (1:1,
VIV), amperometricka detekce. Kolona LiChroCART® 250-4 Purospher RP-18 (5um).
Gradient (A: acetatofosfatovy pufr o pH 2,5; B: methanol): 0. — 6. min: 30 % B, 30. min.
90 % B, pritok. rychlost 0,5 ml min . Epgr = 1,4 V.
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Obr. 3.6 Kalibra¢ni zavislosti jednotlivych latek v deionizované vodé s methanolem (1:1,
V/IV), spektrofotometricka detekce. Kolona LiChroCART® 250-4 Purospher RP-18 (5um).
Gradient (A: acetatofosfatovy pufr o pH 2,5; B: methanol): 0. — 6. min: 30 % B, 30. min.
90 % B, pritok. rychlost 0,5 ml min . Apgr = 235 nm.
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Obr. 3.7 Kalibra¢ni zavislosti jednotlivych latek v fi¢ni vodé, amperometricka detekce.
Kolona LiChroCART®™ 250-4 Purospher RP-18 (5um). Gradient (A: acetatofosfatovy pufr
o pH 2,5; B: methanol): 0. — 6. min: 30 % B, 30. min. 90 % B, prutok. rychlost
0,5mlImin™. Eper = 1,4 V.
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Obr. 3.8 Kalibrac¢ni zavislosti jednotlivych latek v fi¢ni vodé, spektrofotometricka detekce.
Kolona LiChroCART®™ 250-4 Purospher RP-18 (5um). Gradient (A: acetatofosfatovy pufr
o pH 2,5; B: methanol): 0. — 6. min: 30 % B, 30. min. 90 % B, prutok. rychlost
0,5 ml min™. Apgr = 235 nm.
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Obr. 3.9 Chromatogramy smési latek (koncentrace analyti ve smési: 10; 7,5; 5
a 2,5 pg ml?) v deionizované vods s methanolem (1:1, V/V), amperometricka detekce.
Kolona LiChroCART® 250-4 Purospher RP-18 (5um). Gradient (A: acetatofosfatovy pufr
opH 2,5; B: methanol): 0. — 6. min: 30 % B, 30. min. 90 % B, pratok. rychlost

0,5mlmint Eper=1,4 V.
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Obr. 3.10 Chromatogramy smési latek (koncentrace analytd ve smési: 10; 7,5; 5
a2,5 ug ml %) v deionizované vodé s methanolem (1:1, V/V), spektrofotometricka detekce.
Kolona LiChroCART®™ 250-4 Purospher RP-18 (5um). Gradient (A: acetatofosfatovy pufr
opH 2,5; B: methanol): 0. — 6. min: 30 % B, 30. min. 90 % B, pratok. rychlost

0,5 ml min™*. Aper = 235 nm.
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Obr. 3.11 Chromatogramy smési latek (koncentrace analyti ve smési: 1; 0,75; 0,5
a 025 pg mlY) viiéni vod§, amperometricka detekce. Kolona LiChroCART® 250-4
Purospher RP-18 (5um). Gradient (A: acetatofosfatovy pufr o pH 2,5; B: methanol):
0. — 6. min: 30 % B, 30. min. 90 % B, pritok. rychlost 0,5 ml min*. Epgr = 1,4 V.
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Obr. 3.12 Chromatogramy smési latek (koncentrace analyti ve smési: 1; 0,75; 0,5
a 0,25 pg ml™) v fiéni vodg, spektrofotometrickd detekce. Kolona LiChroCART® 250-4
Purospher RP—18 (5um). Gradient (A: acetatofosfatovy pufr o pH 2,5; B: methanol):
0. — 6. min: 30 % B, 30. min. 90 % B, prutok. rychlost 0,5 ml min . Aper = 235 nm.
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3.4.2. Kalibraéni zavislosti po zakoncentrovani smési pomoci SPE

Kalibraéni  zavislosti smési analytdl viiéni vodé po desetindsobném
zakoncentrovani na extrakéni kolonce byly proméfeny vrozmezi od 1 ng ml™" do
100ng ml®.  Vsechny kalibradni zavislosti a jejich parametry jsou pro
spektrofotometrickou detekci uvedeny v Tab. 3.10 a zobrazeny na Obr. 3.13, pro
elektrochemickou detekci v Tab. 3.11 a na Obr. 3.14. Pii stanoveni pomoci
spektrofotometrické detekce nebylo mozné vyhodnotit prvni tii piky (A, EA, T) v disledku
piku matrice, ktery tyto tii piky prekryva (Obr. 3.15). U amperometrické detekce byly tyto
piky vyhodnotitelné, ale vliv matrice byl znatelny (Obr. 3.16).

Meze detekce analytl zakoncentrované pomoci SPE, detekované amperometricky
i spektrofotometricky (Tab. 3.12), odpovidaji desetinasobnému zakoncentrovani, jsou tedy
desetinasobné nizsi nez meze detekce stanoveni téchto latek v ficni vodé bez predchozi
extrakce. Smérnice kalibra¢nich zavislosti jednotlivych latek pro oba druhy detekce také
odpovidaji tomuto zakoncentrovani, jsou desetkrat vyssi. Korelacni koeficienty
jednotlivych analytd po extrakci jsou nizsi nez jim odpovidajici korela¢ni koeficienty bez
prekoncentrace, divodem je vneseni chyb extrakénim postupem.
Tab. 3.10 Parametry kalibra¢ni zavislosti jednotlivych analytti ve smési Vv fi¢ni vodé po

zakoncentrovani pomoci SPE pro HPLC se spektrofotometrickou detekci. Méteno za
optimalnich podminek.

Smeérnice,

Analyt mAU ng ! ml Usek, mAU Korela¢ni koeficient
A _ _ _
2-AA 0,050 -0,25 0,9853
2-AB 0,056 0,41 0,9866
4-AB 0,023 -0,17 0,9930
2-AF 0,011 0,47 0,9373
1-AN 0,027 -0,31 0,9776
2-AN 0,040 —-0,20 0,9726
EA — - -
2-NA 0,081 0,25 0,9996
T _ _ _
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Tab. 3.11 Parametry kalibracni zavislosti jednotlivych analyti ve smési V ficni vodé po
zakoncentrovani pomoci SPE pro HPLC s amperometrickou detekci. Méfeno za
optimalnich podminek.

Smeérnice,

Analyt nAng ! ml Usek, nA Korelagni koeficient
A 4,2 —6,91 0,9960
2-AA 38 ~14,48 0,9796
2-AB 6,4 67,62 0,9869
4-AB 1,8 -1,22 0,9922
2-AF 1,4 0,64 0,9937
1-AN 33 -1,22 0,9970
2-AN 2,5 -1,99 0,9973
EA 3,4 ~7,39 0,9908
2-NA 3,8 0,52 0,9842
T 3,4 ~14,95 0,9756

Tab. 3.10 Meze detekce jednotlivych analyti v fi¢ni vodé po zakoncentrovani pomoci SPE
pro HPLC s amperometrickou a spektrofotometrickou detekci. Méfeno za optimalnich
podminek.

Mez detekce, ng ml™

Analyt ED uv
A 0,33 -
2-AA 0,37 33
2-AB 0,22 2,9
4-AB 0,80 7.2
2-AF 1,01 15,7
1-AN 0,43 6,1
2-AN 0,56 4,1
EA 0,42 -
2-NA 0,37 2.1
T 0,41 -
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Obr. 3.13 Kalibra¢ni zavislosti jednotlivych latek v fi¢ni vodé po zakoncentrovani pomoci
SPE, spektrofotometricka detekce. Kolona LiChroCART® 250-4 Purospher RP-18 (5um).
Gradient (A: acetatofosfatovy pufr o pH 2,5; B: methanol): 0. — 6. min: 30 % B, 30. min.
90 % B, pritok. rychlost 0,5 ml min . Apgr = 235 nm.
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Obr. 3.14 Kalibra¢ni zavislosti jednotlivych latek v fi¢ni vodé po zakoncentrovani pomoci
SPE, amperometricka detekce. Kolona LiChroCART® 250-4 Purospher RP-18 (5um).
Gradient (A: acetatofosfatovy pufr o pH 2,5; B: methanol): 0. — 6. min: 30 % B, 30. min.
90 % B, pritok. rychlost 0,5 ml min . Epgr = 1,4 V.
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Obr. 3.15 Chromatogramy smési latek (koncentrace analyti ve smési: 25; 10; 7,5
a 5 ng ml™") v{ieni vods po prekoncentraci pomoci SPE, spektrofotometrickd detekce.
Kolona LiChroCART®™ 250-4 Purospher RP-18 (5um). Gradient (A: acetatofosfatovy pufr
o pH 2,5; B: methanol): 0. — 6. min: 30 % B, 30. min. 90 % B, prutok. rychlost
0,5 ml min~*. Apgr = 235 nm.
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Obr. 3.16 Chromatogramy smési latek (koncentrace analyti ve smési: 25; 10; 7,5
a5 ng ml™?) v ¥iéni vod& po prekoncentraci pomoci SPE, amperometricka detekce. Kolona
LiChroCART®™ 250-4 Purospher RP-18 (5um). Gradient (A: acetatofosfatovy pufr o pH
2,5; B: methanol): 0. — 6. min: 30 % B, 30. min. 90 % B, priitok. rychlost 0,5 ml min ™.
EDET = 1,4 V.
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4. Zaver

V této praci bylo prostudovano chromatografické chovani A, 2-AA, 2-AB, 4-AB,
2-AF, 1-AN, 2-AN, EA, 2-NA a T vsystétmu HPLC s reverznim moédem. Pomoci
statistické metody planovani experimentu byly stanoveny optimalni hodnoty tii
vyznamnych parametri — pH acetatofosfatového pufru, pocatecniho podilu methanolu
v mobilni fazi a gradientu mobilni faze. VSechny tyto parametry a nékteré jejich vzajemné
interakce maji velky vliv na separaci vyse zminénych latek. Celkové optimalni podminky
separace byly urCeny na zakladé vysledki DOE nékolika dal§imi experimenty: pratokova
rychlost mobilni faze 0,5 ml minfl; vlnova délka spektrofotometrického detektoru 235 nm;
potencial vlozeny na pracovni elektrodu 1,4 V; pH acetatofosfatového pufru 2,5; pocatecni
podil methanolu v mobilni fazi 30 %; gradient mobilni faze — pocatecni podil methanolu
v mobilni fazi (30 %) byl prvnich 6 min analyzy udrzovéan konstantni a béhem dal$ich
24 min byl podil methanolu zvySen na 90 %. Za téchto podminek byly proméfeny
kalibracni zavislosti smési APAH v deionizované a fi¢ni vod€¢ a urCeny meze detekce

jednotlivych analytt jak pro amperometrickou tak pro spektrofotometrickou detekci.

Dale byly metodami HPLC-ED a HPLC-UV prométeny kalibraéni zavislosti smési
APAH v fi¢ni vodé po prekoncentraci pomoci SPE s acetonitrilem jako eluentem. Meze

detekce jednotlivych analytt odpovidaly desetinasobnému zakoncentrovani.

Amperometricky ziskané meze detekce u vSech kalibracnich zavislosti se
pohybovaly o fad nize nez meze detekce spektrofotometrického detektoru. Dosazené meze

detekce 2-aminobifenylu jsou pro ilustraci uvedeny v Tab. 4.1.

Tab. 4.1 Meze detekce 2-aminobifenylu.

Metoda stanoveni Mez detekce, ng ml™
ED 0,2
SPE + HPLC
uv 2,9
ED 2,9
HPLC
uv 18
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