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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim aminli vysokouUc¢innou kapalinovou
chromatografii s fluorescencni detekci. Teoretickd ¢ast se zabyva popisem amind, kapalinové
chromatografie, derivatizace a ptiklady stanoveni amint.. Experimentalni ¢ast popisuje vybér

vhodnych derivatizacnich ¢inidel pro stanoveni vybranych amini.
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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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UvVOD

Aminoslouceniny jsou rozmanitou skupinou latek, které se hojné vyskytuji
Vv biologickych materidlech a jsou také dulezité pro primysl. Ve vyssich koncentracich jsou
vSak pro zdravi Clov€éka nebezpecné, proto je nezbytné monitorovat jejich mnozstvi.
Aminoslouc¢eniny mohou byt také soucasti vybusnin, proto je dulezita jejich analyza po
vybuchu pro popis pouzité vybusniny.

Pro citlivé a selektivni stanoveni amini byla zvolena kapalinovd chromatografie
s fluorescen¢nim detektorem. Jelikoz vétSina aminii nevykazuje fluorescencni zaieni, bylo
nutné nalézt vhodné derivatiza¢ni ¢inidlo. Po vybéru ¢inidel byla provedena optimalizace
metod. Vybranymi metodami byly stanoveny aminy, které mohou byt pouzité jako
senzibilizatory vybusnin. Protoze jsou stopy po vybuchu nejcastéji zajistovany pomoci stéru,
bylo nutné vyvinout vyhovujici extrakéni metodu. Dulezitd byla volba extrakéniho €inidla a

druh extrakce. K zhodnoceni vyvinuté metody slouzilo pouziti na realné vzorky.
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1 Aminy

Aminy jsou dusikaté organické latky odvozené od amoniaku, které se vyskytuji nejen
Vv piirod¢, ale jsou i hojné vyrabény synteticky. V pfirod¢ jsou aminy soucasti rostlin
(alkaloidy, nikotin, kokain, apod.) i Zivych organismi (aminokyseliny, katecholaminy,
neurotransmitery, aj). Z biologickych materiali jsou aminy uvolfiovany zpét do piirody
rozkladnymi procesy. Aminy jsou pro existenci rostlin a zivoc¢ichti nezbytné, ale u vysokych
koncentracich jsou naopak pro organismy Skodlivé. Primyslové vyuziti amin je velmi
vyznamné, proto bude tomuto tématu vénovana samostatna kapitola [1.23]

Jelikoz jsou aminy velmi rozmanitou skupinou latek, 1ze v publikacich nalézt d€leni
podle riznych vlastnosti. Z diivodu velkého mnozstvi moznosti bude v této praci uveden
pouze vycet nejvyznamnéjsiho déleni. Asi nejznaméjsi rozdeleni je podle vazané organické
¢asti na alifatické a aromatické aminy. Alifatické aminy obsahuji na dusiku pouze uhlikaty
fetézec, zatimco aromatické maji vazanou jednu nebo vice aromatickych jader. Zvlastni
skupinou jsou heterocyklické aminy, které maji jeden ¢i vice atomt dusiku uzavieny v kruhu.
Tento kruh mize byt nasyceny nebo nenasyceny, pfi¢emz konjugaci dvojnych vazeb a
volnych elektronovych parti vznikd aromaticky cyklus. Alifatické aminy l1ze dale délit podle
délky alkylové fetézce na niz$i alifatické aminy a aminy s dlouhym fetézcem, obecné
oznacované jako mastné aminy. Niz§i aminy obsahuji maximaln¢ Sest uhlikl v fetézci, oproti
mastnym amintim disponujici vice nez osmi uhliky. Asi nejvyznamnéjsi déleni je podle poctu
nahrazenych vodikli na primarni, sekundarni a tercidrni aminy, jejichz obecné struktury jsou
znazornéné na obrazku 1. Dalsi zpisob rozdéleni je podle mnoZstvi primarnich aminovych
skupin na monoaminy (jedna aminova skupina), diaminy (dvé aminové skupiny) a polyaminy

(tfi a vice aminovych skupin) 234

H R R R
\ \
N—H N—H /N—H N—R
H H R R
AMONIAK PRIMARNI SEKUNDARNI TERCIARNI
AMIN AMIN AMIN

Obrézek 1: Obecné struktury amini 21
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Aminy jsou latky bazického charakteru s typickym amoniakdlnim zapachem, ktery se
S vzristajici molarni hmotnosti vytraci. Molarni hmotnost ma také vyrazny vliv na skupenstvi.
Nizkomolekuldrni aminy jsou plynné, zatimco aminy s vySi molekulovou hmotnosti jsou
kapalné ¢i tuhé. Hustota amintl se 1i$i v zavislosti na struktufe. Alifatické aminy disponuji
niz§i hustotou nez voda, oproti aromatickym nabyvajicim mirng vyssich hodnot nez 1 g-em™>.
Polarni charakter umoznuje rozpustnost amintt ve vod¢, alkoholu, etheru ¢i jinych
organickych polarnich rozpoustédlech. Z bezpecnostniho hlediska jsou tyto latky fazeny do
hoflavin vyznacujici se nizkym bodem vzplanuti a ve smési se vzduchem tvoii vybuSnou

smés, [#56],

1.1 Vyuziti

Aminy jsou Vv dnesni dobé vyuzivany ve velkém métitku a v primyslu jsou témeéf
nepostradatelné. V kazdém oboru vSak mohou byt vyZzadovany aminy s jinymi vlastnostmi.
Vyuziti amint v jednotlivych odvétvich je zndzornéno na obrazku 2, kdy nejvétsi spotieba je
V chemickém pramyslu a pfi vyrobé polymert a pryze. Velky vyznam také nachazeji

Vv agrochemii, farmacii nebo pii vyrobé barev a pigmentt [,

VyuZzit amint v primyslu

Biotechnologie
2%

Cistyrny vod

1% \ Ostatni
19%

Textilni pramys| __
7%

Potravinarstvi
1%

Stavebnictvi
1%

Kosmeticky pramysl
Papirnictvi 2%

Petrachemie
2%

1%

Obrézek 2: Vyuziti amind v pramyslu !

Alifatické a cyklické aminy jsou Siroce pouzivany v agrochemie, zejména pti vyrobe

pesticidt, fungicidd a insekticidd. V tomto odvétvi nachazeji vyuziti téméf vSechny nizsi
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aminy. Avsak nejvyznamnéjsi chemikalii pro tento obor je ethylamin, ktery reakci s kyselinou
kyanurovou tvoti zdklad pro vyrobu triazinovych herbicida a pesticidii M Znacné uplatnéni
nachazi tyto dusikaté latky i pfi farmaceutické vyrobé. Dilezité jsou napiiklad triethylamin
pro vyrobu cefalosporinl, piperidin pro antibiotika, piperazin pro anthelmintika apod.
Diethylamin, ethylamin a morfolin jsou zase jedny z nejcastéjSich intermediatii. Aminy jsou
vSak nezbytné i pfi syntéze dalSich skupin 1é¢iv jako jsou neoplastika, chemoterapeutika,
psychofarmaka, antivirotika, anestetika, aj %!,

Nedilnou soucasti jsou také aminy pii vyrobé polymeri a pryskyfic. Polymerace se
ucastni aminy se dvéma a vice aminovymi skupinami, jako je napfiklad piperazin,
ethylendiamin, diethylentriamin aj. Latky s jednou aminovou skupinou se pouzivaji jako
vytvrzovadla epoxidovych pryskyfic. Casto jsou alifatické aminy vyuzivany rovnéz jako
urychlovace vulkanizace, emulgétory, detergenty, syntetickd vldkna, flotacni c¢inidla ¢i
soucast protikorozivnich natért [L5.7.9]

Vzhledem ke svym vlastnostem jsou aminy vhodné i pro pouziti jako vybus$niny,
senzibilizatory nebo jako jejich piimési pro zvySeni brizance (101 3i7 v minulém stoleti byla
patentovana smeés nitromethanu s anilinem, difenylethylendiaminem, diethylaminem,
tetraethylenpentaminem nebo morfolinem. Jiz dv€ objemova procenta aminu zptisobi vyrazny
nartist explozivni sily 2. Novejsi patenty uvadgji vyuziti vyssich (C > 8) tercidlnich amind
spolu s gela¢nim ¢inidlem a anorganickou oxidac¢ni soli jako vybu$niny. Jako vhodné aminy
byly naptiklad pouzity oktyldimethylamin, decyldimethylamin nebo octadecylamine [LL12]
Vybusnou smés lze vyrobit také smichanim polyamint spolu s @ f—nenasycenymi
karbonylovymi slouceninami. Vyslednou smés je tfeba zahustit a pied aplikaci smichat
s palivem ™. Jako vybusniny se vyuzivaji cyklické aminy jako napfiklad 1,3,5-trinitro—
1,3,5-triazin (hexogen) nebo 1,3,5,7-tetranitro—1,3,5,7—tetrazokanen (oktogen). Pravé
oktogen je v dnesni dobé povazovan za jednu z nejvykonnéjSich a cenové dostupnou

trhavinu 1,

1.2 Toxikologické ucinky

Aminy jsou nepiijemné zapachajici latky drazdici kuzi, o€i a sliznice. Do organismu
aminy vstupuji pfes pokozku, dychacim ¢i trdvicim ustrojim. Akutni otrava se projevuje
nevolnosti, bolesti hlavy, slabosti ¢i cyandzou (zmodrani rtii, nosu). Vyjimecné nékteré aminy

mohou zptsobit i alergickou reakci & astmatické zachvaty kasle M1 Pfi dlouhodobé
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expozici mohou propuknout chronickd onemocnéni, protoze aminy jsou povazovany za latky
s mutagennimi, karcinogennimi a teratogennimi uCinky. NejCastéji jsou témito latkami
poskozeny dychaci cesty, jatra a ledviny [14.16.17]

V organismu nedochazi k akumulaci téchto latek a jsou rychle =z organismu
eliminovany. Aminy mohou z organismu odchazet v nezménéném stavu nebo mohou byt
odbouravany metabolickymi cestami. Metabolické odbouravani miize pfedstavovat nejvetsi
problém, nebot’ aminy jsou prekurzory pro vznik karcinogennich nitrosamint. Pti porovnani

toxikologickych rizik jsou vyznamnéjsi aromatické aminy [14.18],

18



2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) je separacni technika vhodnd pro netékavé nepolarni
az iontové organické latky. K rozdéleni smeési latek dochdzi v zavislosti rozdilné afinity mezi

mobilni (pohyblivou) a staciondrni (nepohyblivou) fazi [19]

. Kapalinova chromatografie je
velmi rozsifend technika, ktera nachazi pouziti v mnoha oborech jako je analyza potravin,
1é¢iv, drog, klinickych materiald, zivotniho prostiedi aj. Kapalinovou chromatografii 1ze délit
podle mnoha kritérii. Asi nejzndméjsi déleni je podle principu distribuce mezi fazemi na
adsorp¢ni, rozdélovaci, iontové—vymeénnou, afinitni, ion parovou, gelovou permeacni a
iontové vymeénna. Podle typu pouzité stacionarni a mobilni faze 1ze adsorpcni chromatografii
dale délit na systém s normalnimi a obracenymi fdzemi (RP-LC). U systému s normalnimi
fazemi je stacionarni faze poldrnéjs$i nez mobilni faze. U systému S obracenymi fazemi je
tomu piesn€ naopak a tato metoda v dneSni dobé ptevlada. Pravé LC s obracenymi fazemi se

bude tato diplomova prace zabyvat [20]

2.1 Instrumentace

Kapalinova chromatografie se sklada znékolika casti, kdy kazda c¢ast ma
nepostradatelnou funkci. Zakladni schéma LC je zobrazeno na obrazku 3. Do pfistroje mohou
byt vSak zatazeny dalSi ¢asti jako derivatizacni reaktory, prekoncentra¢ni kolony, poptipadé

vice detektort 2. Jednotlivé casti a jejich vliv na separaci €1 detekci budou popsany nize.

Mobilni
faze
Vzorek
:
| ~y4 ‘
' ? 7, 71T 7 ' s E”!éh'
Cepado  D3vkovad = " Detekt Pocitat
erpadlo venti Kolona tor oéitac

Obrazek 3: Schéma kapalinového chromatografu (221,
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2.1.1 Mobilni faze

SloZeni mobilni faze ma vyrazny vliv na elucni charakteristiky jako uc¢innost kolony,
rozliSeni, retenéni pomér, dobu analyzy a citlivost. Vhodné slozeni mobilni faze je
optimalizovéano pii vyvoji metody, aby byla dosazena separace a nedochazelo k rozmyvani
piki (23] U kapalinové chromatografie s obrdcenymi fazemi byva mobilni fize tvofena smési
vody a organickych rozpoustédel. Jako organickd faze se u RP-LC nejcastéji pouziva
acetonitril, methanol nebo tetrahydrofuran . Délka zadrzeni analyzované latky je mozné
ovlivnit pH mobilni faze, jelikoZ retence je zavisla na hydrofobnich vlastnostech analyzované
latky. U ionizované formy hydrofobicita klesa a s tim i retence latky. Z tohoto diivodu jsou do
mobilni faze pfiddvany tlumivé roztoky. Vycet nejbéznéjsich pufri a rozmezi jejich pouziti
jsou shrnuty v tabulce 1. Pii volbé mobilni faze se také musi brat v uvahu kompatibilita
s detektorem, cenova dostupnost, bod varu, toxikologické, bezpecnostni a korozivni

vlastnosti 41,

Tabulka 1: Pufry pro RP—LC 24

Pufr pKa Optimalni pH
Fosfatovy pufr 2,1 1,1-31
7,2 6,2 8,2
12,3 11,3-13,3
Kys. mravenci 3,8 2,8-4,8
Kys. octova 4.8 3,8-58
Citratovy pufr 3,1 21-41
4,7 3,7-57
54 44-64
Triethylamin 11,0 10,0-12,0
Pyrolidin 11,3 10,3-12,3

2.1.2 Cerpadlo

Cerpadlo zajistuje stabilni pritok mobilni fize, pii¢emz pracuje za vysokych tlaki
vétSinou v rozmezi 5 — 60 MPa. PouZité tlaky se mohou liSit vykonem cerpadla a vlastnostmi
kolony. Pro analytické tcely byva pratok mobilni faze volen v rozmezi 0,1 — 10 ml/min.
Podle slozeni dévkované mobilni faze se eluce déli na isokratickou a gradientovou.
Pro jednodussi analyzy je vhodna isokratickd eluce, pifi které je sloZzeni mobilni faze

konstantni. Oproti tomu pii gradientové eluci se sloZeni s casem méni. Tato metoda je vhodna

20



vvvvvv

zrychleni analyzy, zlepSeni citlivosti a moznost ovlivnéni tvaru pika [20,25]

2.1.3 Davkovaci ventil

Dévkovaci ventil slouzi k zavedeni ptfesné¢ definovaného mnozstvi vzorku do
chromatografu. Vzorek se davkuje pomoci stfikacky do smycky o znamém objemu, odkud je
mobilni fazi unaSen na kolonu. Davkovaci ventily jsou dodavany s vnéj$i nebo wvnitini
smyckou o rizném objemu. Je vSak dalezité¢ davkovat vzorek do smycky bez bublinek. Kviili
zrychleni produktivity a minimalizovani chyb operatora byly zavedeny automatické

davkovage tzv. autosamplery 21,

2.1.4 Kolona

Kolona je vysoce odolna trubice, nejCastéji z nerezové oceli, kterd musi odoldvat
vysokym tlakiim. Dilezity je vhodny sorbent, nebot pravé zde dochazi k rozdé€leni
analyzované latky. Kolon existuje celd fada a daji se de€lit podle riznych kritérii do mnoha

skupin. Nejbéznéjsi je déleni podle naplné kolony na monolitické a napliiové kolony [25]

2.1.4.1 Monolitické kolony

Monolitické kolony jsou vyplnény celistvym poréznim materidlem a pravé podle
velikosti porti jsou charakterizovany. V dne$ni dobé byla vytvotena jiZ cela fada téchto kolon,
kdy sorbent v kolon¢ je nej€astéji na bazi organickych polymert (akrylamidy, metakrylaty,
styreny aj.) nebo silikagelu. Velkou vyhodou téchto kolon je snadna pfiprava a moznost
modifikovani monolitu. Monolitické kolony jsou pfipravovany radikalovou reakci, ktera je
iniciovana zvysenou teplotou nebo UV zafenim. Monolitické kolony s makropory umoziuji
rychlé analyzy z divodu vyssiho pratoku mobilni faze bez ztraty ucinnosti a piekroceni
tlakového limitu. Z divodu nizkého zpétného tlaku a vysoké rozliSovaci sily jsou tyto kolony
pouzivany pro separaci a CiSténi vétSich molekul jako jsou proteiny, polynukleotidy,
segmenty DNA a dokonce 1 zZivych mikroorganismi. V porovnani s klasickymi kolonami maji
monolitické vyhodu v moznosti volby vnitini struktury, hydrodynamickych vlastnostech a

absenci frit. Zna¢nou nevyhodou je moznost bobtnani monolitu vlivem organickych
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rozpoustédel a rozpustnost anorganickych monolith v alkalickém prostfedi, coz ovliviiuje

porozitu a u¢innost [26.271,

2.1.4.2 Napliiové kolony

Naplnové kolony jsou trubice o délce 100 — 300 mm plnéné Casticemi o velikosti 3—
10 um. Prave tyto dva parametry maji velky vliv na €innost separace (28] Uginnost s klesajici
velikosti ¢astic stoupa, ale pokud by byly pouzity ¢astice mensi nez 1,5 um, dochazi vlivem
tieni k uvolnéni tepla, které ucinnost snizuje. Zavislost délky kolony je zfejmy z rovnice 1,
coz je vztah pro pocet teoretickych pater. Pocet teoretickych pater je dan podilem délky
kolony a vyskovym ekvivalentem teoretického patra. Cim je podet teoretickych pater vétsi,
tim je 1 lep$i ucinnost kolony. Nevyhodou je ale rlst spotieby mobilni faze a délky analyzy
s délkou kolony. Pfi porovnavani jednotlivych kolon je nutné, brat v uvahu podminky
[28,29]

meéfeni

1)

=
Il
T =

U kapalinové chromatografie s obracenymi fazemi se vyuzivaji nepolarni stacionarni
faze. Tim mohou byt nepoldrni sorbenty jako uhlik nebo organické polymery. Mnohem
béznéjsi je nicméné pouziti modifikovaného nosice. Nosice se 1isi v teplotnich stabilitach a
hydrolytickych vlastnostech. Podle téchto kritérii jsou pro analyzu vybirany kolony
z vhodného materiadlu. Nejrozsifené€jSim nosiCem je silikagel, poté nasleduje oxid hlinity,
zirkonicity ¢i titani¢ity. Na nosic je nasledné chemicky navdzéana nepolarni ¢ast, ktera se voli
podle stanovované latky. VyuZivaji se latky s dlouhym alkylovym fetézcem, jako je
oktadecylsilikagel (oznaCovan jako C18 nebo ODS), C8, C4, alkylfenyl aj [s01,

2.1.5 Detektory

Funkci detektoru je zaznamenat latky, které byly na koloné rozseparovany. Stejné€ jako
pfedchozi casti, tak 1 detektory lze délit do né€kolika skupin. B&Zné je d€leni na selektivni a
univerzalni. Selektivni detektory zaznamendavaji koncentraci v zavislosti na specifické
vlastnosti analytu, na rozdil od univerzalnich, kdy je odezva umérna celkové vlastnosti eluatu.
Univerzélnich detektorti je méné a jsou 1 méné vyuzivany kvili nizs8i citlivosti. Selektivni

detektory se vyznacuji vyssi citlivosti, ale také vysSi pofizovaci cenou. Vlastnosti a omezeni
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detektorti byly shrnuty v tabulce 2. Kromé& zminénych detektora nastal v posledni dobé
rozmach parovych technik jako LC-MS, LC-NMR, LC-IR aj. Zejména LC-MS je
velmi oblibend a je soucasti témét kazdé laboratofe. Tyto parové techniky jsou vsak
nad ramec této diplomové prace. Detektory méfi rizné veliCiny, a proto se lisi pouZitim.
V nékterych ptipadech lze provést derivatizaci umoziujici méfit vlastnost, kterou ptivodni

latka nedisponovala. O derivatizaci bude vice pojednano nize %,

Tabulka 2: Srovnéni detektort >34

Typ M¢éfena Linearni | Teplotni | Gedientova | Citlivost
Detektor - ]

detektoru veli¢ina rozsah zavislost | eluce
Spektrofotometricky | selektivni | absorbance 10° ne ano ng

. _ elektricky 5
Elektrochemicky selektivni 10 ano ne pg —fg
proud
o _ intenzita s .
Fluorimetricky selektivni 10°-10 ne ano pg
fluorescence

Refraktometricky univerzalni | index lomu 10° ano ne ug
Vodivostni univerzalni vodivost 10* ano ano ng

2.1.5.1 Fluorescenéni detektor

Fluorescen¢ni detektor (FLD) je velmi citlivy a selektivni detektor, ktery méfi
intenzitu emitovaného zatreni. Vysoka selektivita umoziuje vyuziti ve stopové analyze,

analyze 1é¢iv, potravin, Zivotniho prostiedi aj. Fluorescenci nevykazuji v§echny latky, ¢asto ji

ale disponuji aromatické slouceniny [31.32]
Princip  detektoru je zndzornén na 1 zdroj svetla
) _ 2 excitacni
obrazku 4. Elektrony analytu jsou nejprve monochromitor
T e . < T 3 cocka
vybuzeny pomoci exita¢niho zafeni, poté %
5 pnhony 4 vzorek
nasleduje navrat na zakladni energetickou 5 emisni
) o ., o 6 [A monochromator
hladinu a vyzafeni emisniho zafeni. 6 fotodetekior
Emitované zafeni je detekovano pomoci = r 7 pocitac
fotodetektoru a zaznam je znazornéno jako
chromatogram. Jako zdroj zafeni se
nejCastéji  vyuzivda rtutova  vybojka, Obrézek 4: Schéma fluorescenéniho detektoru 1
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deuteriovd vybojka, xenonova lampa nebo nové laser. Dalsi ¢asti jsou monochromatory,
kterych existuje ne¢kolik konstrukci. Jejich funkce je propoustét zareni o zvolenych vinovych
délkach. Emitované zatfeni ma vzdy nizsi energii (vétsi vinovou délku) a je méfeno v kolmém
sméru z divodu eliminace prochazejiciho zafeni. K detekci emitovaného zafeni se vyuzivaji
fotodiody. Pfi srovnani s nejbéznéjsim UV/VIS detektorem muize byt fluorimetricky detektor
az 100 krat citlivgjsi. Proto je dualezité dbat na peclivy vybér mobilni fize a Cinidel, aby

nedochazelo ke zkresleni vysledkii. Nevyhodou je v8ak maly linearni rozsah 1]

2.1.6 Vyhodnoceni

Vysledny zdznam se nazyva chromatogram. Chromatogram vétSinou znazorfiuje
zavislost intenzity méfené veli¢iny na Case nebo objemu mobilni faze. Poloha piku
(tzv. eluéni ¢as nebo objem) je kvalitativni parametr a pomoci n¢j dochazi k identifikaci latky.
Mnozstvi latky ze vzorku je uréeno z vyiky piku nebo Cast&ji z plochy piky %,

Dtlezit¢ parametry pro hodnoceni metody jsou limit detekce (LOD) a limit
pfitomnost analytu ve vzorku. Casto je tato koncentrace udavana jako trojnasobek Sumu.
Limit detekce je nejniz§i mozna koncentrace, kterou lze metodou stanovit s pfijatelnou

presnosti. Hodnota LOQ je udévana jako desetinasobek Sumu [25.34]

2.2 Derivatizace

Derivatizace je proces, kdy dochazi zméné struktury latky, kterd ziskava pozadované
fyzikdlné—chemické vlastnosti. Derivatizace se muze provadét kvili  zlepSeni
chromatografickych vlastnosti (elucni cas, Gc¢innost, tvar a symetrie piku) nebo zlepSeni
citlivosti a selektivity detekce. Derivatizaci 1ze provést pomoci izotopového znaceni (vhodné
pro hmotnostni spektrometrii) nebo reakci s derivatizaénim ¢inidlem. Derivaty lze pfipravit
pro vétsSinu detektord, v této praci vSak bude vénovéna pozornost pouze derivatizacim pro
fluorescenéni detektor. Pro FLD je nezbytna pfitomnost fluoroforu, ktery je pii absenci
zavadén. Vznik derivatu je vSak zavisly na reakénich podminkéch. Dulezité je vhodné pH,
teplota a délka reakce. Kromé& ceny a stability derivati jsou pravé reakéni podminky Castym
kritériem pro volbu ¢inidla. VEtsi oblibé se t&€Si Cinidla s kratSi reakéni dobou za mirnych

podminek [35],
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Samotnou derivatizaci je mozno délit podle mista, kde k ni dochazi. Reakce muze
probihat pted kolonou (ptfedkolonova) nebo po separaci (postkolonova). Kazda z moznosti mé

své vyhody 1 nevyhody, které budou popsany nize (381

2.2.1 Predkolonova derivatizace

Ptredkolonova derivatizace probiha pied vstupem analytu na kolonu, a proto je mozné
ovlivnit separaci. Reakce muze probihat v chromatografickém systému nebo mimo né¢j. Pokud
reakce probihd mimo chromatograficky systém, derivaty jsou pfipravovany v zatavenych
ampulkéch, reakénich zkumavkach se septovymi uzavéry, Eppendorfovych nadobky nebo
derivatizaénich nadobkach %!, Reakce vsak mize probihat i na pevnych nosicich jako je
silikagel, styren—divinylbenzen, C18 aj. Tento zptsob se vyuziva pro odstranéni nadbytku

fluoreskujicich ¢inidel a moznosti vzorek soucasné¢ zakoncentrovat [36],

V druhém ptipadé
probiha derivatizace na predkoloné nebo v reakéni smycce. Cely proces byva automatizovan,
aby se zvysila kapacita a eliminovala chyba operatora 28y predkolonové derivatizace je
kladen diraz na n¢kolik podminek, ze kterych plynou vyhody a nevyhody procesu:

e dostatecna stabilita derivatu

e reakce musi probihat kvantitativné

e reakce nemusi probihat rychle

e reakce by méla byt selektivni (bez vedlejSich produkti)

e reakce za mirnych podminek

e odstranéni nadbytku fluoreskujicich ¢inidel [20.38]

2.2.2 Postkolonova derivatizace

Postkolonovéa derivatizace je vhodna pro latky, které se dobie d¢li, ale detektor je
nezaznamend. Reakce probihd za kolonou v chromatografickém systému, z ¢ehoz vyplyva
vetsi instrumentalni narocnost. Za separacni kolonu je zafazen reaktor, kam jsou pomoci
pfidavného Cerpadla pfivadény derivatizacni ¢inidla. Reakce je nicméné plné automatizovana,
coz minimalizuje chybu zplsobenou obsluhou. Naro¢néjsi instrumentace je také spojena

s , e s [25,35]
S vys$i pofizovaci cenou piistroje .
JelikoZ je derivatizace provadéna az za kolonou, nedochazi ke zlepSeni separace.

Reakce je vétSinou naopak zptsobuje rozmyvani, tedy zhorSuje vysledek separace. Vyhodou
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je viak moznost vyuzit vice detektorii. Casta je kombinace UV a FLD detektoru, kdy nejprve
latka prochazi UV detektorem, nasleduje derivatizace a vstup do FLD detektoru. Dalsi
moznosti je vyuziti délice toku (381
Podobné jako u piedkolonové derivatizace jsou pozadované podminky i pro

postkolonovou derivatizaci:

e reakce nemusi probihat kvantitativné

e reakce musi probihat rychle

e moznost extrémné&jSich podminek (pH, teplota)

e reakce muze byt neselektivni

e reakce musi probihat v prostfedi mobilni faze

e samotné Cinidlo by nemé¢lo fluoreskovat [20.35],

2.2.3 Derivatizaéni ¢inidla

Do dnesni doby bylo popsano vyuziti mnoha ¢inidel témét pro vSechny skupiny latek a
ruzné detektory. Kvili této velké rozmanitosti se tato prace bude zabyvat pouze derivatizaci
amint pro fluorescencni detekci. Pravé stanoveni aminid a aminokyselin fluorescenéni detekci
je povazovana za nejvhodnéjsi z ditvodu vysoké selektivity a citlivosti (37,

Jak jiZ bylo zminéno, ¢inidla se liS§i v reakénich podminkach, rychlosti reakce,
moznostech vyuziti a dalSich aspektech. V nasledujicich castech budou popsany

nejpouzivanéjsich €inidla.

2.2.3.1 Cinidlo dansyl chlorid

Dansyl chlorid (5-N,N’—dimethylaminonaftalen—1—sulfonylchlorid, DNS-CI) patii do
skupiny sulfonzlchloridd s je jednim z nejstarSich Cinidel, které se stale hojné vyuziva pro
predkolonovou derivatizaci. Z divodu pfitomnosti aromatického jadra je mozné zatadit

kromé fluorescenéniho i spektrofotometricky detektor 2.

Z hlediska derivatizace amint se jedna témet o univerzalni Cinidlo, kdy reakce probiha

dle reakce zobrazené na obrazku 5 za vzniku stabilniho produktu !

. DNS-CI 1ze pouzit pro
derivatizaci primarnich, sekundérnich i tercidlnich amind, polyamind, peptidl, alkaloidd,
aminokyselin nebo biogennich aminli. Vysoka reaktivita vsSak zapficinuje také reakci

s alkoholy, fenoly a imidazoly %%,

26



HsC. - CHs HsC. - CHs
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SO,Cl R _SO,
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R2

Obrazek 5: Reakce DNS-CI se sekundarnim aminem 21,

Reakéni podminky se mohou S typem aminu ¢asteéné liSit. Vhodné pH reakéniho
prostiedi je mirné alkalické. Ptili§ bazické prostfedi vede k hydrolyze cinidla, pficemz
produkty hydrolyzy poskytuji fluorescenci. Pti laboratorni teploté by reakce probihala pfilis
dlouho, proto dochézi k urychleni reakce zvySenim teploty. Smés se zahtiva podle potieby na
teplotu 50 — 100°C po dobu 5 — 120 minut. Excita¢ni vinové délky se pohybuji rozmezi 350 —
370 nm a emisni 490 a7 540 nm 5%,

Do dnesni doby jiz byla syntetizovana celd fada strukturné obdobnych latek jako
bansyl chlorid ), mansyl chlorid Y, disyl chlorid ¥, dabsyl chlorid ¥ aj. Tyto latky
reaguji podobnym mechanismem, pficemz se zvySuje selektivita, snizuje reakcni teplota a Cas

reakce [*2,

2.2.3.2 Cinidlo o—ftaldialdehyd

Derivatizaéni ¢inidlo o—ftaldialdehyd (OPA) je jednim z prvnich ¢inidel vyuzitych pro

, © o o 4
stanoveni amint vubec [43]

. Diky rychlé reakci je OPA vhodny pro piedkolonovou i
postkolonovou derivatizaci, kdy druha zminéna moznost je &ast&jsi. Cinidlo je vhodné pouze
pro reakci Sprimarnimi aminy v alkalickém prostiedi, kdy je nutna pfitomnost sirné
slouGeniny jako redukéniho &inidla 3*41. Nejb&znéji se vyuziva 2-merkaptoethanol, kyselina
3-merkaptopropanova nebo jako alternativa N—acetyl—cystein ¢ 2-thioglycerol 4. Reakce je
znazornéna na obrazku 6, kdy vznika vysoce fluoreskujici derivat o malé stabilité. Na stabilitu
derivatu ma také vliv zvolené redukéni Cinidlo. Pravé nizka stabilita je velkd nevyhoda a

v . vel, v , . . . [43
snizuje pouziti v pfedkolonové derivatizaci 1431
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g—CH,CH,0H

CHO
/
+ R=NH, + A\ SH— N—R *+ HO
-
CHO

Obrazek 6: Reakce OPA s primarnim aminem 3

Jak jiz bylo zminéno, reakce aminu s OPA probihad velmi rychle, obvykle do 2 minut
pti laboratorni teploté. Vhodné vinové délky pro detekci jsou 340 nm pro excitacni zéfeni a
455 nm pro emisni zafeni. Dalsi vyhodou OPA je, Zze samotné Cinidlo nefluoreskuje, proto
neni nutné odstraiiovat jeho nadbytek. Vyuziti nachdzi hlavné pifi stanoveni

, roy S s o . jo . . . , . o [43
nizkomolekularnich primarnich amind, drog, alkaloidii, aminokyselin a biogennich aminti [431,

2.2.3.3 Cinidlo 9—(fluorenyl)ethylchloromraven&an

Cinidlo 9—(fluorenyl)ethylchloromravenéan, oznaovan zkratkou FMOC-CI, patii
K novéjsim derivatiza¢nim ¢inidlaim. FMOC-CI byl dfive pouzivan pii syntézach k ochrané
amino skupiny, ale diky svym vlastnostem nasel uplatnéni i pii analyze latek 7. Cinidlo je
vhodné pro derivatizaci primarnich i sekundarnich aminti, ¢ehoz se vyuziva pii stanoveni
aminokyselin, biogennich aminfi, polyamini nebo nizkomolekularnich amin [4s], Produkty

jsou stabilni karbamaty, které vznikaji dle rovnice uvedené na obrazku 7.

+ HCI

O
O

Rr?
C|J\\ \NJ\\
O R’2 o)

Obrazek 7: Reakce FMOC—CI se sekundérnim aminem [“6!

Samotna reakce je velmi rychld a probihd za mirnych podminek. Derivat vznika do
nekolika minut uz pti laboratorni teploté a jsou detekovany pfi excitaéni vinové délce 260 nm

a emisni vlnové délce 310 nm B, Vhodné pH je mimné alkalické, nejlépe v rozmezi 8-10,
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které se zajistuje obvykle boratovym pufrem. Pii vyssim pH nez 10 dochazi k hydrolyze a
produkci FMOC-OH. Tento hydrolyticky produkt vysoce fluoreskuje a poskytuje Siroky
pik 8] Dalsi nevyhodou je samotného cCinidla, které je nutné odstranit. NejCastéji se

eliminace provadi extrakci do pentanu, hexanu, dichlormethanu nebo chloroformu [49]

2.2.3.4 Cinidlo 4—chlor—7-nitrobenz—2,1,3—oxadiazol

Cinidlo NBD-CI bylo poprvé vyuzito k derivatizaci v roce 1968 a dnes je Siroce
rozSitenym cCinidlem vhodnym pro primarni a sekundarni alifatické aminy [2044] " R eakef
s fenoly, thioly a aromatickymi aminy vznikaji produkty s malymi vytézky nebo vznikaji
nefluoreskujici derivaty. Samotné cinidlo nefluoreskuje, coz ale neplati o produktech
hydrolyzy, produkujici zafeni o malé intenzité. Vzniklé derivaty lze z vodnych roztoku

vyextrahovat do benzenu ¢i ethyl acetdtu. Pribéh reakce se sekunddrnim aminem je

znarodnén na obrazku 8§ 204,
1 2
R R
Cl \N/
- = =\
. O+ RN 0 + Hcl
R2 ~ /

Obrézek 8: Reakce NBD-Cl se sekundérnim aminem %

Reakéni podminky se mohou mirné lisit podle stanovovaného aminu. S reakénimi
podminkami také souvisi délka reakce. Rychlost reakce je nejvice ovlivnéna teplotou, pH a
organickymi rozpoustédly, kdy s rostoucim pH a teplotou dochdzi ke sniZeni reak¢ni doby.
Optimalni pH byva mirné alkalické (8—10) a teplota obvykle v rozmezi 40 — 100°C. Detekce

81 " Derivatizace

je poté provadéna pii excitaéni vlnové délce 480 nm a emisni 530 nm
pomoci NBD-CI se pouziva pii stanoveni aminokyselin, drog, insekticidl, biogennich amind,
lipidii, apod .

Casto vyuzivany je také analog 4—fluor—7—nitrobenz—2,1,3—-oxadiazol (NBD-F), ktery je
vyrazné reaktivnéjsi, reakce probihd za mirngjSich podminek a rychleji nez u NBD-CI. Pti
zvysené teploté (60°C) reakce probihda do 5 minut, coz umoznuje vyuziti NBD-F i pro post—
kolonovou derivatizaci. Nevyhodou je vSak vysoka cena, které je n€kolikandsobné vys$si nez u
NBD-CI 1%,
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2.2.3.5 Cinidlo fluorescamin

Flurescamin  (4—fenylspiro[furan—2—(3H)—1"—naftalan]-3,3—dion)  je  selektivni
derivatiza¢ni ¢inidlo vhodné pouze pro primarni aminy. Reakce probiha podle obrazku 9, kdy
vznikaji derivaty stabilni n€kolik hodin (3851 Derivatizace probihd za laboratorni teploty
v mirn¢ alkalickém prostfedi do par minut. Rychly pribéh reakce a mala stabilita derivati
predurcuje fluorescamin spise pro postkolonovou derivatizaci Y. Samotné ¢inidlo a produkty
hydrolyzy nevyzatuji fluorescencni zafeni, coz je dalsi vyhodou. Vhodné vinové délky pro
detekci jsou 390 nm pro excitacni zafeni a 475 nm pro emisni zaieni. Zna¢nou nevyhodou je

vSak prili§ vysoka cena, proto byva fluorescamim nahrazovan DNS-CI nebo NBD-CI.

U predkoloné derivatizace je fluorescamin vhodny pro stanoveni polyaminti, katecholamint,
{ [2049,50]

aminokyselin, peptidd, proteint apo

[20]

Obrazek 9: Reakce fluorescaminu s primarnim aminem

2.2.3.6 Cinidlo 6-aminochinolin-N-hydroxysukcinimidylkarbamat

Cinidlo AQC patii k nejnovéj§im derivatizaénim ¢&inidlim, které je vhodné pro
primarni 1 sekundarni aminy. Pivodné bylo navrZeno specialné pro stanoveni aminokyselin
z diivodu zvyseni vytézku, selektivity a zjednodusSeni reakce (3851 pyi reakei, viz obrazek 10,
vznikaji vysoce fluoreskujici substituované mocoviny, které jsou stabilni asi jeden tyden pfi
laboratorni teploté. Pro vznik derivatu je vhodné mirné alkalické prostiedi, které je nejcastéji
zajisténo pomoci boratového pufru B2 Cinidlo je velmi reaktivni a reakce probihd velmi
rychle za zvySené teploty. Samotny AQC je nestabilni ve vodnych roztocich a do 1 — 2 minut
dochézi k jeho hydrolyze. Tato vlastnost je vyhodou, nebot’ vzniklé¢ produkty neposkytuji
fluorescencni zareni. Detekce je provadéna pfi excitacni vinové délce 250 nm a emisni vinové

délce 395 nm 854,
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Obrazek 10: Reakce AQC s primarnim aminem (3],

Cinidlo bylo pouzité jako alternativa OPA ke stanoveni aminokyselin ve ving, kdy pfi

porovnani byla zlepSena citlivost stanoveni [53]

[52] [51,52]

. Dalsi vyuziti AQC bylo naptiklad pii

stanoveni neurotransmitertt ', peptidi , glykoproteina B3 hebo separaci enantiomertl

ornitinu B4,
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3 ReSersni ¢ast

Nasledujici ¢ast se bude vénovat prehledu praci, které se zabyvaly analyzou aminti
pomoci HPLC-FLD. Literarni reSerSe byla provedena pouze u derivatiza¢nich Ccinidel
vhodnych pro ptfedkolonovou derivatizaci primarnich 1 sekundarnich aminti. Dtraz byl kladen
hlavné na limit detekce, chromatografické a derivatizacni podminky. Velké procento praci se
zabyva stanoveni aminokyselin, avSak tyto prace nebudou zminény z diivodu jejich nevelkého
vyznamu pro zadané stanoveni amini. Obecné vyuziti Cinidel bylo jiz prezentovano
v kapitole 2.2, proto v této ¢asti bude popsano pouze praktické vyuziti jednotlivych ¢inidel.

Pro vétsi prehlednost bylo stanoveni amint shrnuto v tabulce 3.

3.1 Vyuziti dansyl chloridu

Jelikoz je dansyl chlorid jednim z nejstarSich cinidel, existuje velké mnozstvi
publikaci. Prvni zminky o vyuziti dansyl chloridu pro stanoveni amint kapalinovou
chromatografii jsou z 80. let minulého stoleti. Timto tématem se velmi zabyvala dvojce
Lawrence a Frei, ktefi vydali fadu publikaci. Jednou z nejstarSich publikaci bylo vyuziti
¢inidla pro stanoveni pesticidd. Novou metodu autofi porovnavali s TLC, pficemz doséahli
pfiblizn€ desetkrat niz§i LOD. K separaci byla vyuZzita kapalinovda chromatografie
S normalnimi fazemi s kolonou 400 x 2,4 mm a ¢asticemi silikagelu 10 um. Mobilni faze byla
tvofena chloroformem a hexanem. Derivaty byly pfipraveny smichanim 200 pul 0,1% DNS-CI,
200 pl 0,5 mol/l NaOH a 1 ml pesticidu. Reakce trvala 90 min pii teplot¢ 80°C. Limity
detekce byly stanoveny pro jednotlivé pesticidy v rozmezi 5 — 10 ng 591,

Pribéhem casu se ¢inidlo stavalo vice a vice popularnim, proto se rychle rozsifovalo
jeho vyuziti. Italsti védci zkoumali separaci a identifikaci alifatickych monoamind, diaminti a
polyaminii. Metoda vyzdvihuje dobré fluorescencni vlastnosti a eliminaci extrakce. V této
praci byly testovany kolony CI8 (250 x 4 mm, 10 pm), C18 (250 x 4 mm, 5 um) a
C8 (250 x 4 mm, 10 um). Mobilni faze byla slozend z methanolu a vody. Derivaty byly
pfipraveny reakci 5,0 ml 0,25 mol/l NaHCOs, 1,0 ml 0,02 mol/l DNS-CI a 0,5 ml aminu.
Reakce probihala 20 minut v termostatu vyhfatém na 60°C. Limity detekce byly stanoveny na
0,5 ng pro monoaminy a 0,3 ng pro diaminy a polyaminy ©¢.

Cinsti autofi se zabyvali stanovenim nitrosaminii po pfevedeni na aminy. Redukce

byla provadéna pomoci kyseliny octové a bromovodikové. Vysledny roztok byl pomoci
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NaOH zalkalizovan na pH 9. Smés byla dale smichana s 0,5 ml 0,2 mol/l uhli¢itanovym
pufrem (pH 9) a 0.5 ml 0,2 mol/l DNS-CI. Optimalni reakéni podminky byly 30 minut pfi
40°C. K separaci byla zvolena kolona C18 (125 x 4,6 mm, 10 um) a mobilni faze voda —
acetonitril. Limit detekce byl uréen pro nitrosolatky v rozmezi 0,06 — 0,16 ng 7.

O stanoveni polyaminti v rostlinach a zvitecich tkanich se pokouseli $pan¢lsti autofi,
ktefi derivaty pfipravili s drobnymi modifikacemi dle Seiler—Wiechmanna. K 200 ul extraktu
bylo pfidano 40 ul diaminoheptanu jako vnitiniho standardu, 200 pl nasyceného roztoku
NaHCOj3 a 400 ul DNS-CI (5 mg/ml v acetonu). Sm¢s reagovala 10 minut pfi teploté 70°C.
Po ochlazeni byl derivat extrahovan do 500 pl toluenu. Kolona byla zvolena
C18 (220 x 4,6 mm, 5 um) a mobilni faze acetonitril — voda. Limit kvantifikace byl v rozmezi
0,5— 1 pmol a vyt&znost se pohybovala v rozmezi 90 — 97 % P2,

Polyaminy byly také stanovovany v moci, pficemz derivatizace byla v tomto ptipadé
provedena dle Marcé a kolektiv. Amin o objemu 100 pl byl smichan s 1 ml 10 mmol/l
uhli¢itanového pufru (pH 9) a 900 ul 1 mmol/l DNS-CI v acetonu. Smés byla zamichana a
ponechédna reagovat 10 minut pfi 70°C. Soucasti prace bylo také testovani derivatizace na
pevné fazi. K tomu byla vyuzita kolona se sorbentem ODS-C18. Kolonka byla nejprve
promyta 1 ml methanolu a 1 ml uhli¢itanového pufru o pH 12. Nasledovalo prosani 1 ml
roztoku amint a poté 0,5 ml 5 mmol/l roztoku DNS-CI. Derivatiza¢ni ¢inidlo bylo rozpusténo
ve smési aceton — 20 mmol/l uhli¢itanovy pufr (pH 9,5) v poméru 2:3 (v/v). Jako idealni
reakéni Cas byl pii pokojové teploté stanoven na 30 minut. Potom byla provedena desorpce
1 ml acetonitrilu. Latky byly separovany na koloné¢ C18 (125 x 4 mm, 5 pm) pomoci mobilni
faze acetonitril — 1 mmol/l imidazol o pH 7. Limit detekce byl stanoven na 10 ng/ml a pomoci
derivatizace na pevné fazi 2 ng/ml 59,

Metoda prekoncentrace na kolonce C18 byla také testovana na vzorcich vody pro
stanoveni nizkomolekularnich amint. Kolektiv autor byl témét totozny jako v piedchozim
pripadé a podobna byla i ptiprava derivati. LiSily se pouze reakéni podminky u derivatizace
na pevné fazi. Reakce probihala 15 minut pfi 85°C a poté byla kolonka promyta 1 ml
nasyceného roztoku uhli¢itanu pro eliminaci zbytku ¢inidla. Extrakce byla provedena 0,5 ml
acetonu. Stacionarni i mobilni faze byly stejné jako v pfedchozim ptipadé. Limity detekce
byly stanoveny v rozmezi 2 — 4 ng/ml u prekoncentra¢ni techniky, pfi¢emz vykazovala
vyrazng vyssi vytéznost nez klasicka metoda [60]

Stanoveni N-nitrosodimethylaminu v odpadnich vodach se zabyvali americti autofi,

kteti hledali alternativu ke stanoveni plynovou chromatografii s LOD 1 ng/l. Pfed samotnou
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derivatizaci byla provedena denitrosazace kyselinou octovou a bromovodikovou s vytéznosti
97 %. Produkt denitrosace byl nejprve neutralizovan pomoci 1 mol/l NaOH a poté bylo
ptidano 200 pl 0,5 mol/l NaHCO3 a 150 ul DNS-CI (500 mg/l v acetonu). Idealni reakéni
podminky byly stanoveny na 30 minut pii 40°C. Kolona byla zvolena C18 (150 x 3,9 mm,
4 um) a mobilni faze acetonitril — voda. Limit detekce byl stanoven na 6 ng/l, coz bylo
vyhodnoceno jako adekvéatni alternativa misto GC fe1,

V moderni dob¢ je kladen velky diiraz na analyzu 1é¢iv. Stanovenim aliskirenu pomoci
predkolonové derivatizace s ¢inidlem DNS-CI byl zkouman autory Sari, Aydogmus a Ulu.
Standardni roztok aliskirenu byl zderivatizovan reakci s 300 ul 25 mmol/l uhli¢itanového
pufru (pH 10,5) a 300 ul DNS-CI (2 mg/ml v acetonitrilu). Reakce probihala ve tm¢ 20 minut
pfi teploté 30°C. Vysledny derivat byl extrahovan do 5 ml dichlormethanu. Organicka faze
byla odseparovdna a vysuSena siranem sodnym. Linearni rozsah pro stanoveni léCiva
v tabletach byl 700 — 100 ng/ml sLOD 27,53 ng/ml a v plasmé¢ 150 — 50 ng/ml
s LOD 4,91 ng/ml 4,

Dal$i mozné vyuziti nalezl dansyl chlorid pfi stanoveni antidepresiv. Derivaty byly
ptipraveny reakci 1 ml roztoku 1é¢iva, 4 ml 0,5 mol/l uhli¢itanovy pufr (pH 10) a 0,7 ml
DNS-CI (3,71 <107 mol/l v acetonu). Derivatizace probihala 20 minut pfi laboratorni teplot.
Lineéarni rozsah metody byl v rozmezi 0,02 — 0,14 pg/ml. Limity detekce byly velmi podobné
v rozmezi 1 — 2 ng/ml. Metoda byla také Gispé$né vyuzita pfi stanoveni lékové formy v lidské

plasmé [631,

3.2 Vyuziti 4—chlor-7-nitrobenz-2,1,3-oxadiazolu

Jednou z prvnich publikaci byla prace autort Wolfram, Feinberg, Doerr a Fiddler na
stanoveni N-nitrosoprolinu. Nejprve byla provedena denitrosace podle Eisenbrand—
Preussmanna pomoci ledové kyseliny octové a kyseliny bromovodikové. K produktu
denitrosace bylo ptfidano 100 pl nasyceného roztoku Na,CO3 a 900 pl acetonitrilu obsahujici
3 mg NBD-CI. Smé¢s byla zahiivana na 50°C ve vodni 1azni po dobu 30 minut. Separace byla
provedena na kolon¢ 250 x 2 mm S ¢asticemi silikagelu 10 um. Mobilni faze byla sloZena
z ethylacetatu — n—hexanu — kyseliny octové v poméru 50:50:0,5 (v/v/v). Limit detekce byl
stanoven na 7 ng N—nitrosoprolinu 4.

Nejveétsi vyuziti toto derivatizacni Cinidlo ziskalo v poslednich dvaceti letech pfi

analyze farmaceutickych ptipravkl a klinickych materiala. Lisinopril je 1é€ivo vyuZivané pro
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snizeni krevniho tlaku. Derivaty byly pfipraveny reakci 5 — 100 ul zasobniho roztoku
lisinoprilu (50 mg/ml), 100 ul 25 mmol/l fosfatového pufru (pH 9) a 100 pl NBD-CI
(4,2 mg/ml v methanolu). Reakce probihala 70 minut pii teplot¢ 60°C. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu byl vznikly derivat extrahovan do 2 ml ethylacetatu. Limit detekce byl
stanoven 50 ng/ml. Vyvinutd metoda vykazuje sice vyssi limit detekce nez u metody s OPA
(LOD 20 ng/ml), ale derivaty jsou vyrazné stabilnéj$i a nedochazi k interakci s pomocnymi
latkami %1,

Dalsi vyuziti naslo Cinidlo pfi stanoveni aminoglykosidu gentamycinu. Derivatizace
probéhla reakci 5 ml roztoku gentamycinu, 1 ml NBD-Cl (1 mg/ml v methanolu) a 4 ml
50% methanolického fosfatového pufru (pH 7,2). Podminky reakce byly optimalizovany na
70°C a 60 minut a limit detekce byl stanoven na 0,11 pg/ml [66],

Stanoveni inzulinu je velmi zajimava prace cinskych autorf, ktefi pfipravili
fluoreskujici derivat reakci vzorku se 100 ul 3 mmol/l NBD-Cl a 25 pl 0,1 mol/l fosfatového
pufru (pH 9). Reakce probihala za nepfistupu svétla dvé hodiny pii teploté 50°C. Separace
byla provedena na kolon¢ C18 a mobilni faze byla slozena ze smési acetonitril — voda
s 0,1% ptidavkem trifluoroctové kyseliny. Limit detekce byl 2 ng/ml a vytéZnost 95%.
Vysledky ukazuji na potenciondlni vyuziti metody pro stanoveni inzulinu v biologickych
materialech [*7,

Riboxetin je 1é¢ivo pusobici na CNS a vyuziva se hlavné v psychiatrii. Jeho
stanovenim v tabletach a pozdéji v lidské plasmé se zabyvali autofi Onal a kolektiv. Derivat
byl pfipraven smichanim 1 ml vzorku, 200 ul 0,5 mol/l boratového pufru (pH 8,5) a
200 pul NBD-CI (3,5 mg/ml v methanolu). Smés byla michana 10 sekund a poté zahtivana
5 minut pii 70°C. Pfi stanoveni riboxetinu v krevni plasmé ptedchéazela extrakce do smési
hexan — isoamylalkohol a tGprava extraktu pomoci NaOH. Jako stacionarni faze byla kolona
C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) a mobilni faze acetonitril — voda (pH 3 upraveno kyselinou
dusi¢nou). Limit kvantifikace byl stanoveny na 2 ng/ml a limit detekce 0,5 ng/ml
s vytéznosti 93 % [68],

Léciva saxagliptin (SAX) a vildagliptin (VIL) jsou urceny pro diabetiky druhého typu.
Tvorba jednotlivych derivati se mirné 1isi reakénimi podminkami. K 1 ml standardniho
roztoku byl pfidan 1 ml 0,2 mol/l boratového pufru (pH 9 pro SAX a 8,5 pro VIL) a 1 ml
0,2% NBD-CI v methanolu. Jako optimalni reak¢ni podminky byly vyhodnoceny 15 minut
pro SAX a 20 minut pro VIL pii 70°C. V metod¢ byla pouzita dualni detekce, kdy vyrazné
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citlivéjsi byla fluorimetricka s LOD 3 ng/ml pro SAX a 7ng/ml pro VIL oproti
spektrofotometrické s LOD 270 ng/ml pro SAX a 320 ng/ml pro VIL %,

Dalsi stanovené 1éCiva byla gabapentin, pregabalin, vigabatrin a topiramate patfici do
skupiny antiepileptik. Vzorek byl smichan s 25 ul 0,25 mol/l boratového pufru (pH 10) a
100 pI NBD-CI (10 mg/ml ve smési methanol — acetonitril 1:1). Smés byla michana
30sekund a poté inkubovana 15 minut pii 60°C. Separace probc¢hla na koloné
C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) s ochranou ptedkolonkou C18 (4 mm % 3 mm). Mobilni faze byla
sloZzena ze smési methanol — 0,05 mol/l fosfatovy pufr (pH 4,9). Limity detekce byly uréeny
v rozmezi 0,4 — 0,5 pg/ml Lol

Cinidlo NBD-CI bylo také testovano na analyzu antibiotik, konkrétnd na lé&ivu
polymyxin B. K alikvotnimu podilu vzorku byly pipetovany 2 ml boratového pufru (pH 7) a
0,5 ml NBD-CI (1 mg/ml v methanolu). Roztok byl zah#ivan ve vodni 1azni 45 min na 60°C.
Lineéarni rozsah metody byl stanoven na 0,1- 1,2 pg/ml a LOD 10 ng/ml. Vyvinutd metoda
byla vyuZita pro stanoveni polymyxin B v lidské plasmé s uspokojivymi vysledky ™,

V nejnovéjsi publikaci se autofi zabyvali separaci chiralnich alifatickych amind,
vcetné aminoalkoholti. Derivaty byly pfipraveny reakci aminu s 2 — 4 moldrnim nadbytkem
NBD-CI a desetinasobnym piebytkem nasycené¢ho roztoku uhli¢itanu. Reakce probihala
12 hodin pfi laboratorni teploté¢ a vysledny derivat byl filtrovan kvili odstranéni nadbytku
uhli¢itanu. Separace byla provedena v systému s normalnimi fazemi, pfi¢emz byly testovany
Ctyti druhy kolon. Jako nejvhodnéjsi byla vyhodnocena kolona
Chiralpak IE (250 x 4,6, 5 um). Mobilni faze byla slozena ze smési n—hexan — 2—propanol.

Limit detekce byl stanoveny na 0,5 ng/ml pro FLD, oproti UV detekci s LOD 7,5 ng/ml [r2]

3.3 Vyutziti 4—fluor-7-nitrobenz-2,1,3—oxadiazolu

Iwaki a kolektiv vyuZili reaktivnosti sekundarni aminoskupiny na p—laktamovém
kruhu ke stanoveni penicilini pomoci NBD-F. Derivaty byly pfipraveny reakci 45 pl vzorku,
30 pl 80 mmol/l NBD-F v acetonitrilu a 15 pl 0,2 mol/l fosfatového pufru (pH 6). Reakce
probihala ve vodni lazni 10 minut pii teplot¢ 60°C. Po ochlazeni bylo pfidano 30 pl
1 mol/l HCI a objem 10 pl byl davkovan do pfistroje. K separaci byla pouzita kolona ODS —
80TM (150 x 4.6 mm) a mobilni faze 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 %!,
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Stanoveni l1é¢iva ramipril v tabletach a lidské plasmé bylo provedeno autory Al-Majed
a Al-Zehouri. Derivatizace probéhla reakci 1 ml zasobniho roztoku, 0,2 ml 1 mmol/l NBD-F
v ethanolu a 2,6 ml 66 mmol/l fosfatového pufru (pH 7). Optimalni reak¢ni teplota byla 70°C
a Cas 10 minut. Po ochlazeni byl roztok okyselen 0,2 ml 2 mol/l HCI. Linearni cast byla
vyhodnocena v rozmezi 100 — 20 ng/ml s vytéznosti vétsi nez 98%. Metoda byla dostatec¢né
citliva a reprodukovatelna pro zavedeni postupu na stanoveni lé¢iva v kontrolni laboratofi ra]

Dalsi publikace popisuje stanoveni katecholamint, piicemz NBD-F kvili své
reaktivnosti nereaguje pouze se sekundarni aminoskupinou, ale i s hydroxylovymi skupinami.
Derivaty vznikly reakci 2 ml 500 pumol/l katecholaminu, 2 ml 50 mmol/l boratového
pufru (pH 8) a 2ml 50 mmol/l NBD-F v acetonitrilu. Reakce trvala 5 minut pii 50°C.
Stacionarni faze byla kolona C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) sochranou
ptedkolonkou (4 x 3 mm). Mobilni faze byla zvolena smés acetonitrilu a 10 mmol/l
fosfatového pufru (pH 8). Limit detekce byl stanoveny na hodnotu 0,5 nmol/l pro vSechny
katecholaminy ™!,

Vypracovanim postupu na analyzu antidepresiv fluoxetinu a norfluoxetinu se zabyvala
skupina japonskych védcl. Derivaty byly ptipraveny reakei 10 pl standardniho roztoku, 50 pl
acetonitrilu, 20 pl 0,1 mol/l boratového pufru (pH 8) a 30 ul 50 mmol/l NBD-F v acetonitrilu.
Reakéni doba byla 1 minuta pfi 60°C. Po probéhnuti reakce byla smés okyselena 400 ul
acetonitril — 0,1 % trifluoroctové kyseliny ve vodé (90:10 v/v). Separace prob&hla na koloné

C18 s mobilni fazi acetonitril — 0,1 % trifluoroctova kyselina ve vodé (90:10 v/v). Limity

detekce byly ur¢eny na 23 fmol a 7 fmol [e].

3.4 Vyuziti 9—(fluorenyl)ethylchloromravencanu

Kolektiv autort Lopez a kolektiv se zabyvali stanovenim dimethylaminu
v podzemnich vodach a vlivem interferujicich amini na vysledek stanoveni. Vzorky
podzemni vody byly nejprve filtrovany pies 0,22 pm membranovy filtr a poté bylo odebrano
400 pl vzorku ke stanoveni. K alikvotnimu podilu bylo ptidano 500 pl 15 mmol/l FMOC-CI a
100 pl 1 mol/l boratového pufru (pH 8). Smés byla michand pii laboratorni teploté
120 sekund a poté byly pfidany 2 ml hexanu. Po 40 sekundovém michédni byla vodna faze
davkovana do chromatografu. Separace probé&hla na koloné C18 (250 mm % 4 mm, 10 um) a
mobilni faze byla slozena ze smési acetonitril — acetatovy pufr (pH 4). Limit detekce byl

stanoven na 0,16 ng DMA. Piitomnost dalSich aminli jako methylamin, dimethylamin,
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butylamin, anilin a pentan—1,5-diamin nevykazovaly vliv na stanoveni, pficemz u vSech doslo
ke vzniku derivata "7,

Podobnou tématikou se zabyvali i autofi Falco a kolektiv, kteti vyuzili derivatizaci na
pevné fazi pro stanoveni diethylaminu a propylaminu. Derivatiza¢ni kolonka byla nejprve
promyta 1 ml methanolu a 1 ml 1 % uhli¢itanového pufru (pH 10). Poté bylo prosano 250 pl
vzorku a 25 ul FMOC-CI (8,310 mol/l v acetonitrilu). Extrakce byla provedena 1 ml
acetonitrilu a z extraktu bylo davkovano 5 pl. Byla zvolena kolona se stacionarni fazi
C18 (125 mm x 4 mm, 5 um) a mobilni faze smés acetonitril — voda. Limity detekce byly
stanoveny na 10 ng/ml pro diethylamin a 5 ng/ml pro propylamin ["®!,

Stanovenim dalSich alifatickych aminti se opét zabyval Falco a kolektiv. Derivatizace
opét prob&hla na pevné fazi, ovsem tentokrat s malymi upravami. Kolonka byla promyta 2 ml
methanolu a 1 ml 1 % uhli¢itanového pufru (pH 10). Nasledovalo prosani 125 ul vzorku, 1 ml
1 % uhli¢itanového pufru (pH 10) a 250 ul 25 mmol/l FMOC-CI. Reakce probihala 2 minuty
a poté byl derivat extrahovan 0,5 ml acetonitrilu. Chromatografické podminky byly shodné
jako v piedchozim piipadé. Limity detekce vSak byly snizeny na hodnoty 0,5 — 2,5 ng/ml el

Autoti Nedelkoska a Low publikovali praci na stanoveni herbicidu glyfosatu ve vodé a
rostlinnych materialech. Glyfosat byl zderivatizovan 2 ml 0,5 mol/l FMOC-CI a prostiedi
upraveno 300 ul 0,125 mol/l boratového pufru (pH 9). Reakce probihala 30 minut pfi
laboratorni teplot¢ a nadbytek c¢inidla byl odstranén extrakci do ethylacetatu. Separace
probéhla nejlépe na polyamidické kolong (250 x 4 mm) s mobilni fazi acetonitril — 50 mmol/I
fosfatovy pufr (pH 10). Limit detekce byl stanoven na 0,16 ng/ml s 94 % vyt&znosti .

Podobné jako u predchozich dvou ¢inidel i FMOC-CI s postupem ¢asu naslo hlavni
vyuziti pfi analyze 1é¢iv a klinickych materiald. Stanoveni methylaminu a aminoacetonu
v krvi a tkanich bylo provedeno reakci 100 pl vzorku, 600 pl 0,2 mol/l boratového
pufru (pH 10,4) a 100 ul FMOC-CI (0,2 mg/ml v acetonitrilu). Nadbytek ¢inidla byl
extrahovan do 3,5 ml hexanu. K separaci byla zvolena kolona C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm) a
mobilni faze acetonitril — 5 pumol/l fosfatovy pufr (pH 4,4). Limit detekce metody byl
0,19 ng 4.

Stanoveni reboxetinu bylo popsano i metodou FMOC-CI. Derivatizace probéhla reakci
50 pl vzorku, 25 pul 0,2 mol/l boratového pufru (pH 9) a 25 ul 0,36 mmol/l FMOC. Reakce
probihala 15 minut pii laboratorni teploté a poté byl nadbytek ¢inidla odstranén ptidavkem

300 pl hexanu. Separace probéhla na kolon¢ C18 (150 x 2,1 mm, 5 pm) s mobilni fazi voda —

acetonitril  —  tetrahydrofuran  45:50:5 (v/iviv) a voda - acetonitril -
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tetrahydrofuran 20:75:5 (v/v/v). Limit detekce byl stanoven na 0,6 ng/ml, coz je téméf totozna
hodnota jako pii metodé NBD-CI ¥4,

Kolistin je antibiotikum produkované bakteriemi, které bylo derivatizovano na pevné
fazi. Kolonka C18 byla nejprve promyta 1 ml methanolu a 1 ml 1 % uhli¢itanového
pufru (pH 10). Potom bylo prosato 250 pl vzorku a 50 ul 100 mmol/l FMOC-CI. Derivatizace
probihala 10 minut a poté byla kolonka promyta 1 ml 95% methanolu. Extrakce byla
provedena 1,3 ml acetonu a k extraktu bylo ptidano 600 ul 6 mol/l kyseliny borité. Smés byla
filtrovana pfes 0,2 um membranovy filtr a poté davkovana do chromatografu s kolonou
C18 (100 x 2,1 mm, 2,7 um). Mobilni faze byla slozena ze smési voda — acetonitril —
tetrahydrofuran v poméru 16:82:2 (v/v/v). Linearni rozsah byl stanoven v rozmezi 6 —
0,3 pg/ml s LOD 0,1 pg/ml .

Nejnovejsi publikace se zabyva stanoveni hydroxylaminu ve farmaceutickych
slozkach. Derivaty byly pfipraveny reakci 100 ul 2 mol/l boratového pufru (pH 8),
400 ul FMOC-Cl (6 mg/ml v acetonitrilu) a 100 pl vzorku. Smés byla umisténa do
Eppendorfovy zkumavky a ponechana 20 minut pfi 0°C. Poté byl roztok okyselen 30 ul
2 mol/l kyseliny citronové a 20 ul roztoku bylo davkovano do chromatografu. Jako
stacionarni faze byla zvolena kolona PFP (250 x 4,6 mm, 5 um) a mobilni fize byla sloZena
ze smési methanol — 0,5% kyselina mravenéi (pH 3). Limit detekce pro stanoveni

hydroxylaminu vySe popsanou metodou byl 10 ng/ml [84],

3.5 Vyuziti 6-aminochinolin—-N-hydroxysukcinimidylkarbamatu

Busto, Guasch a Borrull vypracovali metodu pro automatické stanoveni Sestnacti
biogennich amint jako alternativu pro ¢inidlo OPA. Automatickd derivatizace byla provedena
reakci 10 pl vzorku, 6 pl boratového pufru (pH 8,8) a 0,5 pl 10 mmol/l AQC v acetonitrilu.
Smés se nechala reagovat 5 minut pifi 65°C. Kolona byla zvolena C18 (250 x 4.6 mm, 5 um) a
mobilni faze methanol — 0,05 mol/l octan sodny. Limity detekce byly stanoveny v rozmezi 5 —
50 g/l &,

Dalsi publikace popisuje opét stanoveni biogennich aminti, avSak tentokrat byly aminy
extrahovany na pevné fazi. Kolonka byla nejprve promyta 2 ml methanolu a 2 ml destilované
vody. Nasledovalo prosati 600 pl vzorku a tfi promyvaci 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/I
CaCl,/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 mikrolitri extraktu bylo derivatizovano 30 pl AQC
v prostiedi 50 ul 0,2 mol/l boratového pufru (pH 8,8). Separace probéhla na
kolon¢ C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) s mobilni fazi smés 140 mmol/l octan sodny a 17 mmol/I
trifluoroctova kyselina (pH 5,05) a methanol. Limity detekce byly stanoveny v rozmezi 15 —
50 pg/l. Metoda byla pouzita pro stanoveni ¢ty aminll v deviti druzich vina a vysledky
prokazuji i¢innou izolaci amint a snizeni vlivu pozadi [86],

Stanoveni alifatickych amint a diamint bylo popsano v publikaci autort Huang a
kolektiv. Derivaty byly pfipraveny reakci 100 pl vzorku, 600 pl 2 mmol/l derivatiza¢niho
¢inidla v prostfedi 200 pl 0,2 mol/l boratového pufr (pH 7,5). Optimélni reakéni podminky
byly 50°C a 40 minut. K rozdéleni latek byla vyuzita kolona C18 (150 x 4,6 mm, 5 um) a
mobilni faze methanol — voda. Limit detekce byl stanoven na 0,02 — 0,5 nmol/I 7.

Skupina $panélskych védcl publikovala praci na stanoveni polyaminil vyuzivanych pfi
vyrobé polyuretanti a jako vytvrzovadla epoxidovych pryskyfic. Derivatizacni smés byla
piipravena dle Cohena a skladala se z 12 ul aminu, 60 ul 0,2 mol/l boratového pufru (pH 8,8)
a 20 ul AQC 10 mmol/l v acetonitrilu. Reakce probihala 30 min pfi laboratorni teploté bez
ptistupu svétla. Separace probé&hla na kolon€¢ C18 (150 x 3 mm, 3,5 pm). SloZeni mobilni faze

bylo inspirovano praci Hernandez—Orte a kolektivu [

(88]

. Limity detekce polyamind byly
v rozmezi 30 — 90 pg/l
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Tabulka 3: Shrnuti reSer$ni ¢asti

Derivatizacni ) Reakéni
o Typ aminu Derivatiza¢ni smés Stanovené mnozstvi Reference
¢inidlo podminky
1,0 ml 0,02 mol/l DNS-CI, 5,0 ml
DNS-CI primarni 20 minut pii 60°C LOD0,3-0,5ng [56]
0,25 mol/l NaHCO3, 0,5 ml vzorku
. 400 pl DNS-CI (5 mg/ml), 200 pl nasyceného .
DNS-CI primarni 10 minut pfi 70°C LOD 0,1 -1 pmol [58]
roztoku NaHCO3, 0,2 ml vzorku
900 ul 1 mmol/l DNS-CI, 1 ml 10 mmol/I
DNS-CI primarni . 10 minut pfi 70°C LOD 10 ng/ml [59]
uhli¢itanového pufru (pH 9), 0,1 ml vzorku
300 pl DNS-CI (2 mg/ml), 300 pl
DNS-CI primarni 25 mmol/l uhli¢itanového pufru (pH 10,5), | 20 minut pii 30°C | LOD 27,53 a 4,91 ng/ml [62]
35—50 ul vzorku
100 ul NBD-CI (4,2 mg/ml), 100 ul
NBD-CI primarni 25 mmol/l fosfatového pufru (pH 9), 70 minut pii 60°C LOD 50 ng/ml [65]
5—100 pl vzorku
100 pl NBD-CI (10 mg/ml), 25 pul 0,25 mol/l
NBD-CI primarni 15 minut pfi 60°C LOD 0,4-0,5 pg/ml [70]
boratového pufru (pH 10), 0,5 ml vzorku
0,5 mlI NBD-CI (1 mg/ml), 2 ml boratového
NBD-CI primarni 45 minut pti 60°C LOD 10 ng/ml [71]
pufru (pH 7), vzorek
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Derivatiza¢ni ) Reakéni
Typ aminu Derivatizacni sm¢s Stanovené mnozstvi Reference
¢inidlo podminky
2 — 4 molarnim nadbytkem NBD-CI,
NBD-CI primarni | 10 moldrnim nadbytkem nasyceného Na,COs, | 12 hodin pii 25°C 0,5 ng/ml [72]
vzorek
100 ul FMOC-CI (0,2 mg/ml), 600 pl
FMOC-CI primarni 0,2 mol/l boratového pufru (pH 10,4), 1 minuta pfti 25°C LOD 0,19 ng [81]
0,1 ml vzorku
50 pl 100 mmol/1 FMOC-CI,
FMOC-CI primarni 1 ml 1 % uhli¢itanového pufru (pH 10), 10 minut pii 25°C LOD 0,1 pg/ml [83]
250 ul vzorku
400 ul FMOC-CI (6 mg/ml), 100 ul 2 mol/l
FMOC-CI primarni 20 minut pii 0°C LOD 10 ng/ml [84]
boratového pufru (pH 8), 100 pul vzorku
0,5 pl 10 mmol/l AQC, 6 pl boratového
AQC primarni 5 minut pii 65°C LOD 5 - 50 pg/l [85]
pufru (pH 8,8), 10 ul vzorku
600 ul 2 mmol/l derivatiza¢niho €inidla,
AQC primarni 200 pl 0,2 mol/l boratového pufru (pH 7,5), | 40 minut pii 50°C | LOD 0,02 — 0,5 nmol/Il [87]
0,6 ml vzorku
20 ul AQC 10 mmol/I, 60 pl 0,2 mol/l
AQC primarni 30 minut pii 25°C LOD 30-90 ug/l [88]

boratového pufru (pH 8,8), 12 ul vzorku
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Derivatiza¢ni ) Reakéni
Typ aminu Derivatizacni sm¢s Stanovené mnozstvi Reference
¢inidlo podminky
200 pl 0,1% DNS-CI, 200 pl 0,5 mol/l NaOH, . .
DNS-CI sekundarni 90 minut pti 80°C 5-10ng [55]
1 ml vzorek
0.5 ml 0,2 mol/l DNS-CI, 0,5 ml 0,2 mol/l
DNS-CI sekundarni 30 minut pii 40°C LOD 0,06 - 0,16 ng [57]
uhli¢itanového pufru (pH 9), 0,1 ml vzorku
150 ul DNS-CI (500 mg/l), . _
DNS-CI sekundarni 30 minut pii 40°C LOD 6 ng/l [61]
200 ul 0,5 mol/l NaHCO3, 0,1 ml vzorku
0,7 ml DNS-CI (3,71 -10"> mol/l), 4 ml
DNS-CI sekundarni 0,5 mol/l uhli¢itanového pufru (pH 10), 20 minut pfi 25°C LOD 1 -2 ng/ml [63]
vzorek
900 pl acetonitrilu obsahujici 3 mg NBD-ClI,
NBD-CI sekundarni 30 minut pii 50°C LOD 7 ng [64]
100 pul nasyceného roztoku Na,COs3, vzorek
1 mlI NBD-CI (1 mg/ml), 4 ml
NBD-CI sekundarni 50% methanolického fosfatového 60 minut pii 70°C LOD 0,11 pg/ml [66]
pufru (pH 7,2), 5 ml vzorku
100 pl 3 mmol/l NBD-CI, 25 pul 0,1 mol/l 120 minut pfi
NBD-CI sekundarni LOD 2 ng/ml [67]
fosfatového pufru (pH 9), vzorek 50°C
200 ul NBD-CI1 (3,5 mg/ml), 200 pl 0,5 mol/l
NBD-CI sekundarni 5 minut pii 70°C LOD 0,5 ng/ml [68]

boratového pufru (pH 8,5), 1 ml vzorku
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Derivatiza¢ni ) Reakéni
Typ aminu Derivatizacni sm¢s Stanovené mnozstvi Reference
¢inidlo podminky
30 ul 80 mmol/l NBD-F, 15 ul 0,2 mol/l
NBD-F sekundarni 10 minut pii 60°C LOD 30 — 85 ng/ml [73]
fostatového pufru (pH 6), 45 ul vzorku
0,2 ml 1 mmol/l NBD-F, 2,6 ml 66 mmol/I
NBD-F sekundarni 10 minut pii 70°C LOQ 20 ng/ml [74]
fosfatového pufru (pH 7), 1 ml vzorku
2 ml 50 mmol/I NBD-F,2 ml 50 mmol/I
NBD-F sekundarni 5 minut pii 50°C LOD 0,5 nmol/Il [75]
boratového pufru (pH 8), 2 ml vzorku
500 pl 15 mmol/l FMOC-CI, 100 pl 1 mol/l 40 sekund pfi
FMOC-CI | sekundarni LOD 0,16 ng [77]
boratového pufru (pH 8), 0,4 ml vzorku 25°C
2 ml 0,5 mol/l FMOC-CI, 300 pl 0,125 mol/l
FMOC-CI | sekundarni 30 minut pii 25°C LOD 0,16 ng/ml [80]
boratového pufru (pH 9), vzorek
25 ul 0,36 mmol/l FMOC, 25 ul 0,2 mol/l
FMOC-CI | sekundarni 15 minut pti 25°C LOD 0,6 ng/ml [82]
boratového pufru (pH 9), 50 pl vzorku
primarni, 900 pl 1 mmol/l DNS-CI, 1 ml 10 mmol/I
DNS-CI 15 minut pii 85°C LOD2-15wl [60]
sekundarni | uhli¢itanového pufru (pH 9), 0,1 ml vzorku
primarni, 1 ml 0,2% NBD-CI, 1 ml 0,2 mol/I 15 a 20 minut pfi
NBD-CI LOD 3a7ng/ml [69]
sekundarni | boratového pufru (pH 9 a 8,5), 1 ml vzorku 70°C
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Derivatiza¢ni ) Reakéni
o Typ aminu Derivatizacni smés Stanovené mnozstvi Reference
¢inidlo podminky
o 30 ul 50 mmol/l NBD-F, 50 ul acetonitrilu,
primarni, ' '
NBD-F 20 pl 0,1 mol/l boratového pufru (pH 8), 1 minuta pti 60°C | LOD 23 fmol a 7 fmol [76]
sekundarni
10 ul vzorku
o 25 ul FMOC-CI (8,3-10~" mol/l),
primarni, - . .
FMOC-CI 1 ml 1 % uhli¢itanového pufru (pH 10), 2 minuty pti 25°C LOD 5 a 10 ng/ml [78]
sekundarni
250 ul vzorku
o 250 pul 25 mmol/l FMOC-CI,
primarni,
FMOC-CI 1 ml 1 % uhli¢itanového pufru (pH 10), 2 minuty pti 25°C LOD 0,5-2,5 ng/ml [79]
sekundérni
125 ul vzorku
primarni, 30 ul AQC, 50 pl 0,2 mol/l boratového
AQC neuvedeno LOD 15 -50 pg/l [86]
sekundarni pufru (pH 8,8), 20 ul vzorku
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4 Experimentalni ¢ast

Po provedeni literarni reSerSe byly vybrany tfi derivatizacni Cinidla jako vhodné pro
stanoveni pozadovanych amint. Vzhledem k pouziti ostatnich autorti se zdalo nejlepsi ¢inidlo
FMOC-CI. Jako dalsi vhodné ¢inidlo se jevilo NBD-F kviili vysoké reaktivité, které je vSak
velmi finanén¢ nakladné, proto byla jako alternativa zvoleno ¢inidlo NBD-CI. Tteti ¢inidlo
bylo vybrano DNS-CI jako nejlépe popsané, cenové dostupné a nejcastéji pouzivané.

Podminkou pro vybér ¢inidla byla také reaktivnost s primarnimi i sekundarnimi aminy.

4.1 Pouzité chemikalie

Acetonitril — grade, > 99,9%, Sigma—Aldrich (St. Louis, USA)

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

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

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

Diethanolamin (DETA), p.a., Lach-Ner (Neratovice, CR)

Diethylamin (DEA), > 99%, Fluka (Steinheim, Svycarsko)

Dimethylamin (DMA), 40% vodny roztok, Merk (Darmstadt, Nemécko)
Ethylendiamin (EDA), > 99%, Fluka (Steinheim, Svycarsko)
4—chlor—7-nitrobenzfurazan, > 99%, Alfa Aesar (Karlsruhe, Némecko)
9—(fluorenyl)ethylchloromravenéan, > 98%, Fluka (Steinheim, Svycarsko)
Hydrogenuhli¢itan sodny, > 99,7%, Merk (Darmstadt, Nemé&cko)
Hydroxid sodny, p.a., PENTA (Chrudim, CR)

Isobutylamin (iBUT), 99%, ACROS ORGANICS (New Jersey, USA)
Isopropylamin (iPROP), > 99%, Alfa Aesar (Kandel, Némecko)

Kyselina borita, p.a., Lach—Ner (Neratovice, CR)

Morfolin (MOREF), technicky, VWR CHEMICALS (Rue Carnot, Francie)
n — hexan, > 97%, Sigma—Aldrich (Steinhein, Némecko)

n — pentan, > 99%, LAB-SCAN (Dublin, Irsko)

Propylamin (PROP), > 99%, ACROS ORGANICS (New Jersey, USA)
Pyridin (PYR), p.a., Lach—Ner (Neratovice, CR)

sec—butylamin (sec-BUT), 99%, ACROS ORGANICS (New Jersey, USA)
terc—butylamin (terc-BUT), 99%, ACROS ORGANICS (New Jersey, USA)
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Triethanolamin (TETA), p.a., VEB LABORCHEMIE APOLDA (Apolda ,Némecko)
Triethylamin (TEA), p.a., Lach-Ner (Neratovice, CR)

4.2 Pouzité pristroje a zarizeni

Kapalinovy chromatograf od firmy Shimadzu (Japonsko) byl slozen z tidici jednotky
SCL — 10A, fluorescen¢niho detektoru RF — 20A xs, termostatu CTO — 10 ASVP vyhiivajici
prostfedi kolony na 25°C, kolony KINETEX EVO — CI18 (150 mm x 4,6 mm, 2,6 um)
s ochranou ptfedkolonkou C18 (4 x 3 mm), autosampleru SIL — 10AD davkujiciho 20 pl
vzorku, odplynovace DGU — 14A a dvou pump LC — 10AD. U fluorescen¢niho detektoru
bylo mozné nastavit dva parametry a to citlivost na low, medium nebo high a gain na 1x, 4x
nebo 16x.

Filtraéni aparatura s nylonovou membranou 0,45 um slouzila pro filtraci redestilované
vody pouzivané jako mobilni faze. Pfed pouzitim byly slozky mobilni faze vlozeny do
ultrazvuku PS 3000A (Slovensko) na 10 minut pro vypuzeni rozpuSténého vzduchu.
Redestilovana voda byla odebirana z demistanice Milli-Q (Merck, Némecko).

Pro kontrolu pH boratového a uhli¢itanového pufru stabilizujici vznikly derivat byl
pouzit pH metr Thermo Orion model 310 (Thermo Electron Corp, USA). Ten byl pted
pouzitim kalibrovan pomoci dvou kalibra¢nich roztokd o pH 4,01 a 7,00. K promichani
jednotlivych slozek nutnych K derivatizaci byla vyuzita elektricka michacka YELLOW LINE
s intenzitou 2 200 otacek/min. Pokud bylo tfeba docilit vyssi reakéni teploty, byla pouzita
suSarna Memmert UM400 (Memmert GmbH, Némecko) na pfedem vytemperovanou teplotu.
K odstiedéni vzorkl byla vyuzita centrifuga Spectrafuge 16M (Labnet, USA) s nastavenou
rychlosti 3 rpm.

4.3 Priprava roztoki

Teoretické mnozstvi na piipravu 25 ml zasobniho roztoku 9-(fluorenyl)ethylchloro-
mravencanu 0 koncentraci 0,15 mol/l bylo 0,9701 g FMOC-CI. Navazené mnozstvi bylo
rozpusténo v acetonitrilu a byla vypoctena skutecné koncentrace. Nasledovalo nafedéni do
50 ml obmérné banky na koncentraci roztoku 15 mmol/l. Boratovy pufr o koncentraci 1 mol/l
byl pfipraven rozpusténim 6,2 g kyseliny borité¢ ve 100 ml redestilované vody. Po rozpusténi
byl pfidavan roztok NaOH do pH 8.
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Teoretické mnozstvi na piipravu 25 ml zasobniho roztoku dansyl chloridu
o koncentraci 0,02 mol/l bylo 0,1349 g DNS-CIl. Navazené mnozstvi bylo rozpusténo
V acetonitrilu a byla vypoctena skute¢né koncentrace. Nasledovalo nafedéni do 50 ml
obmérné banky na koncentraci roztoku 2 mmol/l. Uhli¢itanovy pufr o koncentraci 0,5 mol/I
byl pfipraven rozpusténim 4,2 g hydrogenuhli¢itanu sodného ve 100 ml redestilované vody.
Po rozpusténi byl pridavan roztok NaOH do pH 9.

Teoretické mnozstvi na piipravu 25 ml zasobniho roztoku 4—chlor-7-nitrobenz-2,1,3-
oxadiazolu o koncentraci 0,1 mol/l bylo 0,4988 g NBD-Cl. Navazené mnozstvi bylo
rozpu$téno v acetonitrilu a byla vypoctena skutecné koncentrace. Nasledovalo nafedéni do
50 ml obmérné bailkky na koncentraci roztoku 10 mmol/l. Boratovy pufr o koncentraci
0,5 mol/l byl pfipraven rozpusténim 3,1 g kyseliny borité ve 100 ml redestilované vody.
Po rozpusteni byl ptidavan roztok NaOH do pH 8,5.

Roztoky aminti byly pfipraveny rozfedénim zéasobnich roztokd do 10 ml a 25 ml
obmérnych banck, které byly doplnény redestilovanou vodou (u extrakci byly doplnény

acetonitrilem).

4.4 Metoda pro 9-(fluorenyl)ethylchloromravenc¢an

Zakladni prvky metody byly inspirovany praci Margarity Rodriguez Lopez a
koletivu ') V této diplomové préaci bylo optimalizovano sloZeni mobilni fize, mnoZstvi
derivatizacniho a extrakéniho c¢inidla. Jako modelovy amin byl vyuzivan dimethylamin.
Emisni vlnova délka byla nastavena na hodnotu 265 nm a excita¢ni vlnova délka na
hodnotu 310 nm. Citlivost fluorescen¢niho detektoru byla pro optimalizaci nastavena na
hodnotu medium 4x, nebot’ pfi vyssi citlivosti piky ptfesahovaly mez detektoru. Pro zjisténi

LOD byly na detektoru nastaveny parametry medium 16x.

4.4.1 Optimalizace metody 9-(fluorenyl)ethylchloromravené¢an

Derivaty byly pfipraveny v 5 ml nddobce smichanim 400 ul DMA (u slepého pokusu
400 pl redestilované vody), 500 ul 15 mmol/l FMOC-CI (v acetonitrilu) a 100 pl
1 mol/l boratového pufru (pH 8). Tato smés byla michana po dobu 2 minut, poté byly pfidany
2ml hexanu jako extrakéniho Cinidla a smés se michala 40 sekund. Do kapalinového

chromatografu bylo ddvkovano 20 pul vodné faze. Jelikoz se v chromatogramu nachazelo
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velké mnozstvi pikil, bylo nutné nejprve identifikovat pik derivitu DMA-FMOC. K tomu
slouzilo porovnani s chromatogramem slepého pokusu (obrazek 11) s koncentracemi DMA
1-10° mol/l a 1-10"* mol/l (obrézek 12). Nepifjemnosti viak byl velky vliv pozadi, coz vedlo
ke snizeni citlivosti metody.

Mobilni faze byla slozena z vody (pumpa A) a acetonitrilu (pumpa B) v poméru
60:40 (v/v). Po identifikaci piku DMA-FMOC v 26,5 minuté bylo pro zkraceni doby analyzy
upraveno slozeni mobilni faze. Gradientova 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 celkovym pratokem 0,7 ml/min.
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Obrazek 11: Chromatogram slepého pokusu FMOC-CI
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Obrazek 12: Chromatogram DMA-FMOC (koncentrace DMA 1-10™* mol/I)
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Jelikoz literatura uvadi moznost pouziti vice extrak¢nich cCinidel, byl zkouman vliv
zvoleného ¢&inidla M9, 7 ekologického a bezpecnostniho diivodu byly opomenuty chlorované
latky. Jako vhodné latky byly K testovani vybrany n—pentan a n-hexan. Vliv zvoleného
extrak¢niho cinidla byl pozorovan v zavislosti na zméné plochy piku zderivatizovaného
aminu. Aby bylo zamezeno zkresleni vysledkti vlivem pozadi, byly vysledky porovnany se
slepymi pokusy. Derivat byl pfipraven stejn¢ jako v pfedchozim piipadé, kdy byl DMA
pouzit v koncentraci 1-10* mol/l. V obou piipadech byla derivatizace provedena 3krét a poté
kazdy derivat 3krat zméien. Vysledné priméry ploch z jednotlivych méfeni jsou uvedeny
v tabulce 4. Praméry ploch byly porovnany a vysledky vykazuji rozdil pii pouziti pentanu a
hexanu. Rozdil byl témét 20%. Toto zjisténi vedlo ke zvoleni pentanu jako extrakéniho

¢inidla.

Tabulka 4: Vliv extrakéniho ¢inidla na plochu piku

Extrak¢ni ¢inidlo pentan hexan

234644157 + 4639038 184134899 + 3181078

Pramér ploch 225689230 + 4052384 182539527 + 3048515

223901737 + 1182575 181225456 + 2168327

Jako dal§i mozny faktor ovliviiujici vytézek derivatizace bylo zkoumano mnozstvi
derivatizacniho ¢inidla. Derivaty byly tentokrat pfipraveny smichdnim 400 pl
0,1 mmol/ DMA, 100 ul 1 mol/l boratového pufru (pH 8) a pfislusného mnozstvi
15 mmol/l FMOC-CI. Tato smés byla michana po dobu 2 minut, poté byly pfidany 2 ml
pentanu a smés byla opét michdna 40 sekund. Testovdano bylo mnozstvi od 100 pl do
1 000 pl. Derivaty byly opét ptipraveny vzdy 3x a kazdy byl 3krat zméfen. Z naméfenych
hodnot znazornénych v grafu 1 vyplyva, Ze plocha piku je vyrazné zavisla na mnoZstvi
derivatizacniho ¢inidla. Vyznamnéjsi narist zacina od 300 ul FMOC-CI a pokracuje do
hodnoty 900 ul FMOC-CI. Praveé pii mnozstvi 900 ul FMOC-CI byla zaznamenana nejveétsi
plocha piku. Velmi blizké jsou i hodnoty pi#i pouziti 800 ul a 1 000 ul FMOC-CI, nebot’

Vv obou piipadech je tubytek mensi nez5%. Pfi zvySujicim se mnozstvi FMOC-CI
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nedochéazelo k vyraznéj$imu vlivu na pozadi, proto bylo vyhodnoceno jako nejvhodnéjsi

mnozstvi 900 ul FMOC-CI.

Vliv mnozstvi FMOC na plochu piku DMA-FMOC
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Graf 1: Vliv mnozstvi FMOC-CI na plochu piku DMA-FMOC

Jelikoz se do pentanu extrahuje i vznikly derivat, byl tento nezadouci ubytek zmirnén
snizenim mnozstvi extrakéniho c¢inidla. Derivatizace byla provedena smichanim 100 pl
1 mol/l boratového pufru, 400 pl 0,1 mmol/l DMA a 900 ul 15 mmol/l FMOC-CI. Smés byla
michana 120 sekund a poté 40 sekund po ptidani extrakéniho ¢inidla. Testovano bylo 2 000,
1 500, 1 000 a 500 pl pentanu. Vliv mnozstvi pentanu byl opét sledovan v zavislosti na plose
piku derivatu a vysledky jsou znazornény v grafu 2. Pfi snizeni mnozstvi pentanu doslo
k ristu plochy derivatu, aniz by doslo k vyraznéj§imu zvySeni pozadi. SniZeni je vSak mozné
pouze na mnoZstvi 1 ml, nebot” pii niz§im mnoZzstvi dochazi k prekryti chromatogramu pikem
derivatizacniho ¢inidla. Pfi porovnani pouziti 1 a 2 ml pentanu je narlst plochy piku

pfiblizn€ 0 21 %. Z tohoto ditvodu bylo plivodni mnoZstvi sniZeno na 1 ml pentanu.
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Vliv mnozstvi pentanu na plochu piku DMA-FMOC
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Graf 2: Vliv mnozstvi pentanu na plochu piku DMA-FMOC

4.4.2 Kalibrace metody

Po zjisténi optimalnich podminek pro vznik derivatu, byla prométena kalibracni
zavislost. V této zavislosti byla vyhodnocena jeji linedrni ¢ast a zjistén limit detekce. Derivat
byl vzdy pfipraven smichanim 100 pl 1 mol/l bordtového pufru, 400 pl DMA o pfislusné
koncentraci a 900 pl 15 mmol/l FMOC-CI. Smés byla michana 120 sekund a poté 40 sekund
po pfidani 1 ml extrakéniho €inidla. Pro spravnost metody byla provedena validace kalibra¢ni
zéavislosti. Podminkou uspé$né validace je maximalni odchylka nejniz§iho bodu do 20 % a
ostatnich boda do 15 %.

Kviili dosaZeni co nejniz§iho LOD, byly niZsi koncentrace promé&feny s vyssi citlivosti
detektoru. Nejprve byly na detektoru nastaveny paramtery medium 4x a poté byly proméfeny
koncentrace od 1-10* mol/l do 5-10" mol/l DMA. Z nam&fenych dat byla vyhodnocena
linearni &ast, ktera byla od 1-10™* mol/l do 1-10° mol/l DMA. Hodnoty byly vyneseny do
grafu 3 a jejich linearita byla zhodnocena pomoci koeficientu determinace R? ktery mél
hodnotu 0,9980.
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Kalibracni zavislost DMA-FMOC
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Graf 3: Kalibra¢ni zavislost DMA-FMOC

Pro dosazeni niz§iho LOD byly nastaveny parametry detektoru na citlivéj$i hodnotu
medium 16x. Pii tomto nastaveni byly prom&feny koncentrace 1-10° mol/l do 1-10~" mol/I
DMA. Vyssi koncentrace nebylo mozné proméfit, nebot’ piesahovaly kapacitu detektoru. Jako
limit detekce byla v tomto ptipadé zvolena koncentrace, jejiz plocha byla prokazatelné vétsi
nez plocha pozadi ve slepém pokusu. Pfi tomto nastaveni detektoru je limit

detekce 22,5 pg/l (tj. 5-10" mol/l).

4.5 Metoda pro dansyl chlorid

Metoda vychazi z praci pro stanoveni N-nitrosodimethylaminu Y a polyamini
v mogi B9, Opét bylo optimalizovano slozeni mobilni fdze, mnozstvi derivatiza¢niho, reakéni
¢as a teplota. Jako modelovy amin byl pouZit dimethylamin stejné jako v pfedchozim ptipadé,
aby bylo moZné metody porovnat. Emisni a excita¢ni vinové délky byly nastaveny na hodnotu
340 nm a 530 nm. JelikoZ dansyl chlorid nevykazoval fluorescenci pozadi, bylo mozné ihned
nastavit citlivost detektoru na vyssi hodnotu. Pro optimalizaci byly nastaveny parametry na

hodnoty high 4x. Pro zjisténi LOD byl detektor pienastaven na citlivéjsi high 16x.
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45.1 Optimalizace metody

Derivatizace byla opét provadéna v 5 ml nadobkach, ve kterych bylo smichéano
400 ul DMA (u slepého pokusu 400 ul redestilované vody), 400 ul 0,5 mol/l NaHCO3 (pH 9)
a 300 pl 2 mmol/l DNS-CI (v acetonitrilu). Tato smés byla 20 sekund michana a poté vlozena
do suSarny, kterd byla predem vyhtatd na 70°C. Reakce probihala 10 minut a poté byly
derivaty ochlazeny ve vodni 1azni na pokojovou teplotu. ZvySena teplota zpiisobuje rozklad
derivatizacniho ¢inidla, coz zapfiCinuje odstranéni jeho nadbytku a neni tfeba pouzivat
extrakci. Tento proces dokazuje odbarveni pivodné zlutého roztoku. Po ochlazeni bylo do
chromatografu davkovano 20 ul pomoci autosampleru. K identifikaci piku DMA-DNS
slouzilo porovnani blanku (obrazek 13) s koncentracemi aminu 1-10°2 mol/l a 1-10* mol/l
(obrazek 14). Po nalezeni piku DMA-DNS byla proméfena excitacni (ptiloha 1) a
emisni (pfiloha 2) spektra. Po vyhodnoceni byla nalezena maxima Agx V 344 nm a Agm 526 nm
a tyto hodnoty byly nastaveny pro dalsi méteni.

Mobilni faze byla slozena z vody (pumpa A) a acetonitrilu (pumpa B) v poméru
60:40 (v/v). Po identifikaci piku DMA-DNS v 30,1 minuté bylo pro zkraceni doby analyzy
upraveno slozeni mobilni. Jako idealni pomér byl zjistén 40:60 % (v/v) s celkovym pratokem
0,5 ml/min. Touto zménou byla doba analyzy zkrdcena na 10 min a derivit DMA-DNS
eluoval v 7,8 minuté. Jelikoz nedochazelo k eluci dalSich piku, nebylo nutné vyuZzivat

gradientovou eluci.

&0 65 L]

Obrazek 13: Chromatogram slepého pokusu DNS-CI
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Obrazek 14: Chromatogram DMA-DNS (koncentrace DMA 1-10™* mol/l)

Podobné jako v ptedchozim ptipadé byl zkouman vliv mnozstvi ¢inidla na vytézek
derivatu. Derivat byl pfipraven smichanim 400 pl 0,1 mmol/l DMA, 400 pl 0,5 mol/l
NaHCOj3; (pH 9) a pfislusného mnozstvi 2 mmol/l DNS-CI. Smés byla michana 20 sekund a
poté reagovala 10 minut pti 70°C. Testovano bylo mnozstvi od 100 ul do 800 ul DNS-CI.
Derivaty byly ptipraveny vzdy 3krat a kazdy byl 3krat zméfen. Naméfené hodnoty byly
vyneseny do grafu 4 a vyhodnoceny. Plocha piku roste do hodnoty 300 ul DNS-CI a nasledné
pfi vétsSim mnoZstvi derivatiza¢niho ¢inidla plocha piku mirné klesd. Z toho vyplyva, ze
nejvhodnéjsi mnozstvi je pravé 300 pul DNS-CIl. Aby nedochazelo ke zkresleni vysledki
vlivem pozadi ¢i jinym zpiisobem, byla data pfi optimalizaci porovnavana se slepymi pokusy.

V Zadném z uvedenych piipadl ke zkresleni nedochazelo.

Vliv mnozstvi DNS-CI na plochu piku DMA-DNS
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Graf 4: Vliv mnozstvi DNS-CI na plochu piku DMA-DNS
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Mozné zvyseni vytéznosti derivatizace bylo testovano zménou reakéni teploty. Vliv
reakéni teploty byl zkoumdn pomoci plochy piku DMA-DNS. Derivaty byly piipraveny
stejnym zpiisobem jako v predchozim ptipad¢. Reakeni teploty byly zkoumény v rozmezi 40—
80°C. Reak¢ni doba byla pozménéna na 30 minut, aby reakce probéhla i u nizSich teplot.
Vysledky jsou znazornény na grafu 5, ze kterych byla vyhodnocena teplota 70°C jako

nejvhodnéjsi, protoze u tepoty 80°C je narust plochy piku jiz nepatrny.

Vliv teploty na plochu piku DMA-DNS
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Graf 5: Vliv teploty na plochu piku DMA-DNS

Jako dalsi vliv na vytéZnost derivatizace byla testovana reakéni doba. Derivaty byly
pfipraveny opét stejnym zplsobem jako v piedchozich ptipadech. Smés se nechala reagovat
zvolenou dobu pii 70°C. Reakéni doba byla testovana od 5 do 30 minut. Vysledky méfeni
jsou shrnuty v grafu 6. Nejvétsi vytéznost byla zaznamenana pii reakéni dobé 10 minut.

v

Témito testy bylo ovéfeno, Ze nejvhodnéjsi jsou pivodni reakéni podminky.
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Vliv reakcni doby na plochu piku DMA-DNS
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Graf 6: Vliv reakéni doby na plochu piku DMA-DNS

4.5.2 Kalibrace metody

Po provedeni optimalizace byla proméfena kalibraéni zavislost a zjistény LOD.
Derivaty byly ptipraveny smichanim 400 pl 0,5 mol/l uhli¢itanového pufru, 400 pl DMA o
pfislusné koncentraci a 300 pl 2 mmol/l DNS-CI. Smés byla michand 20 sekund a poté
umisténa na 10 minut do pfedem vyhraté susarny na 70°C. Derivatizace byla pro kazdou
koncentraci provedena 3krat a vzorek poté 3krat zméfen pfi citlivosti detektoru high 4x.
Nameétend data poté byla validovdna, kdy podminkou uspéSné validace byla maximalni

Koncentrace pro kalibraéni zavislost byly zvoleny od 10~* mol/I do 5-10~" mol/I DMA.
Linearni &ast byla vyhodnocena v koncentraénim rozmezi 5-10° mol/l az 1-10° mol/l.
Hodnoty byly vyneseny do grafu 7 a linearita zhodnocena pomoci koeficientu

determinace R?, ktery mé&l hodnotu 0,9996.
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Kalibracni zavislost DMA-DNS
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Graf 7: Kalibra¢ni zavislost DMA-DNS

Jelikoz DMA-DNS nevykazoval vysokou fluorescenci, je mozné zvysit citlivost
detektoru na maximalni hodnotu high 16x, a tim snizit LOD. Pfi tomto nastaveni byly
proméfeny koncentrace 5-10~ mol/l, 1:10”" mol/l a 5-10°® mol/l. Sougasné byly proméfeny i
slepé pokusy, které slouzily k porovnani vlivu pozadi. Pti porovnani namétenych hodnot byl
limit detekce stanoveny na 4,51 pg/l (tj. 1-10~" mol/l DMA), protoze pii koncentraci DMA

5-10"® mol/l nebylo moZné s naprostou jistotou uréit, zda se nejedna jiz o vliv pozadi.

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

Vzorovou metodou pro vytvotfeni postupu na stanoveni aminl slouZzila prace zabyvajici
se stanovenim 1¢éCiv saxagliptinu a vildagliptinu [69], Optimalizace podminek probihala stejné
jako u metody DNS-CI a modelovy amin byl opét zvolen dimethylaminem. Emisni a excita¢ni
vinové délky byly nastaveny dle ptivodni metody na hodnotu 470 nm a 540 nm. Citlivost

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

4.6.1 Optimalizace metody

Derivaty byly ptipraveny v 5 ml nddobkéach smisenim 400 pl DMA (u slepého pokusu
400 pl redestilované vody), 400 ul 0,5 mol/l boratového pufru (pH 8,5) a 400 pl 10 mmol/I

NBD-CI (v acetonitrilu). Tato smés byla michana 20 sekund a poté vloZena na 20 minut do
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suSarny vytemperované na 70°C. Po probéhnuti reakce byla smés ochlazena na laboratorni
teplotu a ddvkovéna do kapalinového chromatrografu.

K ur¢eni piku DMA-NBD bylo pouZito opét porovnani slepého pokusu (obrazek 15) a
koncentraci DMA 1-102 mol/l a 1-10* mol/l (obrazek 16). Po identifikaci DMA-NBD byla
proméfena excitacni (pfiloha 3) a emisni (pfiloha 4) spektra. Nejvyssi intenzity byly
zaznamenany v excitaénim spektru pii 477 nm a v emisnim spektru pti 544 nm. Tyto hodnoty
byly nastaveny u vSech dal$ich méfeni.

Pro identifikaci piku DMA-NBD bylo slozeni mobilni faze nastaveno izokraticky
v poméru 60:40 (v/v) voda — acetonitril s celkovym priatokem 0,5 ml/min. Derivat byl pii
tomto slozeni eluovan v 7,7 minuté. Jelikoz v chromatogramu nebyly zadné dalsi piky a doba

analyzy byla vyhovujici, bylo toto sloZeni mobilni fdze zvoleno za idedlni.
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Obrazek 15: Chromatogram slepého pokusu NBD-CI
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Obrazek 16: Chromatogram DMA-NBD (koncentrace DMA 1-10* mol/l)
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Stejné jako v predchozich dvou ptipadech byl jako prvni testovan vyznam mnozstvi
derivatiza¢niho ¢inidla na vytézek derivatizace. VIiv byl hodnocen pomoci plochy piku
DMA-NBD. Derivaty byly pfipraveny stejnym zpusobem jako v piedchozim ptipad¢€, pouze
se ménilo mnozstvi ¢inidla. K derivatizaci byly pouzity objemy od 100 ul do 800 ul NBD-CI
a naméfené hodnoty byly znazornény na grafu 8. Jako vhodné mnozstvi bylo vyhodnoceno
200 pul NBD-CI, nebot’ pifi tomto objemu byla plocha piku nejvétsi. Vliv pozadi ¢i jiného
zkresleni vysledkil bylo kontrolovano opét srovnavanim se slepymi pokusy. Ani s rostoucimi

objemy NBD-CI nedochazelo k ovlivnéni pozadi.

Vliv mnozstvi NBD-Cl na plochu piku DMA-NBD
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Graf 8: Vliv mnozstvi NBD-CI na plochu piku DMA-NBD

Jelikoz se v literatufe uvadi Siroké rozmezi teplot pro derivatizaci, byl zkouman vliv
teploty na vytézek derivatizace. Derivaty byly pfipraveny stejnym zplsobem jako
v piedchozich ptipadech. Doba reakce byla zachovana na 20 minut. Zménéna byla pouze
reak¢ni teplota, kterd byla testovana v rozmezi 40 — 90°C a vysledky jsou zndzornény na
grafu 9. Z namétenych hodnot vyplyva, ze pii reakéni dobé 20 min je teplota 40°C
nedostacujici. Naopak u teplot 50 — 90°C se pramery ploch pikli nelisi vice nez o 2 %.
Nejvyssi prumérnd plocha piku DMA-NBD byla zaznamenéana pii 70°C. Z divodu velmi
blizkych vysledki bylo zvoleno jako vybérové kritérium rozptyl dat jednotlivych méfeni.
Toto vyhodnoceni bylo realizovano pomoci funkce MS Excel Analyza dat metoda Anova:

v

vybrana jako nejvhodné;si.
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Vliv reakéni teploty mél vyrazny vliv na zabarveni roztokid, nebot’ plvodni Ciré
roztoky se zbarvily do zluto—oranzova az tmavé hnéda. Zbarveni roztoku se rostouci teplotou

posouvalo k tmavsim odstintim.

Vliv teploty na plochu piku DMA-NBD
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Graf 9: Vliv teploty na plochu piku DMA-NBD

Posledni testovany faktor, ktery by mohl mit vyraznéjsi vliv na vytézek derivatizace,
byl reakéni Cas. Derivaty byly pfipraveny stejnym postupem popsanym vyse, pfiCemz reakcni
teplota byla 80°C a Cas derivatizace byl optimalizovan. Testovdno bylo rozmezi mezi 10 az
60 minutami a namétené hodnoty byly znazornény do grafu 10. Maximalni hodnoty priméru
ploch byly dosaZeny pifi 20 a 30 minutach. Vyssi reakéni Casy vykazovaly pokles ploch
DMA-NBD. Z vysledkt vyplyva, Ze pii 80°C je dostacujici doba reakce 20 min. Podobné
jako v predchozim piipadé méla reakéni doba vliv na zabarveni vzorku. Ciré roztoky

vykazovaly tmavsi zbarveni se vzristajici dobou reakce.
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Vliv reakéniho €¢asu na plochu piku DMA-NBD
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Graf 10: Vliv reakéniho asu na plochu piku DMA-NBD

4.6.2 Kalibrace metody

Derivaty dimethylaminu byly pfipraveny smichanim 400 ul aminu, 400 pl 0,5 mol/l
boratového pufru (pH 8,5) a 200 nl 10 mmol/l NBD-CI. Smés byla michana 20 sekund a poté
vlozena na 20 minut do pfedem vyhiaté suSarny na 80°C. Citlivost detektoru byla zvolena
high 4x. Naméfena data byla poté opét validovana kritérii uvedenych v ptedchozich
metodach.

Proméfeny byly koncentrace od 10* mol/l do 1-10”" mol/l DMA. Po validaci dat,
které nevyhovovali koncentrace 5-10”" mol/l a 1-10" mol/l, byla linearni &ast vyhodnocena
v rozmezi 5-10° mol/l az 1-10° mol/l. Hodnoty byly vyneseny do grafu 11 a linearita
zhodnocena pomoci koeficientu determinace R?, ktery m¢l hodnotu 0,9999. Nevyhodou
metody byla nizkd reprodukovatelnost pro koncentrace 5-10"" mol/l DMA, coz vyrazné
sniZilo moznost kvantitativniho stanoveni.

Pro zjisténi limitu detekce byla citlivost detektoru nastavena na hodnotu high 16x. Pfi
tomto nastaveni byly prom&feny koncentrace 5-10" mol/l, 1-10”" mol/l a 5-10° mol/l, které
byly porovnany se slepymi pokusy. Po porovnani naméfenych hodnot byl limit detekce
stanoveny na 4,51 pg/l (tj. 1:10~ mol/l DMA), protoZe u koncentrace 5- 10 mol/l DMA byla

intenzita fluorescence na urovni blanku.
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Kalibracni zavislost DMA-NBD
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Graf 11: Kalibra¢ni zavislost DMA-NBD

4.7 Shrnuti metod

Pii hodnoceni metod bylo nejvyznamnéji pohlizeno na dosazeny LOD metody,
linearni rozsah a chromatografické podminky. Ackoliv ¢inidlo FMOC poskytuje vysoce
fluoreskujici derivaty, nebyla tato metoda vyhodnocena jako nejvhodnéjsi. Linearni rozsah
byl v tomto piipadé ptes dva koncentra¢ni fady. Vlivem vysokého pozadi nebylo ale mozné
nastavit maximalni citlivost detektoru, coz bylo jednim z divodl pro dosazeni LOD
pouze 22,5 pg/l. Nepiizniva je také délka analyzy, kterd z divodu velkého mnoZzstvi piki a
vysoké fluorescence cCinidla vzrostla na 45 min. Naopak vyhodou ¢inidla je rychly pribéh
derivatizace za laboratornich podminek.

Dansyl chlorid neposkytuje oproti ¢inidlu FMOC-CI pfili§ vysoce fluoreskujici
derivaty, coz umoziiuje nastaveni detektoru na citlivéjsi hodnoty. Nadbytek Ccinidla je
odstrafiovan teplotou, proto neni tieba vyuzivat extrakci a nedochdzi ke ztraté¢ derivatu.
Linearni rozsah metody je niz8i nez u metody FMOC, ale moznosti vyssi citlivosti detektoru
byl snizen LOD na 4,51 pg/l. Vyhodou je vyrazné kratSi analyza, mensi spotieba ¢inidla,
vy$si koeficient R?a chromatogram obsahujici malé mnozstvi pikd.

Posledni zkoumané ¢inidlo NBD-Cl vykazovalo velmi podobné chovani jako dansyl
chlorid. Linearni rozsah metody a LOD jsou dokonce totozné. Nevyhodou NBD-CI oproti
DNS-CI je vyssi reakéni teplota, delsi reakéni Cas a horsi reprodukovatelnost u nizsich

koncentraci. Celkové porovnani v§ech metod je znazornéno v tabulce 5.
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Tabulka 5: Porovnani metod

Cinidlo

FMOC-CI

DNS-CI

NBD-CI

Mnozstvi a
koncentrace ¢inidla

900 ul 15 mmol/l

300 pl 2 mmol/l

200 ul 10 mmol/l

Doba derivatizace 2,7 min 10,3 min 20,3 min
Teplota derivatizace 25°C 70°C 80°C

Doba analyzy 45 min 10 min 11 min
Linearni rozsah 1-:10*=1-10°mol/l | 5:10°—1-10°mol/l | 5:10°—1-10"° mol/I
LOD 22,5 ng/l 4,51 ng/l 4,51 ng/l

4.8 Kvalitativni stanoveni vybranych amint

Jelikoz ¢inidla DNS-CI a NBD-CI vykazovala podobné vysledky, byly pro nasledné
kvalitativni stanoveni vybranych aminti zvoleny ob¢ cinidla. Ke stanoveni bylo vybrano
14 aminu a jejich vycet je uveden ptiloze 6. Tyto aminy jsou vhodné jako senzibilizatory pro
smés s nitromethanem a tvofi spolu vybusnou smés.

S ¢inidlem DNS-Cl byly derivaty piipraveny smichanim 400 pl 0,5 mol/l
uhli¢itanového pufru (pH 9), 400 ul piislusného aminu a 300 pul 2 mmol/l DNS-CI.
Derivatizani smés byla po 20 vtefinovém michdni vlozena na 10 min do suSarny vyhtaté
na 70°C. Derivaty byly identifikovany porovnanim rtznych koncentraci aminli se slepym
pokusem. Mobilni faze byla sloZena z acetonitrilu a vody v poméru 50:50 (v/v) s prutokem
0,5 ml/min. Elu¢ni Casy standardnich vzorkd a odchylky jednotlivych méfeni jsou shrnuty
v piiloze 6. Triethylamin a pyridin nevykazovaly Zzadné zmény oproti slepému pokusu,
protoze nejspise s Cinidlem nereagovaly nebo tvofily nefluoreskujici derivaty. Derivaty
diethanolaminu, triethylaminu a ethylendiaminu eluovaly téméf ve stejny Cas, proto byla
mobilni faze zménéna na pomér 60:40 (v/v) acetonitril — voda. Touto zménou se podatilo
oddélit ethylendiamin od diethanolaminu a triethylaminu, které se vSak rozseparovat
nepodatilo. Jelikoz nebylo mozné tyto dva aminy rozseparovat, nebyl triethanolamin pfidan
do smési amint, protoze mél mnohem mensi plochu piku nez derivat diethanolaminu. Slozeni
mobilni faze pro separaci smési amind bylo 0 — 10 min 40% (v/v) B, 11 min 50% (v/v) B,
40 min 50% (v/v) B. Chromatogram smé&si amint s koncentraci 1-10™* mol/l je znazornén na

obrazku 17. V tabulce 6 jsou uvedeny limity detekce jednotlivych aminti ve smési.
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Obrazek 17: Chromatogram smési amini stanovené metodou DNS-CI

S ¢inidlem NBD-CI byly derivaty piipraveny reakci 400 ul aminu, 400 ul 0,5 mol/Il
boratového pufru (pH 8,5) a 200 ul 10 mmol/l NBD-Cl. Reakce probihala 20 minut pfi
teploté 80°C. Pfi identifikaci derivati byla mobilni faze slozena ze smési acetonitril — voda
v poméru 40:60 (v/v) S pratokem 0,5 ml/min. Jednotlivé elucni Casy derivatu standardnich
roztoku byly uvedeny piiloze 6. Jelikoz pii tomto slozeni mobilni faze eluovalo nékolik
aminll v podobny ¢as, bylo slozeni mobilni fize zménéno. Kvuli lepsi separaci a zkraceni
doby analyzy byla vyuzita gradientova eluce, ktera 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 aminil ve smési byly stejné jako s ¢inidlem DNS-CI. Vysledny chromatogram

s koncentraci amini 1-10™ mol/l je znazornén na obrazku 18 a limity detekce v tabulce 6.
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Obrazek 18: Chromatogram smési aminti stanovené metodou NBD-CI
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Tabulka 6: Limity detekce jednotlivych amind ve smési

Amin DNS-Cl [ug/1] | NBD-CI [pg/1]
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 591 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

Jelikoz realné vzorky budou stirany tamponky ze skelné tkaniny, bylo téeba piipravit
techniku pro extrakci latek. Pokud je na tamponek aplikovan vodny roztok, nedochazi
k vsaknuti vzorku, ale k tvorbé kapky. Z tohoto divodu byly pfipraveny roztoky DMA
Vv acetonitrilu, ktery byl vyuzit opét jako modelovy amin. Testovana byla extrakce do
acetonitrilu, methanolu a vody. Vybér nejvhodnégjsiho extrakéniho ¢inidla byl proveden
porovnanim slepého pokusu, extrakce DMA z tamponku a maximalniho vytézku DMA. Slepy
pokus byl pfipraven nanesenim 100 pl acetonitrilu na tamponek, ktery byl vlozen do
Eppendorfovy nadobky a nésledovalo pfidani 1,5 ml extrakéniho Cinidla. Extrakce DMA
z tamponku byla provedena totozné, pouze byl na tamponek nanesen roztok DMA
0 koncentraci 1-10°° mol/l. Maximalni v{t&Znost dimethylaminu byla zji§téna p¥idanim 100 pl
1-10° mol/l DMA do Eppendorfovy nadobky doplngnou 1,5 ml extrakéniho Ginidla. Doba
extrakce byla pokazdé 30 minut. Z Eppendorfovych nddobek bylo vzdy odebrano alikvotni
mnozstvi 400 pl a provedena derivatizace dle vypracovanych metod.

U metody DNS-Cl doslo pii derivatizaci extrahovaného DMA metanolem a
acetonitrilem k vylouceni bilych vlocek, které byly oddéleny pomoci centrifugy. Pti analyze
derivatd methanolického extraktu vykazovaly piky DMA deformaci. Tato koeluce byla
provéfena i u jinych aminli, u kterych se vyskytovala také. Deformace u derivatu
dimethylaminu (DMA-DNS) a propylaminu (PROP-DNS) jsou znazornény V piiloze 7. To

znemoznilo identifikaci amind, proto byl methanol jako extrakéni ¢inidlo pro metodu DNS-CI
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zamitnuto. Pii pouziti acetonitrilu jako extrakéniho Cinidla byla vytéznost pfili§ mala, coz
mohlo byt zplisobeno vznikem vlocek. Jako nejlepsi extrakéni Cinidlo byla vyhodnocena
voda, nebot’ nedoslo k vzniku vlocek a byla zaznamendna nejvetsi vytéznost. Porovnani
chromatogramt slepého pokusu (Cerny), extrahovaného DMA (riizovy) a maximalniho
vytézku DMA (modry) pro metodu DNS-Cl svodou jako extrakénim ¢inidlem bylo
znazornéno na obrazku 19. Vysledky extrakce jsou znazornény v tabulce 7, ackoliv hodnoty

pro methanol nebyly uvadény, kvili zkresleni vlivem deformace piku.

(10,000,000}

Obrazek 19: Porovnani chromatogrami metody DNS-CI pro DMA s vodou jako extrakénim ¢inidlem (slepy pokus - ¢erna,
extrahované DMA — rizové, maximalni vytézek DMA — modra)

Tabulka 7: Vytéznosti extrakci u metody DNS-CI pro dimethylamin

Extrakéni ¢inidlo Voda Acetonitril
55,07 0,37
53,37 0,48
54,91 0,49
Vytéznost [%]
51,15 0,59
50,60 0,53
50,71 0,46
Pramér [%] 52,64 + 2,08 0,49 + 0,07

U metody NBD-CI nebyly vySe popsané ani zadné jiné komplikace pozorovany a
derivatizace prob¢hla u vSech extraktl. Namétena data a vypoctené vytéznosti jsou uvedeny
v tabulce 8. Z vysledki byla vybrana opét voda jako nejvhodnéjsi extrakéni Cinidlo s nejvyssi
vytéznosti. Opét byly porovnany chromatogramy slepého pokusu (Cerny), extrahovaného

DMA (rizovy) a maximalniho vytéZku DMA (modry) pro metodu NBD-CI s vodou jako

67




extrakénim ¢inidlem bylo znazornéno na obrazku 20. Vytéznosti u obou metod s vodou jako

extrakénim ¢inidlem byly pro DMA velmi podobné a pohybovaly se primérné okolo 52 %.

Tabulka 8: VytéZznost extrakci u metody NBD-CI pro dimethylamin

Extrakéni ¢inidlo Voda Acetonitril Methanol
49,07 40,08 50,59
48,47 36,16 48,60
50,63 34,45 49,76
Vytéznost [%0]
55,32 33,15 45,43
52,10 37,58 45,64
55,99 37,43 46,27
Pramér [%] 51,93+ 3,16 36,48 +2,47 47,72 +£2,23
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Obrazek 20: Porovnani chromatogrami metody NBD-CI C1 pro DMA s vodou jako extrakénim ¢inidlem (slepy pokus -
Cerna, extrahované DMA — rizova, maximalni vytézek DMA — modra)

Jednotlivé vytéZnosti byly vypocteny dle vzorce 2. Kvili vlivu pozadi byly do vypoctu
zahrnuty 1 hodnoty ze slepého pokusu. V citateli byl rozdil plochy piku extrahovaného DMA
z tamponku a prumér ploch piku blanku. Ve jmenovateli byl rozdil priméru ploch piku
maximalni vytéznosti DMA a pruméru ploch piku slepého pokusu. Vysledek byl poté uveden

v procentech.

VYTEZNOST = — Aaminu_— 9Ablanku @

max .vytézku — DAplanku
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Extrakce byly provedeny u vSech identifikovanych aminli a vytéznosti extrakci jsou
uvedeny v tabulce 9. Jelikoz vytézky extrakce byly nizké, byla testovana extrakce s pomoci
ultrazvuku. Vzorky byly extrahovany opét 30 minut rozpoustédlem a poté byly vloZeny na
10 minut do ultrazvuku. Timto krokem byla zvySena Gc¢innost extrakce témét u vSech amint,
proto bude tato metoda vyuzita pii extrakci realnych vzorkt. Pro reprodukovatelnost byla

kazdé extrakce provedena ttikrat.

Tabulka 9: Vytézky extrakci do vody jednotlivych amint

Amin Extrakce rozpoustédlem Extrakce ultrazvukem
DNS-CI [%] NBD-CI [%] | DNS-CI [%] | NBD-CI [%)]
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+043 | 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 Realné vzorky

Redlné vzorky byly ziskany stéry nerezovych plechi (33 x 33 cm), které byly
umistény pod detonaéni smési. Ukdzka odpalist’ je uvedena na obrazku 21. Vybusniny byly
ptipraveny v den odpalu a smés byla slozena z nitromethanu a aminu v poméru 95:5 (m/m).
Ukézka nerezového plechu po detonaci je na obrazku 22. Stérovymi tamponky byla setfena
celd plocha plechu a tamponek byl ulozen do nadobky uzaviené vickem se septem.
V laboratofi byly podrobeny vySe popsané extrakci a extrakt byl zderivatizovan.
K identifikaci byla zvolena metoda s niz§im LOD (viz tabulka 6), jestlize byly LOD stejné,
byla zvolena metoda DNS-CI kvili rychlejsi pripravé derivati i samotné analyze.
Chromatogramy aminti byly porovnany se slepymi pokusy, které byly odebirany vzdy na

zacatku a konci odstrell, kvili ptipadné kontaminaci. Pouzité metody a vysledky identifikace

69




jsou shrnuty v tabulce 10. Ve vzorcich nebyly identifikovany pouze dva aminy (morfolin,
terc-butylamin), protoze b&éhem vybuchu pravdépodobné doslo k jejich Gplnému spaleni.
Kwvili reprodukovatelnosti byly z kazdého extraktu provedeny vzdy dvé€ derivatizace a kazdy

derivat tiikrat zméfen. Pti porovnani vysledkii naméfenych dat ze stejnych extraktl byl zavér

o identifikaci vzdy shodny.

Tabulka 10: Identifikace amind po detonaci

Amin Metoda Vzorek 1 Vzorek 2
Isobutylamin DNS-CI identifikovan identifikovan
Isopropylamin DNS-CI identifikovan identifikovan
Morfolin DNS-CI neidentifikovan | neidentifikovan
Propylamn DNS-CI identifikovan identifikovan
Sec-butylamin DNS-CI identifikovan identifikovan
Terc-butylamin DNS-CI neidentifikovan | neidentifikovan
Triethanolamin DNS-CI identifikovan identifikovan
Diethylamin DNS-CI identifikovan identifikovan
Butylamin NBD-CI identifikovan identifikovan
Cyklobutylamin NBD-CI identifikovan identifikovan
Ethylendiamin NBD-CI identifikovan identifikovan
Diethanolamin NBD-CI identifikovan identifikovan

Obrazek 21: Odpalisté
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Obrazek 22: Nerezovy plech po detonaci
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vypracovani analytické metody pro identifikaci
vybranych amind, které mohou byt pouzity jako senzibilizatory vybusnin. Nejprve byla
provedena literarni reSerSe pro stanoveni aminolatek kapalinovou chromatografii
s fluorescen¢nim detektorem. Pii této detekci bylo nutné provézt derivatizaci, pficemz
zvysena pozornost byla vénovana ¢inidlim vhodnym pro primarni i sekundarni aminy.

Po provedeni literarni reserSe byla jako vodna derivatizacni €inidla vybrana dansyl
chlorid, 9—(fluorenyl)ethylchloromravenéan a 4—chlor—7—nitrobenz—2,1,3—oxadiazol. U vSech
¢inidel byly optimalizovany derivatizaéni a chromatografické podminky na dimethylaminu.
Shrnuti a porovnani vypracovanych metod bylo uvedeno v ptfedchozi kapitole. Jelikoz
hlavnim cilem diplomové prace byla detekce aminii po detonaci, byla vybrana cinidla
DNS-CI a NBD-Cl, ktera byla pouzita pro stanoveni vybranych aminu.

Ke kvalitativnimu stanoveni ¢trnacti vybranych aminti byly pouzity vypracované
metody. Cinidly v$ak nebylo mozné stanovit vSechny zvolené aminy, pfi¢emz nebyl
identifikovan pyridin a triethylamin. Pro detekované aminy, S vyjimkou triethanolaminu, byla
vypracovana metoda pro separaci aminti ve smési a uréeny byly také limity detekce
jednotlivych amind ve smési.

Zhodnoceni vypracovanych metod bylo provedeno na realnych vzorcich. Jelikoz
realné vzorky byly pofizeny stéry kovovych plechii tamponky, bylo nutné vypracovat také
extrakéni metodu. Jako nejvhodnéjsi extrakéni ¢inidlo byla vyhodnocena voda. Extrakce byla
provedena u vSech detekovanych aminti a zhodnocena vzhledem k vytéznosti extrakce. Kvili
nizké vytéZnosti extrakci kapalinou byla metoda nahrazena extrakci pomoci ultrazvuku.
Vypracované metody byly aplikované na realné vzorky, pfi€emZz bylo detekovano deset
aminl z pivodnich dvanacti. Z vysledk vyplyva, Ze tyto metody jsou vhodné pro identifikaci

vybranych amintl v nizkych koncentracich.
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7 PRILOHY
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Pfiloha 1: Excitacni spektrum pro DMA-DNS
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Ptiloha 2: Emisni spektrum DMA-DNS
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Ptiloha 3: Excita¢ni spektrum DMA-NBD
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Ptiloha 5: Vysledky statistického testu

Anova: jeden faktor

Vybér Pocet Soucet Pramér 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

Piiloha 6: Elu¢ni ¢asy derivati s DNS-Cl a NBD-CI

DNS - CI NBD-CI

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
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Ptiloha 7: Deformace piku pfi extrakci metanolem
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