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ANOTACE 

Tato diplomová práce se zabývá stanovením aminů vysokoúčinnou kapalinovou 

chromatografií s fluorescenční detekcí. Teoretická část se zabývá popisem aminů, kapalinové 

chromatografie, derivatizace a příklady stanovení aminů. Experimentální část popisuje výběr 

vhodných derivatizačních činidel pro stanovení vybraných aminů.  
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ANNOTATION 

This thesis deals with determination of amines by high performance liquid 

chromatography with fluorescence detection. The theoretical part deals with the description of 

amines, liquid chromatography, derivatization and examples of the determination of amino 

compounds. The experimental part describes selection of suitable derivatizing agents for the 

determination of selected amines. 
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ÚVOD 

 Aminosloučeniny jsou rozmanitou skupinou látek, které se hojně vyskytují 

v biologických materiálech a jsou také důleţité pro průmysl. Ve vyšších koncentracích jsou 

však pro zdraví člověka nebezpečné, proto je nezbytné monitorovat jejich mnoţství. 

Aminosloučeniny mohou být také součástí výbušnin, proto je důleţitá jejich analýza po 

výbuchu pro popis pouţité výbušniny.  

 Pro citlivé a selektivní stanovení aminů byla zvolena kapalinová chromatografie 

s fluorescenčním detektorem. Jelikoţ většina aminů nevykazuje fluorescenční záření, bylo 

nutné nalézt vhodné derivatizační činidlo. Po výběru činidel byla provedena optimalizace 

metod. Vybranými metodami byly stanoveny aminy, které mohou být pouţité jako 

senzibilizátory výbušnin. Protoţe jsou stopy po výbuchu nejčastěji zajišťovány pomoci stěrů, 

bylo nutné vyvinout vyhovující extrakční metodu. Důleţitá byla volba extrakčního činidla a 

druh extrakce. K zhodnocení vyvinuté metody slouţilo pouţití na reálné vzorky.   

 

 

  



15 

 

1 Aminy  

 Aminy jsou dusíkaté organické látky odvozené od amoniaku, které se vyskytují nejen 

v přírodě, ale jsou i hojně vyráběny synteticky. V přírodě jsou aminy součástí rostlin 

(alkaloidy, nikotin, kokain, apod.) i ţivých organismů (aminokyseliny, katecholaminy, 

neurotransmitery, aj). Z biologických materiálů jsou aminy uvolňovány zpět do přírody 

rozkladnými procesy. Aminy jsou pro existenci rostlin a ţivočichů nezbytné, ale u vysokých 

koncentracích jsou naopak pro organismy škodlivé. Průmyslové vyuţití aminů je velmi 

významné, proto bude tomuto tématu věnována samostatná kapitola 
[1,2,3]

. 

 Jelikoţ jsou aminy velmi rozmanitou skupinou látek, lze v publikacích nalézt dělení 

podle různých vlastností. Z důvodu velkého mnoţství moţností bude v této práci uveden 

pouze výčet nejvýznamnějšího dělení. Asi nejznámější rozdělení je podle vázané organické 

části na alifatické a aromatické aminy. Alifatické aminy obsahují na dusíku pouze uhlíkatý 

řetězec, zatímco aromatické mají vázanou jednu nebo více aromatických jader. Zvláštní 

skupinou jsou heterocyklické aminy, které mají jeden či více atomů dusíku uzavřený v kruhu. 

Tento kruh můţe být nasycený nebo nenasycený, přičemţ konjugací dvojných vazeb a 

volných elektronových párů vzniká aromatický cyklus. Alifatické aminy lze dále dělit podle 

délky alkylové řetězce na niţší alifatické aminy a aminy s dlouhým řetězcem, obecně 

označované jako mastné aminy. Niţší aminy obsahují maximálně šest uhlíků v řetězci, oproti 

mastným aminům disponující více neţ osmi uhlíky. Asi nejvýznamnější dělení je podle počtu 

nahrazených vodíků na primární, sekundární a terciární aminy, jejichţ obecné struktury jsou 

znázorněné na obrázku 1. Další způsob rozdělení je podle mnoţství primárních aminových 

skupin na monoaminy (jedna aminová skupina), diaminy (dvě aminové skupiny) a polyaminy 

(tři a více aminových skupin) 
[1,2,3,4]

.
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Obrázek 1: Obecné struktury aminů [2] 
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Aminy jsou látky bazického charakteru s typickým amoniakálním zápachem, který se 

s vzrůstající molární hmotností vytrácí. Molární hmotnost má také výrazný vliv na skupenství. 

Nízkomolekulární aminy jsou plynné, zatímco aminy s výší molekulovou hmotností jsou 

kapalné či tuhé. Hustota aminů se liší v závislosti na struktuře. Alifatické aminy disponují 

niţší hustotou neţ voda, oproti aromatickým nabývajícím mírně vyšších hodnot neţ 1 g·cm
–3

. 

Polární charakter umoţňuje rozpustnost aminů ve vodě, alkoholu, etheru či jiných 

organických polárních rozpouštědlech.  Z bezpečnostního hlediska jsou tyto látky řazeny do 

hořlavin vyznačující se nízkým bodem vzplanutí a ve směsi se vzduchem tvoří výbušnou 

směs. 
[4,5,6]

.  

  

1.1 Využití 

Aminy jsou v dnešní době vyuţívány ve velkém měřítku a v průmyslu jsou téměř 

nepostradatelné. V kaţdém oboru však mohou být vyţadovány aminy s jinými vlastnostmi. 

Vyuţití aminů v jednotlivých odvětvích je znázorněno na obrázku 2, kdy největší spotřeba je 

v chemickém průmyslu a při výrobě polymerů a pryţe. Velký význam také nacházejí 

v agrochemii, farmacii nebo při výrobě barev a pigmentů
 [7]

. 

 

 

Obrázek 2: Vyuţití aminů v průmyslu [7] 

  

 Alifatické a cyklické aminy jsou široce pouţívány v agrochemie, zejména při výrobě 

pesticidů, fungicidů a insekticidů. V tomto odvětví nacházejí vyuţití téměř všechny niţší 
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aminy. Avšak nejvýznamnější chemikálií pro tento obor je ethylamin, který reakcí s kyselinou 

kyanurovou tvoří základ pro výrobu triazinových herbicidů a pesticidů 
[1]

. Značné uplatnění 

nachází tyto dusíkaté látky i při farmaceutické výrobě. Důleţité jsou například triethylamin 

pro výrobu cefalosporinů, piperidin pro antibiotika, piperazin pro anthelmintika apod. 

Diethylamin, ethylamin a morfolin jsou zase jedny z nejčastějších intermediátů. Aminy jsou 

však nezbytné i při syntéze dalších skupin léčiv jako jsou neoplastika, chemoterapeutika, 

psychofarmaka, antivirotika, anestetika, aj 
[1,8]

.  

 Nedílnou součástí jsou také aminy při výrobě polymerů a pryskyřic. Polymerace se 

účastní aminy se dvěma a více aminovými skupinami, jako je například piperazin, 

ethylendiamin, diethylentriamin aj. Látky s jednou aminovou skupinou se pouţívají jako 

vytvrzovadla epoxidových pryskyřic. Často jsou alifatické aminy vyuţívány rovněţ jako 

urychlovače vulkanizace, emulgátory, detergenty, syntetická vlákna, flotační činidla či 

součást protikorozivních nátěrů 
[1,5,7,9]

. 

 Vzhledem ke svým vlastnostem jsou aminy vhodné i pro pouţití jako výbušniny, 

senzibilizátory nebo jako jejich příměsi pro zvýšení brizance 
[10,11]

. Jiţ v minulém století byla 

patentována směs nitromethanu s anilinem, difenylethylendiaminem, diethylaminem, 

tetraethylenpentaminem nebo morfolinem. Jiţ dvě objemová procenta aminu způsobí výrazný 

nárůst explozivní síly 
[12]

. Novější patenty uvádějí vyuţití vyšších (C > 8) terciálních aminů 

spolu s gelačním činidlem a anorganickou oxidační solí jako výbušniny. Jako vhodné aminy 

byly například pouţity oktyldimethylamin, decyldimethylamin nebo octadecylamine 
[11,12]

. 

Výbušnou směs lze vyrobit také smícháním polyaminů spolu s α,β–nenasycenými 

karbonylovými sloučeninami. Výslednou směs je třeba zahustit a před aplikací smíchat 

s palivem 
[13]

. Jako výbušniny se vyuţívají cyklické aminy jako například 1,3,5–trinitro–

1,3,5–triazin (hexogen) nebo 1,3,5,7–tetranitro–1,3,5,7–tetrazokanen (oktogen). Právě 

oktogen je v dnešní době povaţován za jednu z nejvýkonnějších a cenově dostupnou 

trhavinu 
[12]

.  

 

1.2 Toxikologické účinky 

 Aminy jsou nepříjemně zapáchající látky dráţdící kůţi, oči a sliznice. Do organismu 

aminy vstupují přes pokoţku, dýchacím či trávicím ústrojím. Akutní otrava se projevuje 

nevolností, bolestí hlavy, slabostí či cyanózou (zmodrání rtů, nosu). Výjimečně některé aminy 

mohou způsobit i alergickou reakci či astmatické záchvaty kašle 
[14,15]

. Při dlouhodobé 
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expozici mohou propuknout chronická onemocnění, protoţe aminy jsou povaţovány za látky 

s mutagenními, karcinogenními a teratogenními účinky. Nejčastěji jsou těmito látkami 

poškozeny dýchací cesty, játra a ledviny 
[14,16,17]

. 

 V organismu nedochází k akumulaci těchto látek a jsou rychle z organismu 

eliminovány. Aminy mohou z organismu odcházet v nezměněném stavu nebo mohou být 

odbourávány metabolickými cestami. Metabolické odbourávání můţe představovat největší 

problém, neboť aminy jsou prekurzory pro vznik karcinogenních nitrosaminů. Při porovnání 

toxikologických rizik jsou významnější aromatické aminy 
[14,18]

.   
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2 Kapalinová chromatografie 

Kapalinová chromatografie (LC) je separační technika vhodná pro netěkavé nepolární 

aţ iontové organické látky. K rozdělení směsi látek dochází v závislosti rozdílné afinity mezi 

mobilní (pohyblivou) a stacionární (nepohyblivou) fází 
[19]

. Kapalinová chromatografie je 

velmi rozšířená technika, která nachází pouţití v mnoha oborech jako je analýza potravin, 

léčiv, drog, klinických materiálů, ţivotního prostředí aj. Kapalinovou chromatografii lze dělit 

podle mnoha kritérií. Asi nejznámější dělení je podle principu distribuce mezi fázemi na 

adsorpční, rozdělovací, iontově–výměnnou, afinitní, ion párovou, gelovou permeační a 

iontově výměnná. Podle typu pouţité stacionární a mobilní fáze lze adsorpční chromatografii 

dále dělit na systém s normálními a obrácenými fázemi (RP–LC). U systému s normálními 

fázemi je stacionární fáze polárnější neţ mobilní fáze. U systému s obrácenými fázemi je 

tomu přesně naopak a tato metoda v dnešní době převládá. Právě LC s obrácenými fázemi se 

bude tato diplomová práce zabývat 
[20]

. 

 

2.1 Instrumentace 

Kapalinová chromatografie se skládá z několika částí, kdy kaţdá část má 

nepostradatelnou funkci. Základní schéma LC je zobrazeno na obrázku 3. Do přístroje mohou 

být však zařazeny další části jako derivatizační reaktory, prekoncentrační kolony, popřípadě 

více detektorů
 [21]

. Jednotlivé části a jejich vliv na separaci či detekci budou popsány níţe.  

 

 

Obrázek 3: Schéma kapalinového chromatografu [22]. 
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2.1.1 Mobilní fáze 

Sloţení mobilní fáze má výrazný vliv na eluční charakteristiky jako účinnost kolony, 

rozlišení, retenční poměr, dobu analýzy a citlivost. Vhodné sloţení mobilní fáze je 

optimalizováno při vývoji metody, aby byla dosaţena separace a nedocházelo k rozmývání 

píků 
[23]

. U kapalinové chromatografie s obrácenými fázemi bývá mobilní fáze tvořena směsí 

vody a organických rozpouštědel. Jako organická fáze se u RP–LC nejčastěji pouţívá 

acetonitril, methanol nebo tetrahydrofuran 
[20]

. Délka zadrţení analyzované látky je moţné 

ovlivnit pH mobilní fáze, jelikoţ retence je závislá na hydrofobních vlastnostech analyzované 

látky. U ionizované formy hydrofobicita klesá a s tím i retence látky. Z tohoto důvodu jsou do 

mobilní fáze přidávány tlumivé roztoky. Výčet nejběţnějších pufrů a rozmezí jejich pouţití 

jsou shrnuty v tabulce 1. Při volbě mobilní fáze se také musí brát v úvahu kompatibilita 

s detektorem, cenová dostupnost, bod varu, toxikologické, bezpečnostní a korozivní 

vlastnosti 
[24]

.   

 

Tabulka 1: Pufry pro RP–LC [24] 

Pufr pKa Optimální pH 

Fosfátový pufr 2,1 1,1 – 3,1 

 7,2 6,2 – 8,2 

 12,3 11,3 – 13,3 

Kys. mravenčí 3,8 2,8 – 4,8 

Kys. octová 4,8 3,8 – 5,8 

Citrátový pufr 3,1 2,1 – 4,1 

 4,7 3,7 – 5,7 

 5,4 4,4 – 6,4 

Triethylamin 11,0 10,0 – 12,0 

Pyrolidin 11,3 10,3 – 12,3 

 

2.1.2 Čerpadlo 

Čerpadlo zajišťuje stabilní průtok mobilní fáze, přičemţ pracuje za vysokých tlaků 

většinou v rozmezí 5 – 60 MPa. Pouţité tlaky se mohou lišit výkonem čerpadla a vlastnostmi 

kolony. Pro analytické účely bývá průtok mobilní fáze volen v rozmezí 0,1 – 10 ml/min. 

Podle sloţení dávkované mobilní fáze se eluce dělí na isokratickou a gradientovou. 

Pro jednodušší analýzy je vhodná isokratická eluce, při které je sloţení mobilní fáze 

konstantní. Oproti tomu při gradientové eluci se sloţení s časem mění. Tato metoda je vhodná 
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při velkých rozdílech eluce jednotlivých látek. Nejdůleţitější výhody gradientové eluce jsou 

zrychlení analýzy, zlepšení citlivosti a moţnost ovlivnění tvaru píků 
[20,25]

.   

 

2.1.3 Dávkovací ventil 

Dávkovací ventil slouţí k zavedení přesně definovaného mnoţství vzorku do 

chromatografu. Vzorek se dávkuje pomoci stříkačky do smyčky o známém objemu, odkud je 

mobilní fází unášen na kolonu. Dávkovací ventily jsou dodávány s vnější nebo vnitřní 

smyčkou o různém objemu. Je však důleţité dávkovat vzorek do smyčky bez bublinek. Kvůli 

zrychlení produktivity a minimalizování chyb operátora byly zavedeny automatické 

dávkovače tzv. autosamplery 
[25]

.    

 

2.1.4 Kolona 

Kolona je vysoce odolná trubice, nejčastěji z nerezové oceli, která musí odolávat 

vysokým tlakům. Důleţitý je vhodný sorbent, neboť právě zde dochází k rozdělení 

analyzované látky. Kolon existuje celá řada a dají se dělit podle různých kritérií do mnoha 

skupin. Nejběţnější je dělení podle náplně kolony na monolitické a náplňové kolony 
[25]

.    

 

2.1.4.1 Monolitické kolony 

Monolitické kolony jsou vyplněny celistvým porézním materiálem a právě podle 

velikosti pórů jsou charakterizovány. V dnešní době byla vytvořena jiţ celá řada těchto kolon, 

kdy sorbent v koloně je nejčastěji na bázi organických polymerů (akrylamidy, metakryláty, 

styreny aj.) nebo silikagelu. Velkou výhodou těchto kolon je snadná příprava a moţnost 

modifikování monolitu. Monolitické kolony jsou připravovány radikálovou reakcí, která je 

iniciována zvýšenou teplotou nebo UV zářením. Monolitické kolony s makropory umoţňují 

rychlé analýzy z důvodu vyššího průtoku mobilní fáze bez ztráty účinnosti a překročení 

tlakového limitu. Z důvodu nízkého zpětného tlaku a vysoké rozlišovací síly jsou tyto kolony 

pouţívány pro separaci a čištění větších molekul jako jsou proteiny, polynukleotidy, 

segmenty DNA a dokonce i ţivých mikroorganismů. V porovnání s klasickými kolonami mají 

monolitické výhodu v moţnosti volby vnitřní struktury, hydrodynamických vlastnostech a 

absenci frit. Značnou nevýhodou je moţnost bobtnání monolitu vlivem organických 
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rozpouštědel a rozpustnost anorganických monolitů v alkalickém prostředí, coţ ovlivňuje 

porozitu a účinnost [26,27].    

 

2.1.4.2 Náplňové kolony 

Náplňové kolony jsou trubice o délce 100 – 300 mm plněné částicemi o velikosti 3– 

10 µm. Právě tyto dva parametry mají velký vliv na účinnost separace 
[28]

. Účinnost s klesající 

velikostí částic stoupá, ale pokud by byly pouţity částice menší neţ 1,5 µm, dochází vlivem 

tření k uvolnění tepla, které účinnost sniţuje. Závislost délky kolony je zřejmý z rovnice 1, 

coţ je vztah pro počet teoretických pater. Počet teoretických pater je dán podílem délky 

kolony a výškovým ekvivalentem teoretického patra. Čím je počet teoretických pater větší, 

tím je i lepší účinnost kolony. Nevýhodou je ale růst spotřeby mobilní fáze a délky analýzy 

s délkou kolony. Při porovnávání jednotlivých kolon je nutné, brát v úvahu podmínky 

měření 
[28,29]

. 

𝑛 =
𝐿

𝐻
     (1)   

  

U kapalinové chromatografie s obrácenými fázemi se vyuţívají nepolární stacionární 

fáze. Tím mohou být nepolární sorbenty jako uhlík nebo organické polymery. Mnohem 

běţnější je nicméně pouţití modifikovaného nosiče. Nosiče se liší v teplotních stabilitách a 

hydrolytických vlastnostech. Podle těchto kritérií jsou pro analýzu vybírány kolony 

z vhodného materiálu. Nejrozšířenějším nosičem je silikagel, poté následuje oxid hlinitý, 

zirkoničitý či titaničitý. Na nosič je následně chemicky navázána nepolární část, která se volí 

podle stanovované látky. Vyuţívají se látky s dlouhým alkylovým řetězcem, jako je 

oktadecylsilikagel (označován jako C18 nebo ODS), C8, C4, alkylfenyl aj [30]
.  

 

2.1.5 Detektory 

Funkcí detektoru je zaznamenat látky, které byly na koloně rozseparovány. Stejně jako 

předchozí části, tak i detektory lze dělit do několika skupin. Běţné je dělení na selektivní a 

univerzální. Selektivní detektory zaznamenávají koncentraci v závislosti na specifické 

vlastnosti analytu, na rozdíl od univerzálních, kdy je odezva úměrná celkové vlastnosti eluátu. 

Univerzálních detektorů je méně a jsou i méně vyuţívány kvůli niţší citlivosti. Selektivní 

detektory se vyznačují vyšší citlivostí, ale také vyšší pořizovací cenou. Vlastnosti a omezení 
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detektorů byly shrnuty v tabulce 2. Kromě zmíněných detektorů nastal v poslední době 

rozmach párových technik jako LC–MS, LC–NMR, LC–IR aj. Zejména LC–MS je 

velmi oblíbená a je součástí téměř kaţdé laboratoře. Tyto párové techniky jsou však 

nad rámec této diplomové práce. Detektory měří různé veličiny, a proto se liší pouţitím. 

V některých případech lze provést derivatizaci umoţňující měřit vlastnost, kterou původní 

látka nedisponovala. O derivatizaci bude více pojednáno níţe
 [31]

. 

 

Tabulka 2: Srovnání detektorů [25,31] 

Detektor 
Typ 

detektoru 

Měřená 

veličina 

Lineární 

rozsah 

Teplotní 

závislost 

Gedientová 

eluce 

Citlivost 

Spektrofotometrický selektivní absorbance 10
5
 ne ano ng 

Elektrochemický selektivní 
elektrický 

proud 
10

5
 ano ne pg – fg 

Fluorimetrický selektivní 
intenzita 

fluorescence 
10

3 
– 10

4
 ne ano pg 

Refraktometrický univerzální index lomu 10
3
 ano ne µg 

Vodivostní univerzální vodivost 10
4
 ano ano ng 

 

2.1.5.1 Fluorescenční detektor  

Fluorescenční detektor (FLD) je velmi citlivý a selektivní detektor, který měří 

intenzitu emitovaného záření. Vysoká selektivita umoţňuje vyuţití ve stopové analýze, 

analýze léčiv, potravin, ţivotního prostředí aj. Fluorescenci nevykazují všechny látky, často jí 

ale disponují aromatické sloučeniny
 [31,32]

. 

Princip detektoru je znázorněn na 

obrázku 4. Elektrony analytu jsou nejprve 

vybuzeny pomoci exitačního záření, poté 

následuje návrat na základní energetickou 

hladinu a vyzáření emisního záření. 

Emitované záření je detekováno pomocí 

fotodetektoru a záznam je znázorněno jako 

chromatogram. Jako zdroj záření se 

nejčastěji vyuţívá rtuťová výbojka,          Obrázek 4: Schéma fluorescenčního detektoru [33] 
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deuteriová výbojka, xenonová lampa nebo nově laser. Další částí jsou monochromátory, 

kterých existuje několik konstrukcí. Jejich funkce je propouštět záření o zvolených vlnových 

délkách. Emitované záření má vţdy niţší energii (větší vlnovou délku) a je měřeno v kolmém 

směru z důvodu eliminace procházejícího záření. K detekci emitovaného záření se vyuţívají 

fotodiody. Při srovnání s nejběţnějším UV/VIS detektorem můţe být fluorimetrický detektor 

aţ 100 krát citlivější. Proto je důleţité dbát na pečlivý výběr mobilní fáze a činidel, aby 

nedocházelo ke zkreslení výsledků. Nevýhodou je však malý lineární rozsah 
[31]

. 

 

2.1.6 Vyhodnocení 

Výsledný záznam se nazývá chromatogram. Chromatogram většinou znázorňuje 

závislost intenzity měřené veličiny na čase nebo objemu mobilní fáze. Poloha píku 

(tzv. eluční čas nebo objem) je kvalitativní parametr a pomocí něj dochází k identifikaci látky. 

Mnoţství látky ze vzorku je určeno z výšky píku nebo častěji z plochy píky 
[25]

.  

Důleţité parametry pro hodnocení metody jsou limit detekce (LOD) a limit 

kvantifikace (LOQ). Limit detekce je nejniţší moţná koncentrace, kdy lze spolehlivě prokázat 

přítomnost analytu ve vzorku. Často je tato koncentrace udávána jako trojnásobek šumu. 

Limit detekce je nejniţší moţná koncentrace, kterou lze metodou stanovit s přijatelnou 

přesností. Hodnota LOQ je udávána jako desetinásobek šumu 
[25,34]

.   

 

2.2 Derivatizace 

Derivatizace je proces, kdy dochází změně struktury látky, která získává poţadované 

fyzikálně–chemické vlastnosti. Derivatizace se můţe provádět kvůli zlepšení 

chromatografických vlastností (eluční čas, účinnost, tvar a symetrie píku) nebo zlepšení 

citlivosti a selektivity detekce. Derivatizaci lze provést pomocí izotopového značení (vhodné 

pro hmotnostní spektrometrii) nebo reakcí s derivatizačním činidlem. Deriváty lze připravit 

pro většinu detektorů, v této práci však bude věnována pozornost pouze derivatizacím pro 

fluorescenční detektor. Pro FLD je nezbytná přítomnost fluoroforu, který je při absenci 

zaváděn. Vznik derivátu je však závislý na reakčních podmínkách. Důleţité je vhodné pH, 

teplota a délka reakce. Kromě ceny a stability derivátů jsou právě reakční podmínky častým 

kritériem pro volbu činidla. Větší oblibě se těší činidla s kratší reakční dobou za mírných 

podmínek 
[35]

.    
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Samotnou derivatizaci je moţno dělit podle místa, kde k ní dochází. Reakce můţe 

probíhat před kolonou (předkolonová) nebo po separaci (postkolonová). Kaţdá z moţností má 

své výhody i nevýhody, které budou popsány níţe 
[35]

.    

 

2.2.1 Předkolonová derivatizace 

Předkolonová derivatizace probíhá před vstupem analytu na kolonu, a proto je moţné 

ovlivnit separaci. Reakce můţe probíhat v chromatografickém systému nebo mimo něj. Pokud 

reakce probíhá mimo chromatografický systém, deriváty jsou připravovány v zatavených 

ampulkách, reakčních zkumavkách se septovými uzávěry, Eppendorfových nádobky nebo 

derivatizačních nádobkách 
[25]

. Reakce však můţe probíhat i na pevných nosičích jako je 

silikagel, styren–divinylbenzen, C18 aj. Tento způsob se vyuţívá pro odstranění nadbytku 

fluoreskujících činidel a moţnosti vzorek současně zakoncentrovat 
[36]

.   V druhém případě 

probíhá derivatizace na předkoloně nebo v reakční smyčce. Celý proces bývá automatizován, 

aby se zvýšila kapacita a eliminovala chyba operátora 
[28]

. U předkolonové derivatizace je 

kladen důraz na několik podmínek, ze kterých plynou výhody a nevýhody procesu: 

 dostatečná stabilita derivátu 

 reakce musí probíhat kvantitativně 

 reakce nemusí probíhat rychle 

 reakce by měla být selektivní (bez vedlejších produktů) 

 reakce za mírných podmínek 

 odstranění nadbytku fluoreskujících činidel 
[20,35]

.   

 

2.2.2 Postkolonová derivatizace 

Postkolonová derivatizace je vhodná pro látky, které se dobře dělí, ale detektor je 

nezaznamená. Reakce probíhá za kolonou v chromatografickém systému, z čehoţ vyplývá 

větší instrumentální náročnost. Za separační kolonu je zařazen reaktor, kam jsou pomoci 

přídavného čerpadla přiváděny derivatizační činidla. Reakce je nicméně plně automatizována, 

coţ minimalizuje chybu způsobenou obsluhou. Náročnější instrumentace je také spojena 

s vyšší pořizovací cenou přístroje 
[25,35]

. 

Jelikoţ je derivatizace prováděna aţ za kolonou, nedochází ke zlepšení separace. 

Reakce je většinou naopak způsobuje rozmývání, tedy zhoršuje výsledek separace. Výhodou 
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je však moţnost vyuţít více detektorů. Častá je kombinace UV a FLD detektoru, kdy nejprve 

látka prochází UV detektorem, následuje derivatizace a vstup do FLD detektoru. Další 

moţností je vyuţití děliče toku 
[35]

.   

Podobně jako u předkolonové derivatizace jsou poţadované podmínky i pro 

postkolonovou derivatizaci: 

 reakce nemusí probíhat kvantitativně 

 reakce musí probíhat rychle 

 moţnost extrémnějších podmínek (pH, teplota) 

 reakce můţe být neselektivní 

 reakce musí probíhat v prostředí mobilní fáze 

 samotné činidlo by nemělo fluoreskovat 
[20.35]

.   

 

2.2.3 Derivatizační činidla 

Do dnešní doby bylo popsáno vyuţití mnoha činidel téměř pro všechny skupiny látek a 

různé detektory. Kvůli této velké rozmanitosti se tato práce bude zabývat pouze derivatizací 

aminů pro fluorescenční detekci. Právě stanovení aminů a aminokyselin fluorescenční detekcí 

je povaţována za nejvhodnější z důvodu vysoké selektivity a citlivosti 
[37]

.  

Jak jiţ bylo zmíněno, činidla se liší v reakčních podmínkách, rychlosti reakce, 

moţnostech vyuţití a dalších aspektech. V následujících částech budou popsány 

nejpouţívanějších činidla.  

 

2.2.3.1 Činidlo dansyl chlorid 

Dansyl chlorid (5–N,N´–dimethylaminonaftalen–1–sulfonylchlorid, DNS-Cl) patří do 

skupiny sulfonzlchloridů s je jedním z nejstarších činidel, které se stále hojně vyuţívá pro 

předkolonovou derivatizaci. Z důvodu přítomnosti aromatického jádra je moţné zařadit 

kromě fluorescenčního i spektrofotometrický detektor 
[38]

.   

Z hlediska derivatizace aminů se jedná téměř o univerzální činidlo, kdy reakce probíhá 

dle reakce zobrazené na obrázku 5 za vzniku stabilního produktu 
[20]

.  DNS-Cl lze pouţít pro 

derivatizaci primárních, sekundárních i terciálních aminů, polyaminů, peptidů, alkaloidů, 

aminokyselin nebo biogenních aminů. Vysoká reaktivita však zapříčiňuje také reakci 

s alkoholy, fenoly a imidazoly 
[39,40]

.   
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Obrázek 5: Reakce DNS-Cl se sekundárním aminem [20]. 

 

Reakční podmínky se mohou s typem aminu částečně lišit. Vhodné pH reakčního 

prostředí je mírně alkalické. Příliš bazické prostředí vede k hydrolýze činidla, přičemţ 

produkty hydrolýzy poskytují fluorescenci. Při laboratorní teplotě by reakce probíhala příliš 

dlouho, proto dochází k urychlení reakce zvýšením teploty. Směs se zahřívá podle potřeby na 

teplotu 50 – 100°C po dobu 5 – 120 minut. Excitační vlnové délky se pohybují rozmezí 350 – 

370 nm a emisní 490 aţ 540 nm 
[35,39]

.   

 Do dnešní doby jiţ byla syntetizována celá řada strukturně obdobných látek jako 

bansyl chlorid 
[20]

, mansyl chlorid
 [41]

, disyl chlorid
 [42]

, dabsyl chlorid 
[43]

 aj. Tyto látky 

reagují podobným mechanismem, přičemţ se zvyšuje selektivita, sniţuje reakční teplota a čas 

reakce 
[42]

.   

 

2.2.3.2 Činidlo o–ftaldialdehyd 

Derivatizační činidlo o–ftaldialdehyd (OPA) je jedním z prvních činidel vyuţitých pro 

stanovení aminů vůbec 
[43]

. Díky rychlé reakci je OPA vhodný pro předkolonovou i 

postkolonovou derivatizaci, kdy druhá zmíněná moţnost je častější. Činidlo je vhodné pouze 

pro reakci s primárními aminy v alkalickém prostředí, kdy je nutná přítomnost sirné 

sloučeniny jako redukčního činidla 
[43,44]

. Nejběţněji se vyuţívá 2–merkaptoethanol, kyselina 

3–merkaptopropanová nebo jako alternativa N–acetyl–cystein či 2–thioglycerol 
[44]

. Reakce je 

znázorněna na obrázku 6, kdy vzniká vysoce fluoreskující derivát o malé stabilitě. Na stabilitu 

derivátu má také vliv zvolené redukční činidlo. Právě nízká stabilita je velká nevýhoda a 

sniţuje pouţití v předkolonové derivatizaci 
[43]

.  
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Obrázek 6: Reakce OPA s primárním aminem [43] 

 

 Jak jiţ bylo zmíněno, reakce aminu s OPA probíhá velmi rychle, obvykle do 2 minut 

při laboratorní teplotě. Vhodné vlnové délky pro detekci jsou 340 nm pro excitační záření a 

455 nm pro emisní záření. Další výhodou OPA je, ţe samotné činidlo nefluoreskuje, proto 

není nutné odstraňovat jeho nadbytek. Vyuţití nachází hlavně při stanovení 

nízkomolekulárních primárních aminů, drog, alkaloidů, aminokyselin a biogenních aminů
 [43]

. 

 

2.2.3.3 Činidlo 9–(fluorenyl)ethylchloromravenčan 

Činidlo 9–(fluorenyl)ethylchloromravenčan, označován zkratkou FMOC–Cl, patří 

k novějším derivatizačním činidlům. FMOC–Cl byl dříve pouţíván při syntézách k ochraně 

amino skupiny, ale díky svým vlastnostem našel uplatnění i při analýze látek 
[37]

. Činidlo je 

vhodné pro derivatizaci primárních i sekundárních aminů, čehoţ se vyuţívá při stanovení 

aminokyselin, biogenních aminů, polyaminů nebo nízkomolekulárních aminů 
[45]

. Produkty 

jsou stabilní karbamáty, které vznikají dle rovnice uvedené na obrázku 7. 
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Obrázek 7: Reakce FMOC–Cl se sekundárním aminem [46] 

 

Samotná reakce je velmi rychlá a probíhá za mírných podmínek. Derivát vzniká do 

několika minut uţ při laboratorní teplotě a jsou detekovány při excitační vlnové délce 260 nm 

a emisní vlnové délce 310 nm 
[37]

. Vhodné pH je mírně alkalické, nejlépe v rozmezí 8–10, 
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které se zajišťuje obvykle borátovým pufrem. Při vyšším pH neţ 10 dochází k hydrolýze a 

produkci FMOC–OH. Tento hydrolytický produkt vysoce fluoreskuje a poskytuje široký 

pík 
[48]

. Další nevýhodou je samotného činidla, které je nutné odstranit. Nejčastěji se 

eliminace provádí extrakcí do pentanu, hexanu, dichlormethanu nebo chloroformu 
[49]

.
 

 

2.2.3.4 Činidlo 4–chlor–7–nitrobenz–2,1,3–oxadiazol 

Činidlo NBD-Cl bylo poprvé vyuţito k derivatizaci v roce 1968 a dnes je široce 

rozšířeným činidlem vhodným pro primární a sekundární alifatické aminy 
[20,44]

. Reakcí 

s fenoly, thioly a aromatickými aminy vznikají produkty s malými výtěţky nebo vznikají 

nefluoreskující deriváty. Samotné činidlo nefluoreskuje, coţ ale neplatí o produktech 

hydrolýzy, produkující záření o malé intenzitě. Vzniklé deriváty lze z vodných roztoku 

vyextrahovat do benzenu či ethyl acetátu. Průběh reakce se sekundárním aminem je 

znárodněn na obrázku 8 
[20,48]

. 
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Obrázek 8: Reakce NBD-Cl se sekundárním aminem [20] 

 

Reakční podmínky se mohou mírně lišit podle stanovovaného aminu. S reakčními 

podmínkami také souvisí délka reakce. Rychlost reakce je nejvíce ovlivněna teplotou, pH a 

organickými rozpouštědly, kdy s rostoucím pH a teplotou dochází ke sníţení reakční doby. 

Optimální pH bývá mírně alkalické (8–10) a teplota obvykle v rozmezí 40 – 100°C. Detekce 

je poté prováděna při excitační vlnové délce 480 nm a emisní 530 nm
 [48]

. Derivatizace 

pomocí NBD-Cl se pouţívá při stanovení aminokyselin, drog, insekticidů, biogenních aminů, 

lipidů, apod 
[20]

. 

Často vyuţívaný je také analog 4–fluor–7–nitrobenz–2,1,3–oxadiazol (NBD-F), který je 

výrazně reaktivnější, reakce probíhá za mírnějších podmínek a rychleji neţ u NBD-Cl. Při 

zvýšené teplotě (60°C) reakce probíhá do 5 minut, coţ umoţňuje vyuţití NBD-F i pro post–

kolonovou derivatizaci. Nevýhodou je však vysoká cena, která je několikanásobně vyšší neţ u 

NBD-Cl 
[48]

.    
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2.2.3.5 Činidlo fluorescamin 

Flurescamin (4–fenylspiro[furan–2–(3H)–1´–naftalan]–3,3´–dion) je selektivní 

derivatizační činidlo vhodné pouze pro primární aminy. Reakce probíhá podle obrázku 9, kdy 

vznikají deriváty stabilní několik hodin 
[38,51]

. Derivatizace probíhá za laboratorní teploty 

v mírně alkalickém prostředí do pár minut. Rychlý průběh reakce a malá stabilita derivátů 

předurčuje fluorescamin spíše pro postkolonovou derivatizaci 
[51]

. Samotné činidlo a produkty 

hydrolýzy nevyzařují fluorescenční záření, coţ je další výhodou. Vhodné vlnové délky pro 

detekci jsou 390 nm pro excitační záření a 475 nm pro emisní záření. Značnou nevýhodou je 

však příliš vysoká cena, proto bývá fluorescamim nahrazován DNS-Cl nebo NBD-Cl. 

U předkoloné derivatizace je fluorescamin vhodný pro stanovení polyaminů, katecholaminů, 

aminokyselin, peptidů, proteinů apod 
[20,49,50]

. 

 

+
O

O

O

O

N

COOH

OH
O

R

NH2 R

 

Obrázek 9: Reakce fluorescaminu s primárním aminem [20] 

 

2.2.3.6 Činidlo 6–aminochinolin–N–hydroxysukcinimidylkarbamát 

Činidlo AQC patří k nejnovějším derivatizačním činidlům, které je vhodné pro 

primární i sekundární aminy. Původně bylo navrţeno speciálně pro stanovení aminokyselin 

z důvodu zvýšení výtěţku, selektivity a zjednodušení reakce 
[38,51]

. Při reakci, viz obrázek 10, 

vznikají vysoce fluoreskující substituované močoviny, které jsou stabilní asi jeden týden při 

laboratorní teplotě. Pro vznik derivátu je vhodné mírně alkalické prostředí, které je nejčastěji 

zajištěno pomoci borátového pufru 
[52]

. Činidlo je velmi reaktivní a reakce probíhá velmi 

rychle za zvýšené teploty. Samotný AQC je nestabilní ve vodných roztocích a do 1 – 2 minut 

dochází k jeho hydrolýze. Tato vlastnost je výhodou, neboť vzniklé produkty neposkytují 

fluorescenční záření. Detekce je prováděna při excitační vlnové délce 250 nm a emisní vlnové 

délce 395 nm 
[38,51]

. 
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Obrázek 10: Reakce AQC s primárním aminem [38]. 

  

Činidlo bylo pouţité jako alternativa OPA ke stanovení aminokyselin ve víně, kdy při 

porovnání byla zlepšena citlivost stanovení 
[53]

. Další vyuţití AQC bylo například při 

stanovení neurotransmiterů 
[52]

, peptidů 
[51,52]

, glykoproteinů 
[53]

 nebo separaci enantiomerů 

ornitinu 
[54]

.  
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3 Rešeršní část 

 Následující část se bude věnovat přehledu prací, které se zabývaly analýzou aminů 

pomoci HPLC–FLD. Literární rešerše byla provedena pouze u derivatizačních činidel 

vhodných pro předkolonovou derivatizaci primárních i sekundárních aminů. Důraz byl kladen 

hlavně na limit detekce, chromatografické a derivatizační podmínky. Velké procento prací se 

zabývá stanovení aminokyselin, avšak tyto práce nebudou zmíněny z důvodu jejich nevelkého 

významu pro zadané stanovení aminů. Obecné vyuţití činidel bylo jiţ prezentováno 

v kapitole 2.2, proto v této části bude popsáno pouze praktické vyuţití jednotlivých činidel. 

Pro větší přehlednost bylo stanovení aminů shrnuto v tabulce 3. 

 

3.1 Využití dansyl chloridu 

Jelikoţ je dansyl chlorid jedním z nejstarších činidel, existuje velké mnoţství 

publikací. První zmínky o vyuţití dansyl chloridu pro stanovení aminů kapalinovou 

chromatografií jsou z 80. let minulého století. Tímto tématem se velmi zabývala dvojce 

Lawrence a Frei, kteří vydali řadu publikací. Jednou z nejstarších publikací bylo vyuţití 

činidla pro stanovení pesticidů. Novou metodu autoři porovnávali s TLC, přičemţ dosáhli 

přibliţně desetkrát niţší LOD. K separaci byla vyuţita kapalinová chromatografie 

s normálními fázemi s kolonou 400 × 2,4 mm a částicemi silikagelu 10 µm. Mobilní fáze byla 

tvořena chloroformem a hexanem. Deriváty byly připraveny smícháním 200 µl 0,1% DNS-Cl, 

200 µl 0,5 mol/l NaOH a 1 ml pesticidu. Reakce trvala 90 min při teplotě 80°C. Limity 

detekce byly stanoveny pro jednotlivé pesticidy v rozmezí 5 – 10 ng
 [55]

.  

Průběhem času se činidlo stávalo více a více populárním, proto se rychle rozšiřovalo 

jeho vyuţití. Italští vědci zkoumali separaci a identifikaci alifatických monoaminů, diaminů a 

polyaminů. Metoda vyzdvihuje dobré fluorescenční vlastnosti a eliminaci extrakce. V této 

práci byly testovány kolony C18 (250 × 4 mm, 10 µm), C18 (250 × 4 mm, 5 µm) a 

C8 (250 × 4 mm, 10 µm). Mobilní fáze byla sloţená z methanolu a vody. Deriváty byly 

připraveny reakcí 5,0 ml 0,25 mol/l NaHCO3, 1,0 ml 0,02 mol/l DNS-Cl a 0,5 ml aminu. 

Reakce probíhala 20 minut v termostatu vyhřátém na 60°C. Limity detekce byly stanoveny na 

0,5 ng pro monoaminy a 0,3 ng pro diaminy a polyaminy 
[56]

.  

Čínští autoři se zabývali stanovením nitrosaminů po převedení na aminy. Redukce 

byla prováděna pomoci kyseliny octové a bromovodíkové. Výsledný roztok byl pomocí 
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NaOH zalkalizován na pH 9. Směs byla dále smíchána s 0,5 ml 0,2 mol/l uhličitanovým 

pufrem (pH 9) a 0.5 ml 0,2 mol/l DNS-Cl. Optimální reakční podmínky byly 30 minut při 

40°C. K separaci byla zvolena kolona C18 (125 × 4,6 mm, 10 µm) a mobilní fáze voda – 

acetonitril. Limit detekce byl určen pro nitrosolatky v rozmezí 0,06 – 0,16 ng 
[57]

.  

O stanovení polyaminů v rostlinách a zvířecích tkáních se pokoušeli španělští autoři, 

kteří deriváty připravili s drobnými modifikacemi dle Seiler–Wiechmanna. K 200 µl extraktu 

bylo přidáno 40 µl diaminoheptanu jako vnitřního standardu, 200 µl nasyceného roztoku 

NaHCO3 a 400 µl DNS-Cl (5 mg/ml v acetonu). Směs reagovala 10 minut při teplotě 70°C. 

Po ochlazení byl derivát extrahován do 500 µl toluenu. Kolona byla zvolena 

C18 (220 × 4,6 mm, 5 µm) a mobilní fáze acetonitril – voda. Limit kvantifikace byl v rozmezí 

0,5 – 1 pmol a výtěţnost se pohybovala v rozmezí 90 – 97 % 
[58]

. 

Polyaminy byly také stanovovány v moči, přičemţ derivatizace byla v tomto případě 

provedena dle Marcé a kolektiv.  Amin o objemu 100 µl byl smíchán s 1 ml 10 mmol/l 

uhličitanového pufru (pH 9) a 900 µl 1 mmol/l DNS-Cl v acetonu. Směs byla zamíchána a 

ponechána reagovat 10 minut při 70°C. Součástí práce bylo také testování derivatizace na 

pevné fázi. K tomu byla vyuţita kolona se sorbentem ODS–C18. Kolonka byla nejprve 

promyta 1 ml methanolu a 1 ml uhličitanového pufru o pH 12. Následovalo prosání 1 ml 

roztoku aminů a poté 0,5 ml 5 mmol/l roztoku DNS-Cl. Derivatizační činidlo bylo rozpuštěno 

ve směsi aceton – 20 mmol/l uhličitanový pufr (pH 9,5) v poměru 2:3 (v/v). Jako ideální 

reakční čas byl při pokojové teplotě stanoven na 30 minut. Potom byla provedena desorpce 

1 ml acetonitrilu. Látky byly separovány na koloně C18 (125 × 4 mm, 5 µm) pomocí mobilní 

fáze acetonitril – 1 mmol/l imidazol o pH 7. Limit detekce byl stanoven na 10 ng/ml a pomoci 

derivatizace na pevné fázi 2 ng/ml 
[59]

. 

Metoda prekoncentrace na kolonce C18 byla také testována na vzorcích vody pro 

stanovení nízkomolekulárních aminů. Kolektiv autorů byl téměř totoţný jako v předchozím 

případě a podobná byla i příprava derivátů. Lišily se pouze reakční podmínky u derivatizace 

na pevné fázi. Reakce probíhala 15 minut při 85°C a poté byla kolonka promyta 1 ml 

nasyceného roztoku uhličitanu pro eliminaci zbytku činidla. Extrakce byla provedena 0,5 ml 

acetonu. Stacionární i mobilní fáze byly stejné jako v předchozím případě. Limity detekce 

byly stanoveny v rozmezí 2 – 4 ng/ml u prekoncentrační techniky, přičemţ vykazovala 

výrazně vyšší výtěţnost neţ klasická metoda 
[60]

.  

Stanovení N–nitrosodimethylaminu v odpadních vodách se zabývali američtí autoři, 

kteří hledali alternativu ke stanovení plynovou chromatografií s LOD 1 ng/l. Před samotnou 
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derivatizací byla provedena denitrosazace kyselinou octovou a bromovodíkovou s výtěţností 

97 %. Produkt denitrosace byl nejprve neutralizován pomoci 1 mol/l NaOH a poté bylo 

přidáno 200 µl 0,5 mol/l NaHCO3 a 150 µl DNS-Cl (500 mg/l v acetonu). Ideální reakční 

podmínky byly stanoveny na 30 minut při 40°C. Kolona byla zvolena C18 (150 × 3,9 mm, 

4 µm) a mobilní fáze acetonitril – voda. Limit detekce byl stanoven na 6 ng/l, coţ bylo 

vyhodnoceno jako adekvátní alternativa místo GC 
[61]

. 

V moderní době je kladen velký důraz na analýzu léčiv. Stanovením aliskirenu pomoci 

předkolonové derivatizace s činidlem DNS-Cl byl zkoumán autory Sari, Aydoğmuş a Ulu. 

Standardní roztok aliskirenu byl zderivatizován reakcí s 300 µl 25 mmol/l uhličitanového 

pufru (pH 10,5) a 300 µl DNS-Cl (2 mg/ml v acetonitrilu). Reakce probíhala ve tmě 20 minut 

při teplotě 30°C. Výsledný derivát byl extrahován do 5 ml dichlormethanu. Organická fáze 

byla odseparována a vysušena síranem sodným. Lineární rozsah pro stanovení léčiva 

v tabletách byl 700 – 100 ng/ml s LOD 27,53 ng/ml a v plasmě 150 – 50 ng/ml 

s LOD 4,91 ng/ml 
[62]

.   

Další moţné vyuţití nalezl dansyl chlorid při stanovení antidepresiv. Deriváty byly 

připraveny reakcí 1 ml roztoku léčiva, 4 ml 0,5 mol/l uhličitanový pufr (pH 10) a 0,7 ml 

DNS-Cl (3,71 ·10
–5

 mol/l v acetonu). Derivatizace probíhala 20 minut při laboratorní teplotě. 

Lineární rozsah metody byl v rozmezí 0,02 – 0,14 µg/ml. Limity detekce byly velmi podobné 

v rozmezí 1 – 2 ng/ml. Metoda byla také úspěšně vyuţita při stanovení lékové formy v lidské 

plasmě 
[63]

.   

 

3.2 Využití 4–chlor–7–nitrobenz–2,1,3–oxadiazolu 

Jednou z prvních publikací byla práce autorů Wolfram, Feinberg, Doerr a Fiddler na 

stanovení N–nitrosoprolinu. Nejprve byla provedena denitrosace podle Eisenbrand–

Preussmanna pomoci ledové kyseliny octové a kyseliny bromovodíkové. K produktu 

denitrosace bylo přidáno 100 µl nasyceného roztoku Na2CO3 a 900 µl acetonitrilu obsahující 

3 mg NBD-Cl. Směs byla zahřívána na 50°C ve vodní lázni po dobu 30 minut. Separace byla 

provedena na koloně 250 × 2 mm s částicemi silikagelu 10 µm. Mobilní fáze byla sloţena 

z ethylacetatu – n–hexanu – kyseliny octové v poměru 50:50:0,5 (v/v/v). Limit detekce byl 

stanoven na 7 ng N–nitrosoprolinu 
[64]

.   

Největší vyuţití toto derivatizační činidlo získalo v posledních dvaceti letech při 

analýze farmaceutických přípravků a klinických materiálů. Lisinopril je léčivo vyuţívané pro 



35 

 

sníţení krevního tlaku.  Deriváty byly připraveny reakcí 5 – 100 µl zásobního roztoku 

lisinoprilu (50 mg/ml), 100 µl 25 mmol/l fosfátového pufru (pH 9) a 100 µl NBD-Cl 

(4,2 mg/ml v methanolu). Reakce probíhala 70 minut při teplotě 60°C. Po ochlazení na 

laboratorní teplotu byl vzniklý derivát extrahován do 2 ml ethylacetátu. Limit detekce byl 

stanoven 50 ng/ml. Vyvinutá metoda vykazuje sice vyšší limit detekce neţ u metody s OPA 

(LOD 20 ng/ml), ale deriváty jsou výrazně stabilnější a nedochází k interakci s pomocnými 

látkami 
[65]

.  

Další vyuţití našlo činidlo při stanovení aminoglykosidu gentamycinu. Derivatizace 

proběhla reakcí 5 ml roztoku gentamycinu, 1 ml NBD-Cl (1 mg/ml v methanolu) a 4 ml 

50% methanolického fosfátového pufru (pH 7,2). Podmínky reakce byly optimalizovány na 

70°C a 60 minut a limit detekce byl stanoven na 0,11 µg/ml 
[66]

.  

 Stanovení inzulinu je velmi zajímavá práce čínských autorů, kteří připravili 

fluoreskující derivát reakcí vzorku se 100 µl 3 mmol/l NBD-Cl a 25 µl 0,1 mol/l fosfátového 

pufru (pH 9). Reakce probíhala za nepřístupu světla dvě hodiny při teplotě 50°C. Separace 

byla provedena na koloně C18 a mobilní fáze byla sloţena ze směsi acetonitril – voda 

s 0,1% přídavkem trifluoroctové kyseliny. Limit detekce byl 2 ng/ml a výtěţnost 95%. 

Výsledky ukazují na potencionální vyuţití metody pro stanovení inzulínu v biologických 

materiálech 
[67]

. 

 Riboxetin je léčivo působící na CNS a vyuţívá se hlavně v psychiatrii. Jeho 

stanovením v tabletách a později v lidské plasmě se zabývali autoři Önal a kolektiv. Derivát 

byl připraven smícháním 1 ml vzorku, 200 µl 0,5 mol/l borátového pufru (pH 8,5) a 

200 µl NBD-Cl (3,5 mg/ml v methanolu). Směs byla míchaná 10 sekund a poté zahřívána 

5 minut při 70°C. Při stanovení riboxetinu v krevní plasmě předcházela extrakce do směsi 

hexan – isoamylalkohol a úprava extraktu pomoci NaOH. Jako stacionární fáze byla kolona 

C18 (250 × 4,6 mm, 5 µm) a mobilní fáze acetonitril – voda (pH 3 upraveno kyselinou 

dusičnou). Limit kvantifikace byl stanovený na 2 ng/ml a limit detekce 0,5 ng/ml 

s výtěţností 93 % 
[68]

.     

 Léčiva saxagliptin (SAX) a vildagliptin (VIL) jsou určeny pro diabetiky druhého typu. 

Tvorba jednotlivých derivátů se mírně liší reakčními podmínkami. K 1 ml standardního 

roztoku byl přidán 1 ml 0,2 mol/l borátového pufru (pH 9 pro SAX a 8,5 pro VIL) a 1 ml 

0,2% NBD-Cl v methanolu. Jako optimální reakční podmínky byly vyhodnoceny 15 minut 

pro SAX a 20 minut pro VIL při 70°C. V metodě byla pouţita duální detekce, kdy výrazně 
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citlivější byla fluorimetrická s LOD 3 ng/ml pro SAX a 7 ng/ml pro VIL oproti 

spektrofotometrické s LOD 270 ng/ml pro SAX a 320 ng/ml pro VIL 
[69]

. 

 Další stanovené léčiva byla gabapentin, pregabalin, vigabatrin a topiramate patřící do 

skupiny antiepileptik. Vzorek byl smíchán s 25 µl 0,25 mol/l borátového pufru (pH 10) a 

100 µl NBD-Cl (10 mg/ml ve směsi methanol – acetonitril 1:1). Směs byla míchaná 

30 sekund a poté inkubována 15 minut při 60°C. Separace proběhla na koloně 

C18 (150 × 4.6 mm, 5 µm) s ochranou předkolonkou C18 (4 mm × 3 mm). Mobilní fáze byla 

sloţena ze směsi methanol – 0,05 mol/l fosfátový pufr (pH 4,9). Limity detekce byly určeny 

v rozmezí 0,4 – 0,5 µg/ml 
[70]

. 

 Činidlo NBD-Cl bylo také testováno na analýzu antibiotik, konkrétně na léčivu 

polymyxin B. K alikvotnímu podílu vzorku byly pipetovány 2 ml borátového pufru (pH 7) a 

0,5 ml NBD-Cl (1 mg/ml v methanolu). Roztok byl zahříván ve vodní lázni 45 min na 60°C. 

Lineární rozsah metody byl stanoven na 0,1– 1,2 µg/ml a LOD 10 ng/ml. Vyvinutá metoda 

byla vyuţita pro stanovení polymyxin B v lidské plasmě s uspokojivými výsledky 
[71]

. 

V nejnovější publikaci se autoři zabývali separací chirálních alifatických aminů, 

včetně aminoalkoholů. Deriváty byly připraveny reakcí aminu s 2 – 4 molárním nadbytkem 

NBD-Cl a desetinásobným přebytkem nasyceného roztoku uhličitanu. Reakce probíhala 

12 hodin při laboratorní teplotě a výsledný derivát byl filtrován kvůli odstranění nadbytku 

uhličitanu. Separace byla provedena v systému s normálními fázemi, přičemţ byly testovány 

čtyři druhy kolon. Jako nejvhodnější byla vyhodnocena kolona 

Chiralpak IE (250 × 4,6, 5 μm). Mobilní fáze byla sloţena ze směsi n–hexan – 2–propanol. 

Limit detekce byl stanovený na 0,5 ng/ml pro FLD, oproti UV detekci s LOD 7,5 ng/ml 
[72]

. 

 

3.3 Využití 4–fluor–7–nitrobenz–2,1,3–oxadiazolu 

Iwaki a kolektiv vyuţili reaktivnosti sekundární aminoskupiny na β–laktámovém 

kruhu ke stanovení penicilinů pomoci NBD-F. Deriváty byly připraveny reakcí 45 μl vzorku, 

30 μl 80 mmol/l NBD-F v acetonitrilu a 15 μl 0,2 mol/l fosfátového pufru (pH 6). Reakce 

probíhala ve vodní lázni 10 minut při teplotě 60°C. Po ochlazení bylo přidáno 30 μl 

1 mol/l HCl a objem 10 μl byl dávkován do přístroje. K separaci byla pouţita kolona ODS – 

80TM (150 × 4.6 mm) a mobilní fáze acetonitril – voda.  Limit detekce byl stanoven pro 

benzylpenicilin 30 ng/ml, kloxacilin 30 ng/ml, dikloxacilin 45 ng/ml, piperakilin 50 ng/ml  a 

methylcilin 85 ng/ml 
[73]

. 
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Stanovení léčiva ramipril v tabletách a lidské plasmě bylo provedeno autory Al–Majed 

a Al–Zehouri. Derivatizace proběhla reakcí 1 ml zásobního roztoku, 0,2 ml 1 mmol/l NBD-F 

v ethanolu a 2,6 ml 66 mmol/l fosfátového pufru (pH 7). Optimální reakční teplota byla 70°C 

a čas 10 minut. Po ochlazení byl roztok okyselen 0,2 ml 2 mol/l HCl. Lineární část byla 

vyhodnocena v rozmezí 100 – 20 ng/ml s výtěţností větší neţ 98%. Metoda byla dostatečně 

citlivá a reprodukovatelná pro zavedení postupu na stanovení léčiva v kontrolní laboratoři 
[74]

. 

Další publikace popisuje stanovení katecholaminů, přičemţ NBD-F kvůli své 

reaktivnosti nereaguje pouze se sekundární aminoskupinou, ale i s hydroxylovými skupinami. 

Deriváty vznikly reakcí 2 ml 500 μmol/l katecholaminu, 2 ml 50 mmol/l borátového 

pufru (pH 8) a 2 ml 50 mmol/l NBD-F v acetonitrilu. Reakce trvala 5 minut při 50°C. 

Stacionární fáze byla kolona C18 (150 × 4.6 mm, 5 μm) s ochranou 

předkolonkou (4 × 3 mm). Mobilní fáze byla zvolena směs acetonitrilu a 10 mmol/l 

fosfátového pufru (pH 8). Limit detekce byl stanovený na hodnotu 0,5 nmol/l pro všechny 

katecholaminy 
[75]

. 

Vypracováním postupu na analýzu antidepresiv fluoxetinu a norfluoxetinu se zabývala 

skupina japonských vědců. Deriváty byly připraveny reakcí 10 μl standardního roztoku, 50 μl 

acetonitrilu, 20 μl 0,1 mol/l borátového pufru (pH 8) a 30 μl 50 mmol/l NBD-F v acetonitrilu. 

Reakční doba byla 1 minuta při 60°C. Po proběhnutí reakce byla směs okyselena 400 μl 

acetonitril – 0,1 % trifluoroctové kyseliny ve vodě (90:10 v/v). Separace proběhla na koloně 

C18 s mobilní fází acetonitril – 0,1 % trifluoroctová kyselina ve vodě (90:10 v/v). Limity 

detekce byly určeny na 23 fmol a 7 fmol 
[76]

. 

 

3.4 Využití 9–(fluorenyl)ethylchloromravenčanu 

Kolektiv autorů López a kolektiv se zabývali stanovením dimethylaminu 

v podzemních vodách a vlivem interferujících aminů na výsledek stanovení. Vzorky 

podzemní vody byly nejprve filtrovány přes 0,22 µm membránový filtr a poté bylo odebráno 

400 µl vzorku ke stanovení. K alikvotnímu podílu bylo přidáno 500 µl 15 mmol/l FMOC-Cl a 

100 µl 1 mol/l borátového pufru (pH 8). Směs byla míchaná při laboratorní teplotě 

120 sekund a poté byly přidány 2 ml hexanu. Po 40 sekundovém míchání byla vodná fáze 

dávkována do chromatografu. Separace proběhla na koloně C18 (250 mm × 4 mm, 10 µm) a 

mobilní fáze byla sloţena ze směsi acetonitril – acetátový pufr (pH 4). Limit detekce byl 

stanoven na 0,16 ng DMA. Přítomnost dalších aminů jako methylamin, dimethylamin, 
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butylamin, anilin a pentan–1,5–diamin nevykazovaly vliv na stanovení, přičemţ u všech došlo 

ke vzniku derivátů 
[77]

. 

Podobnou tématikou se zabývali i autoři Falcó a kolektiv, kteří vyuţili derivatizaci na 

pevné fázi pro stanovení diethylaminu a propylaminu. Derivatizační kolonka byla nejprve 

promyta 1 ml methanolu a 1 ml 1 % uhličitanového pufru (pH 10). Poté bylo prosáno 250 µl 

vzorku a 25 µl FMOC-Cl (8,3·10
–4 

mol/l v acetonitrilu). Extrakce byla provedena 1 ml 

acetonitrilu a z extraktu bylo dávkováno 5 µl. Byla zvolena kolona se stacionární fází 

C18 (125 mm × 4 mm, 5 µm) a mobilní fáze směs acetonitril – voda. Limity detekce byly 

stanoveny na 10 ng/ml pro diethylamin a 5 ng/ml pro propylamin 
[78]

.    

Stanovením dalších alifatických aminů se opět zabýval Falcó a kolektiv. Derivatizace 

opět proběhla na pevné fázi, ovšem tentokrát s malými úpravami. Kolonka byla promyta 2 ml 

methanolu a 1 ml 1 % uhličitanového pufru (pH 10). Následovalo prosání 125 µl vzorku, 1 ml 

1 % uhličitanového pufru (pH 10) a 250 µl 25 mmol/l FMOC-Cl. Reakce probíhala 2 minuty 

a poté byl derivát extrahován 0,5 ml acetonitrilu. Chromatografické podmínky byly shodné 

jako v předchozím případě. Limity detekce však byly sníţeny na hodnoty 0,5 – 2,5 ng/ml 
[79]

. 

 Autoři Nedelkoska a Low publikovali práci na stanovení herbicidu glyfosátu ve vodě a 

rostlinných materiálech. Glyfosát byl zderivatizován 2 ml 0,5 mol/l FMOC-Cl a prostředí 

upraveno 300 µl 0,125 mol/l borátového pufru (pH 9). Reakce probíhala 30 minut při 

laboratorní teplotě a nadbytek činidla byl odstraněn extrakcí do ethylacetátu. Separace 

proběhla nejlépe na polyamidické koloně (250 × 4 mm) s mobilní fází acetonitril – 50 mmol/l 

fosfátový pufr (pH 10). Limit detekce byl stanoven na 0,16 ng/ml s 94 % výtěţností 
[80]

. 

 Podobně jako u předchozích dvou činidel i FMOC-Cl s postupem času našlo hlavní 

vyuţití při analýze léčiv a klinických materiálů. Stanovení methylaminu a aminoacetonu 

v krvi a tkáních bylo provedeno reakcí 100 µl vzorku, 600 µl 0,2 mol/l borátového 

pufru (pH 10,4) a 100 µl FMOC-Cl (0,2 mg/ml v acetonitrilu). Nadbytek činidla byl 

extrahován do 3,5 ml hexanu. K separaci byla zvolena kolona C18 (250 × 4,6 mm, 5 µm) a 

mobilní fáze acetonitril – 5 µmol/l fosfátový pufr (pH 4,4). Limit detekce metody byl 

0,19 ng 
[81]

. 

 Stanovení reboxetinu bylo popsáno i metodou FMOC-Cl. Derivatizace proběhla reakcí 

50 µl vzorku, 25 µl 0,2 mol/l borátového pufru (pH 9) a 25 µl 0,36 mmol/l FMOC. Reakce 

probíhala 15 minut při laboratorní teplotě a poté byl nadbytek činidla odstraněn přídavkem 

300 µl hexanu. Separace proběhla na koloně C18 (150 × 2,1 mm, 5 µm) s mobilní fází voda – 

acetonitril – tetrahydrofuran 45:50:5 (v/v/v) a voda – acetonitril – 
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tetrahydrofuran 20:75:5 (v/v/v). Limit detekce byl stanoven na 0,6 ng/ml, coţ je téměř totoţná 

hodnota jako při metodě NBD-Cl 
[82]

. 

 Kolistin je antibiotikum produkované bakteriemi, které bylo derivatizováno na pevné 

fázi. Kolonka C18 byla nejprve promyta 1 ml methanolu a 1 ml 1 % uhličitanového 

pufru (pH 10). Potom bylo prosáto 250 µl vzorku a 50 µl 100 mmol/l FMOC-Cl. Derivatizace 

probíhala 10 minut a poté byla kolonka promyta 1 ml 95% methanolu. Extrakce byla 

provedena 1,3 ml acetonu a k extraktu bylo přidáno 600 µl 6 mol/l kyseliny borité. Směs byla 

filtrována přes 0,2 µm membránový filtr a poté dávkována do chromatografu s kolonou 

C18 (100 × 2,1 mm, 2,7 µm). Mobilní fáze byla sloţena ze směsi voda – acetonitril – 

tetrahydrofuran v poměru 16:82:2 (v/v/v). Lineární rozsah byl stanoven v rozmezí 6 –

 0,3 µg/ml s LOD 0,1 µg/ml 
[83]

.     

 Nejnovější publikace se zabývá stanovení hydroxylaminu ve farmaceutických 

sloţkách. Deriváty byly připraveny reakcí 100 µl 2 mol/l borátového pufru (pH 8), 

400 µl FMOC-Cl (6 mg/ml v acetonitrilu) a 100 µl vzorku. Směs byla umístěna do 

Eppendorfovy zkumavky a ponechána 20 minut při 0°C. Poté byl roztok okyselen 30 µl 

2 mol/l kyseliny citronové a 20 µl roztoku bylo dávkováno do chromatografu. Jako 

stacionární fáze byla zvolena kolona PFP (250 × 4,6 mm, 5 µm) a mobilní fáze byla sloţena 

ze směsi methanol – 0,5% kyselina mravenčí (pH 3). Limit detekce pro stanovení 

hydroxylaminu výše popsanou metodou byl 10 ng/ml 
[84]

.       

 

3.5 Využití 6–aminochinolin–N–hydroxysukcinimidylkarbamátu 

Busto, Guasch a Borrull vypracovali metodu pro automatické stanovení šestnácti 

biogenních aminů jako alternativu pro činidlo OPA. Automatická derivatizace byla provedena 

reakcí 10 μl vzorku, 6 μl borátového pufru (pH 8,8) a 0,5 μl 10 mmol/l AQC v acetonitrilu. 

Směs se nechala reagovat 5 minut při 65°C. Kolona byla zvolena C18 (250 × 4.6 mm, 5 μm) a 

mobilní fáze methanol – 0,05 mol/l octan sodný. Limity detekce byly stanoveny v rozmezí 5 – 

50 μg/l 
[85]

. 

Další publikace popisuje opět stanovení biogenních aminů, avšak tentokrát byly aminy 

extrahovány na pevné fázi. Kolonka byla nejprve promyta 2 ml methanolu a 2 ml destilované 

vody. Následovalo prosátí 600 μl vzorku a tři promývací kroky: 2 ml 10 mmol/l 

H3PO4/MeOH (90:10 v/v), 2 ml 10 mmol/l NaOH/MeOH (70:30 v/v) a 2 ml 10 mmol/l 

CaCl2/MeOH (70:30 v/v). Eluce byla provedena 1,2 ml 100 mmol/l roztoku 
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NaOH/MeOH (65:35 v/v). Dvacet mikrolitrů extraktu bylo derivatizováno 30 μl AQC 

v prostředí 50 μl 0,2 mol/l borátového pufru (pH 8,8). Separace proběhla na 

koloně C18 (250 × 4,6 mm, 5 μm) s mobilní fází směs 140 mmol/l octan sodný a 17 mmol/l 

trifluoroctová kyselina (pH 5,05) a methanol. Limity detekce byly stanoveny v rozmezí 15 – 

50 μg/l. Metoda byla pouţita pro stanovení čtyř aminů v devíti druzích vína a výsledky 

prokazují účinnou izolaci aminů a sníţení vlivu pozadí 
[86]

. 

Stanovení alifatických aminů a diaminů bylo popsáno v publikaci autorů Huang a 

kolektiv.  Deriváty byly připraveny reakcí 100 µl vzorku, 600 µl 2 mmol/l derivatizačního 

činidla v prostředí 200 µl 0,2 mol/l borátového pufr (pH 7,5). Optimální reakční podmínky 

byly 50°C a 40 minut.  K rozdělení látek byla vyuţita kolona C18 (150 × 4,6 mm, 5 µm) a 

mobilní fáze methanol – voda. Limit detekce byl stanoven na 0,02 – 0,5 nmol/l 
[87]

. 

 Skupina španělských vědců publikovala práci na stanovení polyaminů vyuţívaných při 

výrobě polyuretanů a jako vytvrzovadla epoxidových pryskyřic. Derivatizační směs byla 

připravena dle Cohena a skládala se z 12 µl aminu, 60 µl 0,2 mol/l borátového pufru (pH 8,8) 

a 20 µl AQC 10 mmol/l v acetonitrilu. Reakce probíhala 30 min při laboratorní teplotě bez 

přístupu světla. Separace proběhla na koloně C18 (150 × 3 mm, 3,5 μm). Sloţení mobilní fáze 

bylo inspirováno prací Hernández–Orte a kolektivu 
[86]

. Limity detekce polyaminů byly 

v rozmezí 30 – 90 µg/l 
[88]

.  
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Tabulka 3: Shrnutí rešeršní části 

Derivatizační 

činidlo 
Typ aminu Derivatizační směs 

Reakční 

podmínky 
Stanovené mnoţství Reference 

DNS-Cl primární 
1,0 ml 0,02 mol/l DNS-Cl, 5,0 ml 

0,25 mol/l NaHCO3, 0,5 ml vzorku 
20 minut při 60°C LOD 0,3 – 0,5 ng [56] 

DNS-Cl primární 
400 µl DNS-Cl (5 mg/ml), 200 µl nasyceného 

roztoku NaHCO3, 0,2 ml vzorku 
10 minut při 70°C LOD 0,1 – 1 pmol [58] 

DNS-Cl primární 
900 µl 1 mmol/l DNS-Cl, 1 ml 10 mmol/l 

uhličitanového pufru (pH 9), 0,1 ml vzorku 
10 minut při 70°C LOD 10 ng/ml [59] 

DNS-Cl primární 

300 µl DNS-Cl (2 mg/ml), 300 µl  

25 mmol/l uhličitanového pufru (pH 10,5),  

35 – 50 µl vzorku 

20 minut při 30°C LOD 27,53 a 4,91 ng/ml [62] 

NBD-Cl primární 

100 µl NBD-Cl (4,2 mg/ml), 100 µl 

25 mmol/l fosfátového pufru (pH 9),  

5 – 100 µl vzorku 

70 minut při 60°C LOD 50 ng/ml [65] 

NBD-Cl primární 
100 µl NBD-Cl (10 mg/ml), 25 µl 0,25 mol/l 

borátového pufru (pH 10), 0,5 ml vzorku 
15 minut při 60°C LOD 0,4 – 0,5 µg/ml [70] 

NBD-Cl primární 
0,5 ml NBD-Cl (1 mg/ml), 2 ml borátového 

pufru (pH 7), vzorek 
45 minut při 60°C LOD 10 ng/ml [71] 
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Derivatizační 

činidlo 
Typ aminu Derivatizační směs 

Reakční 

podmínky 
Stanovené mnoţství Reference 

NBD-Cl primární 

2 – 4 molárním nadbytkem NBD-Cl, 

10 molárním nadbytkem nasyceného Na2CO3, 

vzorek 

12 hodin při 25°C 0,5 ng/ml [72] 

FMOC-Cl primární 

100 µl FMOC-Cl (0,2 mg/ml), 600 µl 

0,2 mol/l borátového pufru (pH 10,4),  

0,1 ml vzorku 

1 minuta při 25°C LOD 0,19 ng [81] 

FMOC-Cl primární 

50 µl 100 mmol/l FMOC-Cl, 

1 ml 1 % uhličitanového pufru (pH 10), 

250 µl vzorku 

10 minut při 25°C LOD 0,1 µg/ml [83] 

FMOC-Cl primární 
400 µl FMOC-Cl (6 mg/ml), 100 µl 2 mol/l 

borátového pufru (pH 8), 100 µl vzorku 
20 minut při 0°C LOD 10 ng/ml [84] 

AQC primární 
0,5 μl 10 mmol/l AQC, 6 μl borátového  

pufru (pH 8,8), 10 μl vzorku 
5 minut při 65°C LOD 5 – 50 μg/l [85] 

AQC primární 

600 µl 2 mmol/l derivatizačního činidla, 

 200 µl 0,2 mol/l borátového pufru (pH 7,5), 

0,6 ml vzorku 

40 minut při 50°C LOD 0,02 – 0,5 nmol/l [87] 

AQC primární 
20 µl AQC 10 mmol/l, 60 µl 0,2 mol/l 

borátového pufru (pH 8,8), 12 µl vzorku 
30 minut při 25°C LOD 30 – 90 µg/l [88] 



43 

 

Derivatizační 

činidlo 
Typ aminu Derivatizační směs 

Reakční 

podmínky 
Stanovené mnoţství Reference 

DNS-Cl sekundární 
200 µl 0,1% DNS-Cl, 200 µl 0,5 mol/l NaOH, 

1 ml vzorek 
90 minut při 80°C 5 – 10 ng [55] 

DNS-Cl sekundární  
0.5 ml 0,2 mol/l DNS-Cl, 0,5 ml 0,2 mol/l 

uhličitanového pufru (pH 9), 0,1 ml vzorku 
30 minut při 40°C LOD 0,06 – 0,16 ng [57] 

DNS-Cl sekundární 
150 µl DNS-Cl (500 mg/l),  

200 µl 0,5 mol/l NaHCO3, 0,1 ml vzorku 
30 minut při 40°C LOD 6 ng/l [61] 

DNS-Cl sekundární 

0,7 ml DNS-Cl (3,71 ·10
–5

 mol/l), 4 ml  

0,5 mol/l uhličitanového pufru (pH 10), 

vzorek  

20 minut při 25°C LOD 1 – 2 ng/ml [63] 

NBD-Cl sekundární 
900 µl acetonitrilu obsahující 3 mg NBD-Cl, 

100 µl nasyceného roztoku Na2CO3, vzorek 
30 minut při 50°C LOD 7 ng [64] 

NBD-Cl sekundární 

1 ml NBD-Cl (1 mg/ml), 4 ml 

50% methanolického fosfátového  

pufru (pH 7,2), 5 ml vzorku 

60 minut při 70°C LOD 0,11 µg/ml [66] 

NBD-Cl sekundární 
100 µl 3 mmol/l NBD-Cl, 25 µl 0,1 mol/l 

fosfátového pufru (pH 9), vzorek 

120 minut při 

50°C 
LOD 2 ng/ml [67] 

NBD-Cl sekundární 
200 µl NBD-Cl (3,5 mg/ml), 200 µl 0,5 mol/l 

borátového pufru (pH 8,5), 1 ml vzorku 
5 minut při 70°C LOD 0,5 ng/ml [68] 
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Derivatizační 

činidlo 
Typ aminu Derivatizační směs 

Reakční 

podmínky 
Stanovené mnoţství Reference 

NBD-F sekundární 
30 μl 80 mmol/l NBD-F, 15 μl 0,2 mol/l 

fosfátového pufru (pH 6), 45 μl vzorku 
10 minut při 60°C LOD 30 – 85 ng/ml [73] 

NBD-F sekundární 
0,2 ml 1 mmol/l NBD-F, 2,6 ml 66 mmol/l 

fosfátového pufru (pH 7), 1 ml vzorku 
10 minut při 70°C LOQ 20 ng/ml [74] 

NBD-F sekundární 
2 ml 50 mmol/l NBD-F,2 ml 50 mmol/l 

borátového pufru (pH 8), 2 ml vzorku 
5 minut při 50°C LOD 0,5 nmol/l [75] 

FMOC-Cl sekundární 
500 µl 15 mmol/l FMOC-Cl, 100 µl 1 mol/l 

borátového pufru (pH 8), 0,4 ml vzorku 

40 sekund při 

25°C 
LOD 0,16 ng [77] 

FMOC-Cl sekundární 
2 ml 0,5 mol/l FMOC-Cl, 300 µl 0,125 mol/l 

borátového pufru (pH 9), vzorek 
30 minut při 25°C LOD 0,16 ng/ml [80] 

FMOC-Cl sekundární 
25 µl 0,36 mmol/l FMOC, 25 µl 0,2 mol/l 

borátového pufru (pH 9), 50 µl vzorku 
15 minut při 25°C LOD 0,6 ng/ml [82] 

DNS-Cl 
primární, 

sekundární 

900 µl 1 mmol/l DNS-Cl, 1 ml 10 mmol/l 

uhličitanového pufru (pH 9), 0,1 ml vzorku 
15 minut při 85°C LOD 2 – 15 µ/l [60] 

NBD-Cl 
primární, 

sekundární 

1 ml 0,2% NBD-Cl, 1 ml 0,2 mol/l 

borátového pufru (pH 9 a 8,5), 1 ml vzorku 

15 a 20 minut při 

70°C 
LOD 3 a 7 ng/ml [69] 
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Derivatizační 

činidlo 
Typ aminu Derivatizační směs 

Reakční 

podmínky 
Stanovené mnoţství Reference 

NBD-F 
primární, 

sekundární 

30 μl 50 mmol/l NBD-F, 50 μl acetonitrilu, 

20 μl 0,1 mol/l borátového pufru (pH 8),  

10 μl vzorku 

1 minuta při 60°C LOD 23 fmol a 7 fmol [76] 

FMOC-Cl 
primární, 

sekundární 

25 µl FMOC-Cl (8,3·10
–4 

mol/l), 

1 ml 1 % uhličitanového pufru (pH 10), 

250 µl vzorku 

2 minuty při 25°C LOD 5 a 10 ng/ml [78] 

FMOC-Cl 
primární, 

sekundární 

250 µl 25 mmol/l FMOC-Cl, 

1 ml 1 % uhličitanového pufru (pH 10),  

125 µl vzorku 

2 minuty při 25°C LOD 0,5 – 2,5 ng/ml [79] 

AQC 
primární, 

sekundární 

30 μl AQC, 50 μl 0,2 mol/l borátového  

pufru (pH 8,8), 20 µl vzorku 
neuvedeno LOD 15 – 50 μg/l [86] 
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4 Experimentální část 

Po provedení literární rešerše byly vybrány tři derivatizační činidla jako vhodné pro 

stanovení poţadovaných aminů. Vzhledem k pouţití ostatních autorů se zdálo nejlepší činidlo 

FMOC-Cl. Jako další vhodné činidlo se jevilo NBD-F kvůli vysoké reaktivitě, které je však 

velmi finančně nákladné, proto byla jako alternativa zvoleno činidlo NBD-Cl. Třetí činidlo 

bylo vybráno DNS-Cl jako nejlépe popsané, cenově dostupné a nejčastěji pouţívané. 

Podmínkou pro výběr činidla byla také reaktivnost s primárními i sekundárními aminy. 

 

4.1 Použité chemikálie 

Acetonitril – grade, ≥ 99,9%, Sigma–Aldrich (St. Louis, USA) 

Butylamin (BUT), 99%, Alfa Aesar (Kandel, Německo) 

Cyklohexylamin (CYK), 98%, Alfa Aesar (Kandel, Německo) 

Dansyl chlorid, ≥ 98%, TCI (Tokyo, Japonsko) 

Diethanolamin (DETA), p.a., Lach–Ner (Neratovice, ČR) 

Diethylamin (DEA), ≥ 99%, Fluka (Steinheim, Švýcarsko) 

Dimethylamin (DMA), 40% vodný roztok, Merk (Darmstadt, Neměcko) 

Ethylendiamin (EDA), ≥ 99%, Fluka (Steinheim, Švýcarsko) 

4–chlor–7–nitrobenzfurazan, ≥ 99%, Alfa Aesar (Karlsruhe, Německo) 

9–(fluorenyl)ethylchloromravenčan, ≥ 98%, Fluka (Steinheim, Švýcarsko) 

Hydrogenuhličitan sodný, ≥ 99,7%, Merk (Darmstadt, Neměcko)  

Hydroxid sodný, p.a., PENTA (Chrudim, ČR) 

Isobutylamin (iBUT), 99%, ACROS ORGANICS (New Jersey, USA) 

Isopropylamin (iPROP), ≥ 99%, Alfa Aesar (Kandel, Německo) 

Kyselina boritá, p.a., Lach–Ner (Neratovice, ČR)  

Morfolin (MORF), technický, VWR CHEMICALS (Rue Carnot, Francie) 

n – hexan, ≥ 97%, Sigma–Aldrich (Steinhein, Německo) 

n – pentan, ≥ 99%, LAB–SCAN (Dublin, Irsko)   

Propylamin (PROP), ≥ 99%, ACROS ORGANICS (New Jersey, USA) 

Pyridin (PYR), p.a., Lach–Ner (Neratovice, ČR) 

sec–butylamin (sec-BUT), 99%, ACROS ORGANICS (New Jersey, USA) 

terc–butylamin (terc-BUT), 99%, ACROS ORGANICS (New Jersey, USA)  



47 

 

Triethanolamin (TETA), p.a., VEB LABORCHEMIE APOLDA (Apolda ,Německo) 

Triethylamin (TEA), p.a., Lach–Ner (Neratovice, ČR) 

 

4.2 Použité přístroje a zařízení 

Kapalinový chromatograf od firmy Shimadzu (Japonsko) byl sloţen z řídící jednotky 

SCL – 10A, fluorescenčního detektoru RF – 20A xs, termostatu CTO – 10 ASVP vyhřívající 

prostředí kolony na 25°C, kolony KINETEX EVO – C18 (150 mm × 4,6 mm, 2,6 µm) 

s ochranou předkolonkou  C18 (4 × 3 mm), autosampleru SIL – 10AD dávkujícího 20 µl 

vzorku, odplyňovače DGU – 14A a dvou pump LC – 10AD. U fluorescenčního detektoru 

bylo moţné nastavit dva parametry a to citlivost na low, medium nebo high a gain na 1x, 4x 

nebo 16x.  

 Filtrační aparatura s nylonovou membránou 0,45 µm slouţila pro filtraci redestilované 

vody pouţívané jako mobilní fáze. Před pouţitím byly sloţky mobilní fáze vloţeny do 

ultrazvuku PS 3000A (Slovensko) na 10 minut pro vypuzení rozpuštěného vzduchu. 

Redestilovaná voda byla odebírána z demistanice Milli–Q (Merck, Německo). 

Pro kontrolu pH borátového a uhličitanového pufru stabilizující vzniklý derivát byl 

pouţit pH metr Thermo Orion model 310 (Thermo Electron Corp, USA). Ten byl před 

pouţitím kalibrován pomoci dvou kalibračních roztoků o pH 4,01 a 7,00. K promíchání 

jednotlivých sloţek nutných k derivatizaci byla vyuţita elektrická míchačka YELLOW LINE 

s intenzitou 2 200 otáček/min. Pokud bylo třeba docílit vyšší reakční teploty, byla pouţita 

sušárna Memmert UM400 (Memmert GmbH, Německo) na předem vytemperovanou teplotu. 

K odstředění vzorků byla vyuţita centrifuga Spectrafuge 16M (Labnet, USA) s nastavenou 

rychlostí 3 rpm.  

 

4.3 Příprava roztoků 

Teoretické mnoţství na přípravu 25 ml zásobního roztoku 9-(fluorenyl)ethylchloro-

mravenčanu o koncentraci 0,15 mol/l bylo 0,9701 g FMOC-Cl. Naváţené mnoţství bylo 

rozpuštěno v acetonitrilu a byla výpočtena skutečné koncentrace. Následovalo naředění do 

50 ml obměrné baňky na koncentraci roztoku 15 mmol/l. Borátový pufr o koncentraci 1 mol/l 

byl připraven rozpuštěním 6,2 g kyseliny borité ve 100 ml redestilované vody. Po rozpuštění 

byl přidáván roztok NaOH do pH 8.  
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Teoretické mnoţství na přípravu 25 ml zásobního roztoku dansyl chloridu 

o koncentraci 0,02 mol/l bylo 0,1349 g DNS-Cl. Naváţené mnoţství bylo rozpuštěno 

v acetonitrilu a byla výpočtena skutečné koncentrace. Následovalo naředění do 50 ml 

obměrné baňky na koncentraci roztoku 2 mmol/l. Uhličitanový pufr o koncentraci 0,5 mol/l 

byl připraven rozpuštěním 4,2 g hydrogenuhličitanu sodného ve 100 ml redestilované vody. 

Po rozpuštění byl přidáván roztok NaOH do pH 9.  

Teoretické mnoţství na přípravu 25 ml zásobního roztoku 4–chlor–7–nitrobenz–2,1,3–

oxadiazolu o koncentraci 0,1 mol/l bylo 0,4988 g NBD-Cl. Naváţené mnoţství bylo 

rozpuštěno v acetonitrilu a byla výpočtena skutečné koncentrace. Následovalo naředění do 

50 ml obměrné baňky na koncentraci roztoku 10 mmol/l. Borátový pufr o koncentraci 

0,5 mol/l byl připraven rozpuštěním 3,1 g kyseliny borité ve 100 ml redestilované vody. 

Po rozpuštění byl přidáván roztok NaOH do pH 8,5.  

Roztoky aminů byly připraveny rozředěním zásobních roztoků do 10 ml a 25 ml 

obměrných baněk, které byly doplněny redestilovanou vodou (u extrakcí byly doplněny 

acetonitrilem).  

 

4.4 Metoda pro 9-(fluorenyl)ethylchloromravenčan 

Základní prvky metody byly inspirovány prací Margarity Rodriguez López a 

koletivu 
[77]

. V této diplomové práci bylo optimalizováno sloţení mobilní fáze, mnoţství 

derivatizačního a extrakčního činidla. Jako modelový amin byl vyuţíván dimethylamin. 

Emisní vlnová délka byla nastavena na hodnotu 265 nm a excitační vlnová délka na 

hodnotu 310 nm. Citlivost fluorescenčního detektoru byla pro optimalizaci nastavena na 

hodnotu medium 4x, neboť při vyšší citlivosti píky přesahovaly mez detektoru. Pro zjištění 

LOD byly na detektoru nastaveny parametry medium 16x.  

 

4.4.1 Optimalizace metody 9-(fluorenyl)ethylchloromravenčan 

Deriváty byly připraveny v 5 ml nádobce smícháním 400 µl DMA (u slepého pokusu 

400 µl redestilované vody), 500 µl 15 mmol/l FMOC-Cl (v acetonitrilu) a 100 µl 

1 mol/l borátového pufru (pH 8). Tato směs byla míchána po dobu 2 minut, poté byly přidány 

2 ml hexanu jako extrakčního činidla a směs se míchala 40 sekund. Do kapalinového 

chromatografu bylo dávkováno 20 µl vodné fáze. Jelikoţ se v chromatogramu nacházelo 
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velké mnoţství píků, bylo nutné nejprve identifikovat pík derivátu DMA-FMOC. K tomu 

slouţilo porovnání s chromatogramem slepého pokusu (obrázek 11) s koncentracemi DMA 

1·10
–2

 mol/l a 1·10
–4

 mol/l (obrázek 12). Nepříjemností však byl velký vliv pozadí, coţ vedlo 

ke sníţení citlivosti metody. 

Mobilní fáze byla sloţena z vody (pumpa A) a acetonitrilu (pumpa B) v poměru 

60:40 (v/v). Po identifikaci píku DMA-FMOC v 26,5 minutě bylo pro zkrácení doby analýzy 

upraveno sloţení mobilní fáze. Gradientová eluce byla nastavena 0 – 31 min 40% (v/v) B, 

32 min 85% (v/v) B, 39 min 85% (v/v) B, 40 min 40% (v/v) B, 42 min 40% (v/v) B 

s celkovým průtokem 0,7 ml/min.  

 

 

Obrázek 11: Chromatogram slepého pokusu FMOC-Cl 

 

 

Obrázek 12: Chromatogram DMA-FMOC (koncentrace DMA 1·10-4 mol/l) 
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 Jelikoţ literatura uvádí moţnost pouţití více extrakčních činidel, byl zkoumán vliv 

zvoleného činidla 
[49]

. Z ekologického a bezpečnostního důvodu byly opomenuty chlorované 

látky. Jako vhodné látky byly k testování vybrány n–pentan a n–hexan. Vliv zvoleného 

extrakčního činidla byl pozorován v závislosti na změně plochy píku zderivatizovaného 

aminu. Aby bylo zamezeno zkreslení výsledků vlivem pozadí, byly výsledky porovnány se 

slepými pokusy. Derivát byl připraven stejně jako v předchozím případě, kdy byl DMA 

pouţit v koncentraci 1·10
–4

 mol/l. V obou případech byla derivatizace provedena 3krát a poté 

kaţdý derivát 3krát změřen. Výsledné průměry ploch z jednotlivých měření jsou uvedeny 

v tabulce 4. Průměry ploch byly porovnány a výsledky vykazují rozdíl při pouţití pentanu a 

hexanu. Rozdíl byl téměř 20%. Toto zjištění vedlo ke zvolení pentanu jako extrakčního 

činidla. 

 

Tabulka 4: Vliv extrakčního činidla na plochu píku 

Extrakční činidlo pentan hexan 

Průměr ploch 

234644157 ± 4639038 184134899 ± 3181078 

225689230 ± 4052384 182539527 ± 3048515 

223901737 ± 1182575 181225456 ± 2168327 

 

 

 Jako další moţný faktor ovlivňující výtěţek derivatizace bylo zkoumáno mnoţství 

derivatizačního činidla. Deriváty byly tentokrát připraveny smícháním 400 µl 

0,1 mmol/l DMA, 100 µl 1 mol/l borátového pufru (pH 8) a příslušného mnoţství 

15 mmol/l FMOC-Cl. Tato směs byla míchána po dobu 2 minut, poté byly přidány 2 ml 

pentanu a směs byla opět míchána 40 sekund. Testováno bylo mnoţství od 100 µl do 

1 000 µl. Deriváty byly opět připraveny vţdy 3x a kaţdý byl 3krát změřen. Z naměřených 

hodnot znázorněných v grafu 1 vyplývá, ţe plocha píku je výrazně závislá na mnoţství 

derivatizačního činidla. Významnější nárůst začíná od 300 µl FMOC-Cl a pokračuje do 

hodnoty 900 µl FMOC-Cl. Právě při mnoţství 900 µl FMOC-Cl byla zaznamenána největší 

plocha píku. Velmi blízké jsou i hodnoty při pouţití 800 µl a 1 000 µl FMOC-Cl, neboť 

v obou případech je úbytek menší neţ 5 %. Při zvyšujícím se mnoţství FMOC-Cl 
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nedocházelo k výraznějšímu vlivu na pozadí, proto bylo vyhodnoceno jako nejvhodnější 

mnoţství 900 µl FMOC-Cl. 

 

 

Graf 1: Vliv mnoţství FMOC-Cl na plochu píku DMA-FMOC 

 

 Jelikoţ se do pentanu extrahuje i vzniklý derivát, byl tento neţádoucí úbytek zmírněn 

sníţením mnoţství extrakčního činidla. Derivatizace byla provedena smícháním 100 µl 

1 mol/l borátového pufru, 400 µl 0,1 mmol/l DMA a 900 µl 15 mmol/l FMOC-Cl. Směs byla 

míchána 120 sekund a poté 40 sekund po přidání extrakčního činidla. Testováno bylo 2 000, 

1 500, 1 000 a 500 µl pentanu. Vliv mnoţství pentanu byl opět sledován v závislosti na ploše 

píku derivátu a výsledky jsou znázorněny v grafu 2. Při sníţení mnoţství pentanu došlo 

k růstu plochy derivátu, aniţ by došlo k výraznějšímu zvýšení pozadí. Sníţení je však moţné 

pouze na mnoţství 1 ml, neboť při niţším mnoţství dochází k překrytí chromatogramu píkem 

derivatizačního činidla. Při porovnání pouţití 1 a 2 ml pentanu je nárůst plochy píku 

přibliţně o 21 %. Z tohoto důvodu bylo původní mnoţství sníţeno na 1 ml pentanu.  
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Graf 2: Vliv mnoţství pentanu na plochu píku DMA-FMOC 

 

4.4.2 Kalibrace metody  

 Po zjištění optimálních podmínek pro vznik derivátu, byla proměřena kalibrační 

závislost. V této závislosti byla vyhodnocena její lineární část a zjištěn limit detekce. Derivát 

byl vţdy připraven smícháním 100 µl 1 mol/l borátového pufru, 400 µl DMA o příslušné 

koncentraci a 900 µl 15 mmol/l FMOC-Cl. Směs byla míchána 120 sekund a poté 40 sekund 

po přidání 1 ml extrakčního činidla. Pro správnost metody byla provedena validace kalibrační 

závislosti. Podmínkou úspěšné validace je maximální odchylka nejniţšího bodu do 20 % a 

ostatních bodů do 15 %. 

Kvůli dosaţení co nejniţšího LOD, byly niţší koncentrace proměřeny s vyšší citlivostí 

detektoru. Nejprve byly na detektoru nastaveny paramtery medium 4x a poté byly proměřeny 

koncentrace od 1·10
–4

 mol/l do 5·10
–7

 mol/l DMA. Z naměřených dat byla vyhodnocena 

lineární část, která byla od 1·10
–4

 mol/l do 1·10
–6

 mol/l DMA. Hodnoty byly vyneseny do 

grafu 3 a jejich linearita byla zhodnocena pomoci koeficientu determinace R
2
, který měl 

hodnotu 0,9980.  
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Graf 3: Kalibrační závislost DMA-FMOC 

 

Pro dosaţení niţšího LOD byly nastaveny parametry detektoru na citlivější hodnotu 

medium 16x. Při tomto nastavení byly proměřeny koncentrace 1·10
–5

 mol/l do 1·10
–7

 mol/l 

DMA. Vyšší koncentrace nebylo moţné proměřit, neboť přesahovaly kapacitu detektoru. Jako 

limit detekce byla v tomto případě zvolena koncentrace, jejíţ plocha byla prokazatelně větší 

neţ plocha pozadí ve slepém pokusu. Při tomto nastavení detektoru je limit 

detekce 22,5 µg/l (tj. 5·10
–7 

mol/l). 

 

4.5 Metoda pro dansyl chlorid 

Metoda vychází z prací pro stanovení N–nitrosodimethylaminu 
[61]

 a polyaminů 

v moči 
[59]

. Opět bylo optimalizováno sloţení mobilní fáze, mnoţství derivatizačního, reakční 

čas a teplota. Jako modelový amin byl pouţit dimethylamin stejně jako v předchozím případě, 

aby bylo moţné metody porovnat. Emisní a excitační vlnové délky byly nastaveny na hodnotu 

340 nm a 530 nm. Jelikoţ dansyl chlorid nevykazoval fluorescenci pozadí, bylo moţné ihned 

nastavit citlivost detektoru na vyšší hodnotu. Pro optimalizaci byly nastaveny parametry na 

hodnoty high 4x. Pro zjištění LOD byl detektor přenastaven na citlivější high 16x.  
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4.5.1 Optimalizace metody 

Derivatizace byla opět prováděna v 5 ml nádobkách, ve kterých bylo smícháno 

400 µl DMA (u slepého pokusu 400 µl redestilované vody), 400 µl 0,5 mol/l NaHCO3 (pH 9) 

a 300 µl 2 mmol/l DNS-Cl (v acetonitrilu). Tato směs byla 20 sekund míchána a poté vloţena 

do sušárny, která byla předem vyhřátá na 70°C. Reakce probíhala 10 minut a poté byly 

deriváty ochlazeny ve vodní lázni na pokojovou teplotu. Zvýšená teplota způsobuje rozklad 

derivatizačního činidla, coţ zapříčiňuje odstranění jeho nadbytku a není třeba pouţívat 

extrakci. Tento proces dokazuje odbarvení původně ţlutého roztoku. Po ochlazení bylo do 

chromatografu dávkováno 20 µl pomoci autosampleru. K identifikaci píku DMA-DNS 

slouţilo porovnání blanku (obrázek 13) s koncentracemi aminu 1·10
–2

 mol/l a 1·10
–4

 mol/l 

(obrázek 14). Po nalezení píku DMA-DNS byla proměřena excitační (příloha 1) a 

emisní (příloha 2) spektra. Po vyhodnocení byla nalezena maxima λEX v 344 nm a λEM 526 nm 

a tyto hodnoty byly nastaveny pro další měření.  

Mobilní fáze byla sloţena z vody (pumpa A) a acetonitrilu (pumpa B) v poměru 

60:40 (v/v). Po identifikaci píku DMA-DNS v 30,1 minutě bylo pro zkrácení doby analýzy 

upraveno sloţení mobilní. Jako ideální poměr byl zjištěn 40:60 % (v/v) s celkovým průtokem 

0,5 ml/min. Touto změnou byla doba analýzy zkrácená na 10 min a derivát DMA-DNS 

eluoval v 7,8 minutě. Jelikoţ nedocházelo k eluci dalších píku, nebylo nutné vyuţívat 

gradientovou eluci.    

 

 

Obrázek 13: Chromatogram slepého pokusu DNS-Cl 
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Obrázek 14: Chromatogram DMA-DNS (koncentrace DMA 1·10-4 mol/l) 

 

Podobně jako v předchozím případě byl zkoumán vliv mnoţství činidla na výtěţek 

derivátu. Derivát byl připraven smícháním 400 µl 0,1 mmol/l DMA, 400 µl 0,5 mol/l 

NaHCO3 (pH 9) a příslušného mnoţství 2 mmol/l DNS-Cl. Směs byla míchána 20 sekund a 

poté reagovala 10 minut při 70°C. Testováno bylo mnoţství od 100 µl do 800 µl DNS-Cl. 

Deriváty byly připraveny vţdy 3krát a kaţdý byl 3krát změřen. Naměřené hodnoty byly 

vyneseny do grafu 4 a vyhodnoceny. Plocha píku roste do hodnoty 300 µl DNS-Cl a následně 

při větším mnoţství derivatizačního činidla plocha píku mírně klesá. Z toho vyplývá, ţe 

nejvhodnější mnoţství je právě 300 µl DNS-Cl. Aby nedocházelo ke zkreslení výsledků 

vlivem pozadí či jiným způsobem, byla data při optimalizaci porovnávána se slepými pokusy. 

V ţádném z uvedených případů ke zkreslení nedocházelo.  

 

 

Graf 4: Vliv mnoţství DNS-Cl na plochu píku DMA-DNS 
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 Moţné zvýšení výtěţnosti derivatizace bylo testováno změnou reakční teploty. Vliv 

reakční teploty byl zkoumán pomocí plochy píku DMA-DNS. Deriváty byly připraveny 

stejným způsobem jako v předchozím případě. Reakční teploty byly zkoumány v rozmezí 40–

80°C. Reakční doba byla pozměněna na 30 minut, aby reakce proběhla i u niţších teplot. 

Výsledky jsou znázorněny na grafu 5, ze kterých byla vyhodnocena teplota 70°C jako 

nejvhodnější, protoţe u tepoty 80°C je nárůst plochy píku jiţ nepatrný. 

 

 

Graf 5: Vliv teploty na plochu píku DMA-DNS 

 

Jako další vliv na výtěţnost derivatizace byla testována reakční doba. Deriváty byly 

připraveny opět stejným způsobem jako v předchozích případech. Směs se nechala reagovat 

zvolenou dobu při 70°C. Reakční doba byla testována od 5 do 30 minut. Výsledky měření 

jsou shrnuty v grafu 6. Největší výtěţnost byla zaznamenána při reakční době 10 minut. 

Těmito testy bylo ověřeno, ţe nejvhodnější jsou původní reakční podmínky. 
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Graf 6: Vliv reakční doby na plochu píku DMA-DNS 

 

4.5.2 Kalibrace metody 

Po provedení optimalizace byla proměřena kalibrační závislost a zjištěný LOD. 

Deriváty byly připraveny smícháním 400 µl 0,5 mol/l uhličitanového pufru, 400 µl DMA o 

příslušné koncentraci a 300 µl 2 mmol/l DNS-Cl. Směs byla míchaná 20 sekund a poté 

umístěna na 10 minut do předem vyhřáté sušárny na 70°C. Derivatizace byla pro kaţdou 

koncentraci provedena 3krát a vzorek poté 3krát změřen při citlivosti detektoru high 4x. 

Naměřená data poté byla validována, kdy podmínkou úspěšné validace byla maximální 

odchylka nejniţší koncentrace do 20 % a ostatních do 15 %. 

Koncentrace pro kalibrační závislost byly zvoleny od 10
–4

 mol/l do 5·10
–7

 mol/l DMA. 

Lineární část byla vyhodnocena v koncentračním rozmezí 5·10
–5

 mol/l aţ 1·10
–6

 mol/l. 

Hodnoty byly vyneseny do grafu 7 a linearita zhodnocena pomoci koeficientu 

determinace R
2
, který měl hodnotu 0,9996.  
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Graf 7: Kalibrační závislost DMA-DNS 

  

Jelikoţ DMA-DNS nevykazoval vysokou fluorescencí, je moţné zvýšit citlivost 

detektoru na maximální hodnotu high 16x, a tím sníţit LOD. Při tomto nastavení byly 

proměřeny koncentrace 5·10
–7 

mol/l, 1·10
–7

 mol/l a 5·10
–8

 mol/l. Současně byly proměřeny i 

slepé pokusy, které slouţily k porovnání vlivu pozadí. Při porovnání naměřených hodnot byl 

limit detekce stanovený na 4,51 µg/l (tj. 1·10
–7 

mol/l DMA), protoţe při koncentraci DMA 

5·10
–8

 mol/l nebylo moţné s naprostou jistotou určit, zda se nejedná jiţ o vliv pozadí.  

 

4.6 Metoda pro 4–chlor–7–nitrobenz–2,1,3–oxadiazol 

Vzorovou metodou pro vytvoření postupu na stanovení aminů slouţila práce zabývající 

se stanovením léčiv saxagliptinu a vildagliptinu 
[69]

. Optimalizace podmínek probíhala stejně 

jako u metody DNS-Cl a modelový amin byl opět zvolen dimethylaminem. Emisní a excitační 

vlnové délky byly nastaveny dle původní metody na hodnotu 470 nm a 540 nm. Citlivost 

detektoru pro optimalizaci byla nastavena opět na hodnotu high 4x.  

 

4.6.1 Optimalizace metody 

Deriváty byly připraveny v 5 ml nádobkách smísením 400 µl DMA (u slepého pokusu 

400 µl redestilované vody), 400 µl 0,5 mol/l borátového pufru (pH 8,5) a 400 µl 10 mmol/l 

NBD-Cl (v acetonitrilu). Tato směs byla míchána 20 sekund a poté vloţena na 20 minut do 

y = 5,895E+04x + 4,310E+06
R² = 9,996E-01

0,00E+00

2,00E+07

4,00E+07

6,00E+07

8,00E+07

1,00E+08

1,20E+08

1,40E+08

1,60E+08

0 500 1 000 1 500 2 000 2 500

p
lo

ch
a 

p
ík

u

c [µg/l]

Kalibrační závislost DMA-DNS



59 

 

sušárny vytemperované na 70°C. Po proběhnutí reakce byla směs ochlazena na laboratorní 

teplotu a dávkována do kapalinového chromatrografu.  

K určení píku DMA-NBD bylo pouţito opět porovnání slepého pokusu (obrázek 15) a 

koncentrací DMA 1·10
–2

 mol/l a 1·10
–4

 mol/l (obrázek 16). Po identifikaci DMA-NBD byla 

proměřena excitační (příloha 3) a emisní (příloha 4) spektra. Nejvyšší intenzity byly 

zaznamenány v excitačním spektru při 477 nm a v emisním spektru při 544 nm. Tyto hodnoty 

byly nastaveny u všech dalších měření.  

Pro identifikaci píku DMA-NBD bylo sloţení mobilní fáze nastaveno izokraticky 

v poměru 60:40 (v/v) voda – acetonitril s celkovým průtokem 0,5 ml/min. Derivát byl při 

tomto sloţení eluován v 7,7 minutě. Jelikoţ v chromatogramu nebyly ţádné další píky a doba 

analýzy byla vyhovující, bylo toto sloţení mobilní fáze zvoleno za ideální.    

 

 

Obrázek 15: Chromatogram slepého pokusu NBD-Cl 

 

 

Obrázek 16: Chromatogram DMA-NBD (koncentrace DMA 1·10-4 mol/l) 
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 Stejně jako v předchozích dvou případech byl jako první testován význam mnoţství 

derivatizačního činidla na výtěţek derivatizace. Vliv byl hodnocen pomocí plochy píku 

DMA-NBD. Deriváty byly připraveny stejným způsobem jako v předchozím případě, pouze 

se měnilo mnoţství činidla. K derivatizaci byly pouţity objemy od 100 µl do 800 µl NBD-Cl 

a naměřené hodnoty byly znázorněny na grafu 8. Jako vhodné mnoţství bylo vyhodnoceno 

200 µl NBD-Cl, neboť při tomto objemu byla plocha píku největší. Vliv pozadí či jiného 

zkreslení výsledků bylo kontrolováno opět srovnáváním se slepými pokusy. Ani s rostoucími 

objemy NBD-Cl nedocházelo k ovlivnění pozadí.  

 

 

Graf 8: Vliv mnoţství NBD-Cl na plochu píku DMA-NBD 

  

Jelikoţ se v literatuře uvádí široké rozmezí teplot pro derivatizaci, byl zkoumán vliv 

teploty na výtěţek derivatizace. Deriváty byly připraveny stejným způsobem jako 

v předchozích případech. Doba reakce byla zachována na 20 minut. Změněna byla pouze 

reakční teplota, která byla testována v rozmezí 40 – 90°C a výsledky jsou znázorněny na 

grafu 9. Z naměřených hodnot vyplývá, ţe při reakční době 20 min je teplota 40°C 

nedostačující. Naopak u teplot 50 – 90°C se průměry ploch píků neliší více neţ o 2 %. 

Nejvyšší průměrná plocha píku DMA-NBD byla zaznamenána při 70°C. Z důvodu velmi 

blízkých výsledků bylo zvoleno jako výběrové kritérium rozptyl dat jednotlivých měření. 

Toto vyhodnocení bylo realizováno pomoci funkce MS Excel Analýza dat metoda Anova: 

Jeden faktor. Výsledkem testu (příloha 5) byl nejniţší rozptyl dat u teploty 80°C, která byla 

vybrána jako nejvhodnější.  
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Vliv reakční teploty měl výrazný vliv na zabarvení roztoků, neboť původní čiré 

roztoky se zbarvily do ţluto–oranţova aţ tmavě hněda. Zbarvení roztoku se rostoucí teplotou 

posouvalo k tmavším odstínům.  

 

 

Graf 9: Vliv teploty na plochu píku DMA-NBD 

 

 Poslední testovaný faktor, který by mohl mít výraznější vliv na výtěţek derivatizace, 

byl reakční čas. Deriváty byly připraveny stejným postupem popsaným výše, přičemţ reakční 

teplota byla 80°C a čas derivatizace byl optimalizován. Testováno bylo rozmezí mezi 10 aţ 

60 minutami a naměřené hodnoty byly znázorněny do grafu 10. Maximální hodnoty průměru 

ploch byly dosaţeny při 20 a 30 minutách. Vyšší reakční časy vykazovaly pokles ploch 

DMA-NBD. Z výsledků vyplývá, ţe při 80°C je dostačující doba reakce 20 min. Podobně 

jako v předchozím případě měla reakční doba vliv na zabarvení vzorku. Čiré roztoky 

vykazovaly tmavší zbarvení se vzrůstající dobou reakce.      
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Graf 10: Vliv reakčního času na plochu píku DMA-NBD 

 

4.6.2 Kalibrace metody 

Deriváty dimethylaminu byly připraveny smícháním 400 µl aminu, 400 µl 0,5 mol/l 

borátového pufru (pH 8,5) a 200 µl 10 mmol/l NBD-Cl. Směs byla míchána 20 sekund a poté 

vloţena na 20 minut do předem vyhřáté sušárny na 80°C. Citlivost detektoru byla zvolena 

high 4x. Naměřená data byla poté opět validována kritérií uvedených v předchozích 

metodách.   

Proměřeny byly koncentrace od 10
–4

 mol/l do 1·10
–7

 mol/l DMA. Po validaci dat, 

které nevyhovovali koncentrace 5·10
–7

 mol/l
 
a 1·10

–7 
mol/l, byla lineární část vyhodnocena 

v rozmezí 5·10
–5

 mol/l aţ 1·10
–6

 mol/l. Hodnoty byly vyneseny do grafu 11 a linearita 

zhodnocena pomoci koeficientu determinace R
2
, který měl hodnotu 0,9999. Nevýhodou 

metody byla nízká reprodukovatelnost pro koncentrace 5·10
–7

 mol/l DMA, coţ výrazně 

sníţilo moţnost kvantitativního stanovení. 

 Pro zjištění limitu detekce byla citlivost detektoru nastavena na hodnotu high 16x. Při 

tomto nastavení byly proměřeny koncentrace 5·10
–7

 mol/l, 1·10
–7

 mol/l a 5·10
–8

 mol/l, které 

byly porovnány se slepými pokusy. Po porovnání naměřených hodnot byl limit detekce 

stanovený na 4,51 µg/l (tj. 1·10
–7 

mol/l DMA), protoţe u koncentrace 5·10
–8

 mol/l DMA byla 

intenzita fluorescence na úrovní blanku.  
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Graf 11: Kalibrační závislost DMA-NBD 

 

4.7 Shrnutí metod 

Při hodnocení metod bylo nejvýznamněji pohlíţeno na dosaţený LOD metody, 

lineární rozsah a chromatografické podmínky. Ačkoliv činidlo FMOC poskytuje vysoce 

fluoreskující deriváty, nebyla tato metoda vyhodnocena jako nejvhodnější. Lineární rozsah 

byl v tomto případě přes dva koncentrační řády. Vlivem vysokého pozadí nebylo ale moţné 

nastavit maximální citlivost detektoru, coţ bylo jedním z důvodů pro dosaţení LOD 

pouze 22,5 µg/l. Nepříznivá je také délka analýzy, která z důvodu velkého mnoţství píků a 

vysoké fluorescence činidla vzrostla na 45 min. Naopak výhodou činidla je rychlý průběh 

derivatizace za laboratorních podmínek.      

 Dansyl chlorid neposkytuje oproti činidlu FMOC-Cl příliš vysoce fluoreskující 

deriváty, coţ umoţňuje nastavení detektoru na citlivější hodnoty. Nadbytek činidla je 

odstraňován teplotou, proto není třeba vyuţívat extrakci a nedochází ke ztrátě derivátu. 

Lineární rozsah metody je niţší neţ u metody FMOC, ale moţností vyšší citlivosti detektoru 

byl sníţen LOD na 4,51 µg/l. Výhodou je výrazně kratší analýza, menší spotřeba činidla, 

vyšší koeficient R
2
 a chromatogram obsahující malé mnoţství píků.  

 Poslední zkoumané činidlo NBD-Cl vykazovalo velmi podobné chování jako dansyl 

chlorid. Lineární rozsah metody a LOD jsou dokonce totoţné. Nevýhodou NBD-Cl oproti 

DNS-Cl je vyšší reakční teplota, delší reakční čas a horší reprodukovatelnost u niţších 

koncentrací. Celkové porovnání všech metod je znázorněno v tabulce 5. 
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Tabulka 5: Porovnání metod 

Činidlo FMOC-Cl DNS-Cl NBD-Cl 

Mnoţství a 

koncentrace činidla 
900 µl 15 mmol/l 300 µl 2 mmol/l 200 µl 10 mmol/l 

Doba derivatizace 2,7 min 10,3 min 20,3 min 

Teplota derivatizace 25°C 70°C 80°C 

Doba analýzy 45 min 10 min 11 min 

Lineární rozsah 1·10
–4

 – 1·10
–6

 mol/l 5·10
–5

 – 1·10
–6

 mol/l 5·10
–5

 – 1·10
–6

 mol/l 

LOD 22,5 µg/l 4,51 µg/l 4,51 µg/l 

 

4.8 Kvalitativní stanovení vybraných aminů 

Jelikoţ činidla DNS-Cl a NBD-Cl vykazovala podobné výsledky, byly pro následné 

kvalitativní stanovení vybraných aminů zvoleny obě činidla. Ke stanovení bylo vybráno 

14 aminů a jejich výčet je uveden příloze 6. Tyto aminy jsou vhodné jako senzibilizátory pro 

směs s nitromethanem a tvoří spolu výbušnou směs.  

S činidlem DNS-Cl byly deriváty připraveny smícháním 400 µl 0,5 mol/l 

uhličitanového pufru (pH 9), 400 µl příslušného aminu a 300 µl 2 mmol/l DNS-Cl. 

Derivatizační směs byla po 20 vteřinovém míchání vloţena na 10 min do sušárny vyhřáté 

na 70°C. Deriváty byly identifikovány porovnáním různých koncentrací aminů se slepým 

pokusem. Mobilní fáze byla sloţena z acetonitrilu a vody v poměru 50:50 (v/v) s průtokem 

0,5 ml/min. Eluční časy standardních vzorků a odchylky jednotlivých měření jsou shrnuty 

v příloze 6. Triethylamin a pyridin nevykazovaly ţádné změny oproti slepému pokusu, 

protoţe nejspíše s činidlem nereagovaly nebo tvořily nefluoreskující deriváty. Deriváty 

diethanolaminu, triethylaminu a ethylendiaminu eluovaly téměř ve stejný čas, proto byla 

mobilní fáze změněna na poměr 60:40 (v/v) acetonitril – voda. Touto změnou se podařilo 

oddělit ethylendiamin od diethanolaminu a triethylaminu, které se však rozseparovat 

nepodařilo. Jelikoţ nebylo moţné tyto dva aminy rozseparovat, nebyl triethanolamin přidán 

do směsi aminů, protoţe měl mnohem menší plochu píku neţ derivát diethanolaminu. Sloţení 

mobilní fáze pro separaci směsi aminů bylo 0 – 10 min 40% (v/v) B, 11 min 50% (v/v) B, 

40 min 50% (v/v) B. Chromatogram směsi aminů s koncentrací 1·10
-4

 mol/l je znázorněn na 

obrázku 17. V tabulce 6 jsou uvedeny limity detekce jednotlivých aminů ve směsi.    
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Obrázek 17: Chromatogram směsi aminů stanovené metodou DNS-Cl 

 

S činidlem NBD-Cl byly deriváty připraveny reakcí 400 µl aminu, 400 µl 0,5 mol/l 

borátového pufru (pH 8,5) a 200 µl 10 mmol/l NBD-Cl. Reakce probíhala 20 minut při 

teplotě 80°C. Při identifikaci derivátů byla mobilní fáze sloţena ze směsi acetonitril – voda 

v poměru 40:60 (v/v) s průtokem 0,5 ml/min. Jednotlivé eluční časy derivátu standardních 

roztoků byly uvedeny příloze 6. Jelikoţ při tomto sloţení mobilní fáze eluovalo několik 

aminů v podobný čas, bylo sloţení mobilní fáze změněno. Kvůli lepší separaci a zkrácení 

doby analýzy byla vyuţita gradientová eluce, která byla nastavena 0 – 40 min 30% (v/v) B, 

41 min 40% (v/v) B, 47 min 40% (v/v) B, 48 min 70% (v/v) B, 60 min 70% (v/v) B. 

Koncentrace aminů ve směsi byly stejné jako s činidlem DNS-Cl. Výsledný chromatogram 

s koncentrací aminů 1·10
-4

 mol/l je znázorněn na obrázku 18 a limity detekce v tabulce 6. 

 

 

Obrázek 18: Chromatogram směsi aminů stanovené metodou NBD-Cl 
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Tabulka 6: Limity detekce jednotlivých aminů ve směsi 

Amin DNS-Cl [µg/l] NBD-Cl [µg/l] 

Butylamin 73,14  0,73 

Cyklobutylamin 99,17 9,92 

Isobutylamin 0,73 0,73 

Isopropylamin 5,91 59,11 

Morfolin 87,12 87,12 

Propylamn 5,91 59,11 

Sec-butylamin 0,73 73,14 

Terc-butylamin 731,40 7314,00 

Ethylendiamin 601,00 60,10 

Diethanolamin 1051,40 105,14 

Diethylamin 73,14 731,40 

 

4.9 Extrakce  

 Jelikoţ reálné vzorky budou stírány tamponky ze skelné tkaniny, bylo třeba připravit 

techniku pro extrakci látek. Pokud je na tamponek aplikován vodný roztok, nedochází 

k vsáknutí vzorku, ale k tvorbě kapky. Z tohoto důvodu byly připraveny roztoky DMA 

v acetonitrilu, který byl vyuţit opět jako modelový amin. Testována byla extrakce do 

acetonitrilu, methanolu a vody. Výběr nejvhodnějšího extrakčního činidla byl proveden 

porovnáním slepého pokusu, extrakce DMA z tamponku a maximálního výtěţku DMA. Slepý 

pokus byl připraven nanesením 100 µl acetonitrilu na tamponek, který byl vloţen do 

Eppendorfovy nádobky a následovalo přidání 1,5 ml extrakčního činidla. Extrakce DMA 

z tamponku byla provedena totoţně, pouze byl na tamponek nanesen roztok DMA 

o koncentraci 1·10
-3

 mol/l. Maximální výtěţnost dimethylaminu byla zjištěna přidáním 100 µl 

1·10
-3

 mol/l DMA do Eppendorfovy nádobky doplněnou 1,5 ml extrakčního činidla. Doba 

extrakce byla pokaţdé 30 minut. Z Eppendorfových nádobek bylo vţdy odebráno alikvotní 

mnoţství 400 µl a provedena derivatizace dle vypracovaných metod.  

U metody DNS-Cl došlo při derivatizaci extrahovaného DMA metanolem a 

acetonitrilem k vyloučení bílých vloček, které byly odděleny pomoci centrifugy. Při analýze 

derivátů methanolického extraktu vykazovaly píky DMA deformaci. Tato koeluce byla 

prověřena i u jiných aminů, u kterých se vyskytovala také. Deformace u derivátu 

dimethylaminu (DMA-DNS) a propylaminu (PROP-DNS) jsou znázorněny v příloze 7. To 

znemoţnilo identifikaci aminů, proto byl methanol jako extrakční činidlo pro metodu DNS-Cl 



67 

 

zamítnuto. Při pouţití acetonitrilu jako extrakčního činidla byla výtěţnost příliš malá, coţ 

mohlo být způsobeno vznikem vloček. Jako nejlepší extrakční činidlo byla vyhodnocena 

voda, neboť nedošlo k vzniku vloček a byla zaznamenána největší výtěţnost. Porovnání 

chromatogramů slepého pokusu (černý), extrahovaného DMA (růţový) a maximálního 

výtěţku DMA (modrý) pro metodu DNS-Cl s vodou jako extrakčním činidlem bylo 

znázorněno na obrázku 19. Výsledky extrakce jsou znázorněny v tabulce 7, ačkoliv hodnoty 

pro methanol nebyly uváděny, kvůli zkreslení vlivem deformace píku. 

 

 

Obrázek 19: Porovnání chromatogramů metody DNS-Cl pro DMA s vodou jako extrakčním činidlem (slepý pokus - černa, 

extrahované DMA – růţová, maximální výtěţek DMA – modrá) 

 

Tabulka 7: Výtěţnosti extrakcí u metody DNS-Cl pro dimethylamin 

Extrakční činidlo Voda Acetonitril 

Výtěţnost [%] 

55,07  0,37 

53,37 0,48 

54,91 0,49 

51,15 0,59 

50,60 0,53 

50,71 0,46 

Průměr [%] 52,64 ± 2,08 0,49 ± 0,07 

 

 U metody NBD-Cl nebyly výše popsané ani ţádné jiné komplikace pozorovány a 

derivatizace proběhla u všech extraktů. Naměřená data a vypočtené výtěţnosti jsou uvedeny 

v tabulce 8. Z výsledků byla vybrána opět voda jako nejvhodnější extrakční činidlo s nejvyšší 

výtěţností. Opět byly porovnány chromatogramy slepého pokusu (černý), extrahovaného 

DMA (růţový) a maximálního výtěţku DMA (modrý) pro metodu NBD-Cl s vodou jako 
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extrakčním činidlem bylo znázorněno na obrázku 20. Výtěţnosti u obou metod s vodou jako 

extrakčním činidlem byly pro DMA velmi podobné a pohybovaly se průměrně okolo 52 %.  

 

Tabulka 8: Výtěţnost extrakcí u metody NBD-Cl pro dimethylamin 

Extrakční činidlo Voda Acetonitril Methanol 

Výtěţnost [%] 

49,07 40,08 50,59 

48,47 36,16 48,60 

50,63 34,45 49,76 

55,32 33,15 45,43 

52,10 37,58 45,64 

55,99 37,43 46,27 

Průměr [%] 51,93 ± 3,16 36,48 ± 2,47 47,72 ± 2,23 

 

 

 

Obrázek 20: Porovnání chromatogramů metody NBD-Cl Cl pro DMA s vodou jako extrakčním činidlem (slepý pokus - 

černa, extrahované DMA – růţová, maximální výtěţek DMA – modrá) 

 

Jednotlivé výtěţnosti byly vypočteny dle vzorce 2. Kvůli vlivu pozadí byly do výpočtu 

zahrnuty i hodnoty ze slepého pokusu. V čitateli byl rozdíl plochy píku extrahovaného DMA 

z tamponku a průměr ploch píku blanku. Ve jmenovateli byl rozdíl průměru ploch píku 

maximální výtěţnosti DMA a průměru ploch píku slepého pokusu. Výsledek byl poté uveden 

v procentech.  

 

𝑉Ý𝑇ĚŽ𝑁𝑂𝑆𝑇 =
𝐴𝑎𝑚𝑖𝑛𝑢  − ∅𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑢

∅𝐴max .𝑣ý𝑡ěž𝑘𝑢  − ∅𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑢
  (2)   
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 Extrakce byly provedeny u všech identifikovaných aminů a výtěţnosti extrakcí jsou 

uvedeny v tabulce 9. Jelikoţ výtěţky extrakce byly nízké, byla testována extrakce s pomocí 

ultrazvuku. Vzorky byly extrahovány opět 30 minut rozpouštědlem a poté byly vloţeny na 

10 minut do ultrazvuku. Tímto krokem byla zvýšena účinnost extrakce téměř u všech aminů, 

proto bude tato metoda vyuţita při extrakci reálných vzorků. Pro reprodukovatelnost byla 

kaţdá extrakce provedena třikrát. 

 

Tabulka 9: Výtěţky extrakcí do vody jednotlivých aminů 

Amin 
Extrakce rozpouštědlem Extrakce ultrazvukem 

DNS-Cl [%] NBD-Cl [%] DNS-Cl [%] NBD-Cl [%] 

Butylamin 75,71 ± 0,28 67,23 ± 0,31 97,77 ± 0,52 91,92 ± 1,62 

Cyklobutylamin 98,71 ± 0,79 97,12 ± 1,45 97,95 ± 0,35 94,45 ± 0,27 

Isobutylamin 63,66 ± 0,25 68,36 ± 1,11 75,69 ± 0,47 92,82 ± 0,69 

Isopropylamin 59,78 ± 0,03 43,23 ± 0,01 76,08 ± 0,22 62,14 ± 0,01 

Morfolin 99,40 ± 1,38 97,08 ± 0,15 98,26 ± 0,38 98,35 ± 1,75 

Propylamn 67,37 ± 0,34 63,76 ± 0,05 78,71 ± 0,12 68,88 ± 0,11 

Sec-butylamin 68,53 ± 0,11 66,48 ± 0,18 80,47 ± 0,13 98,21 ± 0,28 

Terc-butylamin 54,54 ± 0,02 63,01 ± 0,03 80,73 ± 0,03 89,45 ± 0,01 

Ethylendiamin 71,90 ± 0,77 82,95 ± 0,01 85,92 ± 0,43 82,07 ± 0,05 

Diethanolamin 79,50 ± 0,49 98,11 ± 0,17 88,71 ± 0,35 98,45 ± 0,16 

Triethanolamin 98,23 ± 0,07 95,21 ± 0,01 99,18 ± 0,05 92,20 ± 0,02 

Diethylamin 61,12 ± 0,16 69,94 ± 0,02 61,61 ± 0,14 92,43 ± 0,05 

 

4.10 Reálné vzorky 

 Reálné vzorky byly získány stěry nerezových plechů (33 × 33 cm), které byly 

umístěny pod detonační směsí. Ukázka odpališť je uvedena na obrázku 21. Výbušniny byly 

připraveny v den odpalu a směs byla sloţena z nitromethanu a aminu v poměru 95:5 (m/m). 

Ukázka nerezového plechu po detonaci je na obrázku 22. Stěrovými tamponky byla setřena 

celá plocha plechu a tamponek byl uloţen do nádobky uzavřené víčkem se septem. 

V laboratoři byly podrobeny výše popsané extrakci a extrakt byl zderivatizován. 

K identifikaci byla zvolena metoda s niţším LOD (viz tabulka 6), jestliţe byly LOD stejné, 

byla zvolena metoda DNS-Cl kvůli rychlejší přípravě derivátů i samotné analýze. 

Chromatogramy aminů byly porovnány se slepými pokusy, které byly odebírány vţdy na 

začátku a konci odstřelů, kvůli případné kontaminaci. Pouţité metody a výsledky identifikace 
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jsou shrnuty v tabulce 10. Ve vzorcích nebyly identifikovány pouze dva aminy (morfolin, 

terc-butylamin), protoţe během výbuchu pravděpodobně došlo k jejich úplnému spálení. 

Kvůli reprodukovatelnosti byly z kaţdého extraktu provedeny vţdy dvě derivatizace a kaţdý 

derivát třikrát změřen. Při porovnání výsledků naměřených dat ze stejných extraktů byl závěr 

o identifikaci vţdy shodný.  

 

Tabulka 10: Identifikace aminů po detonaci 

Amin Metoda Vzorek 1 Vzorek 2 

Isobutylamin DNS-Cl identifikován identifikován 

Isopropylamin DNS-Cl identifikován identifikován 

Morfolin DNS-Cl neidentifikován neidentifikován 

Propylamn DNS-Cl identifikován identifikován 

Sec-butylamin DNS-Cl identifikován identifikován 

Terc-butylamin DNS-Cl neidentifikován neidentifikován 

Triethanolamin DNS-Cl identifikován identifikován 

Diethylamin DNS-Cl identifikován identifikován 

Butylamin NBD-Cl identifikován identifikován 

Cyklobutylamin NBD-Cl identifikován identifikován 

Ethylendiamin NBD-Cl identifikován identifikován 

Diethanolamin NBD-Cl identifikován identifikován 

 

 

 

 

Obrázek 21: Odpaliště 
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Obrázek 22: Nerezový plech po detonaci 
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5 ZÁVĚR 

 Cílem této diplomové práce bylo vypracování analytické metody pro identifikaci 

vybraných aminů, které mohou být pouţity jako senzibilizátory výbušnin. Nejprve byla 

provedena literární rešerše pro stanovení aminolátek kapalinovou chromatografií 

s fluorescenčním detektorem. Při této detekci bylo nutné provézt derivatizaci, přičemţ 

zvýšená pozornost byla věnována činidlům vhodným pro primární i sekundární aminy.  

 Po provedení literární rešerše byla jako vodná derivatizační činidla vybrána dansyl 

chlorid, 9–(fluorenyl)ethylchloromravenčan a 4–chlor–7–nitrobenz–2,1,3–oxadiazol. U všech 

činidel byly optimalizovány derivatizační a chromatografické podmínky na dimethylaminu. 

Shrnutí a porovnání vypracovaných metod bylo uvedeno v předchozí kapitole. Jelikoţ 

hlavním cílem diplomové práce byla detekce aminů po detonaci, byla vybrána činidla 

s nejniţším limitem detekce a nejniţším pozadím. Těmto kritériím nejlépe vyhovovala činidla 

DNS-Cl a NBD-Cl, která byla pouţita pro stanovení vybraných aminů.  

 Ke kvalitativnímu stanovení čtrnácti vybraných aminů byly pouţity vypracované 

metody. Činidly však nebylo moţné stanovit všechny zvolené aminy, přičemţ nebyl 

identifikován pyridin a triethylamin. Pro detekované aminy, s výjimkou triethanolaminu, byla 

vypracována metoda pro separaci aminů ve směsi a určeny byly také limity detekce 

jednotlivých aminů ve směsi.  

 Zhodnocení vypracovaných metod bylo provedeno na reálných vzorcích. Jelikoţ 

reálné vzorky byly pořízeny stěry kovových plechů tamponky, bylo nutné vypracovat také 

extrakční metodu. Jako nejvhodnější extrakční činidlo byla vyhodnocena voda. Extrakce byla 

provedena u všech detekovaných aminů a zhodnocena vzhledem k výtěţnosti extrakce. Kvůli 

nízké výtěţnosti extrakcí kapalinou byla metoda nahrazena extrakcí pomocí ultrazvuku. 

Vypracované metody byly aplikované na reálné vzorky, přičemţ bylo detekováno deset 

aminů z původních dvanácti. Z výsledků vyplývá, ţe tyto metody jsou vhodné pro identifikaci 

vybraných aminů v nízkých koncentracích.  
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7 PŘÍLOHY 

 

Příloha 1: Excitační spektrum pro DMA-DNS 

 

 

Příloha 2: Emisní spektrum DMA-DNS 
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Příloha 3: Excitační spektrum DMA-NBD 

 

 

Příloha 4: Emisní spektrum DMA-NBD 

  



86 

 

Příloha 5: Výsledky statistického testu 

Anova: jeden faktor 
Výběr Počet Součet Průměr Rozptyl 
40°C 8 655894716 81986840 1,75E+14 
50°C 9 810031776 90003531 6,29E+12 
60°C 9 816972750 90774750 3,74E+11 
70°C 9 822205606 91356178 1,79E+11 
80°C 9 822475521 91386169 7,07E+10 

90°C 9 821594261 91288251 1,67E+12 
 

Příloha 6: Eluční časy derivátů s DNS-Cl a NBD-Cl 

 
DNS - Cl NBD-Cl 

Amin t [min] Odchylka t [min] Odchylka 

Butylamin 20,03 0,02 56,40 0,15 

Cyklobutylamin 27,21 0,09 102,57 0,61 

Isobutylamin 19,40 0,04 48,96 0,02 

Isopropylamin 13,00 0,03 21,92 0,05 

Morfolin 11,51 0,04 14,71 0,03 

Propylamn 13,96 0,01 21,92 0,05 

Sec-butylamin 18,15 0,01 40,84 0,04 

Terc-butylamin 17,52 0,01 42,63 0,02 

Pyridin NA – NA – 

Ethylendiamin 4,24 0,01 4,52 0,02 

Diethanolamin 4,64 0,01 4,69 0,01 

Triethanolamin 4,63 0,01 4,69 0,01 

Triethylamin NA – NA – 

Diethylamin 22,59 0,05 37,71 0,18 

 

 

Příloha 7: Deformace píku při extrakci metanolem 

 


