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ANOTACIA

Tato praca je zamerana na stanovenie aminov v roznych matriciach, konkrétne na aromatické
aminy. Cielom mojej prace je sa zamerat u aromatickych aminov na ich derivatizaciu pre

stanovenie metodou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie s fluorescencnou detekciou.
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TITLE

Analysis amines

ANNOTATION

This paper is focused on determination of amines in different states, specifically on aromatic
amines. The purpose of this paper is to be focused on aromatic amines and their derivatization
used for determination by a highly effective liquid chromatography with fluorescent detection

method.
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Zoznam skratiek

ACN - acetonitril

AK — aminokyselina

Dis—ClI — disylchlorid

FMOC-CI - 9 — fluorenyl-methyloxycarbonyl chlorid
HA — heterocyklicky amin

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografia
IgM — imunoglobulin M

Mh — molekulova hmotnost’

NCF-CI — 2-naftyloxycarbonylchlorid

NMA - N-methylanilin

PAU - polycyklické aromatické uhlovodiky

TCC — termostat s kolonou

tr - retencny Cas



Uvod

Cielom tejto bakalarskej prace je stanovenie aminov v réznych matriciach. Praca sa
podrobnejSie zaobera aromatickymi aminmi. U aromatickych aminov sa zameriava na ich

derivatizaciu pre stanovenie metdédou HPLC s fluorescenc¢nou detekciou.

Ucelom tejto detekcie je zaviest' do molekuly taka skupinu, ktora vykazuje fluorescenéné

vlastnosti a umozni nam tak detekciu tychto latok.
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1. Charakteristika chromatografie

1.1. Zakladné poznatky o chromatografii

Chromatografia je sthrnny termin pre sadu laboratornych technik na separaciu zmesi. Je
separacnou (deliacou) a sucCasne aj analytickou metédou (to znamena, zZe ndm poskytuje
kvalitativne a Kvantitativne informacie o vzorku). Vyuziva distribuciu latok medzi dve fazy:
mobilnt (pohyblivil) a stacionarnu (nepohyblivi). Tato zmes sa rozpusti v tekutine zvanej
mobilnd faza, nesie ju skrz Struktiru, ktord drzi iny material s nazvom stacionarna faza.
Rozne zloZky zmesi cestujl pri réznych rychlostiach, ¢o spdsobuje ich oddelenie. Separacia je
zalozena na diferencialnom rozdeleni medzi mobilnou a stacionarnou fazou. Jemné rozdiely v
dosledku rozdel'ovacieho koeficientu su vysledkom diferencialneho zadrzania na stacionarnej

fazy a tym sa meni rozdelenie zla¢eniny (McMurry, 2011).

Chromatografia moze byt preparativna alebo analytickd. Cielom preparativanej
chromatografie je oddelit komponenty zmesi pre pokrocilejSie pouzitie (forma cistenia).
Analytickd chromatografia sa vykonava obvykle s men$im mnozstvom materialu a je uréena

pre meranie relativnych pomerov stanovovanych latok v zmesi (Hostettman et. al., 1998).

1.2. Rozdelenie chromatografickych metod

NajcastejSie delime metddy podla nasledujucich piatich hladisk.

» Povaha mobilnej fazy: plynova , kvapalinova

> Spodsob prevedenia: kolonova (stipcova), plosna (plogna)

» Princip separacie: adsorpna, rozdelovacia, idnovo vymenna, gélova, afinitna,
chirdlna

» Pracovny postup: elu¢né (analytickd), frontalna, vytesiovacia

> Ugel: analyticka, preparativna
(Cazes, 2005)
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1.3. Separa¢né mechanizmy

- priciny zadrziavania a delenia separovanych latok
Gelova permeacné chromatografia

- vyuziva mechanického delenie molekul analytov v péroch gélu na zaklade ich
rozdielnej velkosti.
Rozdel'ovacia chromatografia
- vyuziva rozdielne rozpustnosti (a teda aj rozdielne distribiicia) molekul analytov
medzi dvoma uplne nemieSatelnym kvapalinami.
Adsorpcéné chromatografia
- vyuziva rozdielne adsorpcie molekul analytov na povrchu tuhej fazy s aktivnymi
centrami.
Ionovo vymenna chromatografia

- vyuziva rozdielne vymenné adsorpcie analytov (i6nov) na povrchu iénového menica
(Vondrak and Vulterin, 1985).
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2. Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Rozpust’adlo

Riadiaci

modul

Odplyrnovac

Cerpadlo

Vstrekovaéd

Termostat s kolonou

Detektor

Obrazok 1 — Moderna HPLC (http://www.se-source.com)

Chromatografia moze byt opisana ako velkokapacitny proces prenosu zahfiiajiici adsorpciu.
Je zalozend na kontinualnom opakovanom ustanovovani rovnovadzneho delenia zloziek
vzorku medzi dvoma navzajom nemieSatelnymi fazami stacionarnou a mobilnou fazou.
HPLC, ktort moZeme vidiet na obrazku ¢.1, pracuje pod vysokymi tlakmi kvapalin
privadzajice do kolony pomocou cerpadiel. Latky st separované na kolone na zéklade r6znej
afinity kvapalin alebo zmesi kvapalin k stacionarnej faze. Separované zlozky vzorku su
vnasané na zaciatok kolony do priidu mobilnej faze a optistaju ju v poradi v akom su v kolone
zadrZiavané. Najmenej zadrZiavané zlozky opustaju kolonu ako prvé, najviac zadrziavané ako
posledné. Mierou zadrZania (retencie) zlozky v chromatografickej koldne je jej retencny Cas tr
Aktivna zloZka z koldny, adsorbent, je spravidla granulovany materidl vyrobeny z pevnych

Castic (napr. oxid kremicity, polyméry, silikagel atd’.)(Gerber et. al., 2004).

K deleniu zmesi na jednotlivé zlozZky dochddza na chromatografickej kolone. ZloZzky vzorku
zmesi su od seba oddelené v dosledku ich réznych stupnov interakcie s ¢asticami adsorbenta

(staciondrna faza). Stacionarna faza je definovand ako nepohyblivy materidl naplneny do
14



chromatografickej kolony. Interakcia analytu s mobilnou a stacionarnou fazou moéze byt
ovplyvnena zlozenim jednak mobilnej fazy, ale aj pouzitim réznych typov stacionarnych faz
Vv kolénach. Kvapalina je typicka zmes rozpustadiel (napr. voda, acetonitril / alebo metanol)
a je oznaCovand ako "mobilnd faza". Jej zloZenie a teplota zohravaji vyznamnu tulohu v
procese separacie ovplyvnenim interakcie, ku ktorym dochadza medzi vzorkami komponenty
a adsorbentom. Tieto interakcie si fyzikdlneho charakteru ako je napriklad hydrofébna

(disperzné), dipol-dipol a idnova, najéastejsie kombinacie (Kazachevich and McNair, 2007).

Ak je staciondrna faza polarnejSia ako mobilna faza, hovorime o systémoch s normalnymi
fazami napriklad heptan, pentan chloform aich zmesi. V opa¢nom pripade ide o systém s
reverznou fazou (methanol, acetonitril, vodaa ich zmesi). Po prechode separacnou kolénou su
analyzované latky v mobilnej faze detekované v prietokovej cele detektora. Meranou
veli¢inou je fluorescencia, absorbancia, index lomu, elektrickd vodivost. Vystupom z
detektora je graficky zaznam zavislosti odozvy detektora na retenénom case, o sa nazyva
chromatogram, na ktorom sa hodnoti plocha alebo vyska piku a tuto zavislost mézeme vidiet
na obrazku ¢islo 2. Kvantitativna analyza sa vykonava na principe odpocitania vysledku z

kalibra¢nej krivky (Holzbecher, 1987).

50
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Obrazok 2 — Chromatogram bielkovin, koléna o rozmeroch 25 cm x 9,4 mm so stacionarnou fazou Zorbax GF — 250,
detekcia UV fotometrickai pri 210 nm, piky: 1) mySaci IgM 2) hoviidzi tyreoglobulin 3) B-amyliza zo zemiakov 4)
hovidzie sérum albumin 5) kuraci albumin 6) hovidzia RNAasa 7) azid (https://web.natur.cuni.cz)
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HPLC sa odliSuje od tradi¢nych ("nizkym tlakom"), kvapalinovych chromatografii pretoze
prevadzkové tlaky st vyrazne vysSie (50 az 350 Pa), zatial o beznd kvapalinova
chromatografia zvycCajne zavisi na gravitacnej sile, ktord sa odovzda cez mobilna fazu skrz
kolonu. Vzhl'adom k malému mnoZzstvu vzorku oddelené analytickou HPLC, typické rozmery
kolény su o priemere 2,1 - 4,6 milimetrov a dizka 30-250 mm. Tiez HPLC kolény su
vyrabané s menSimi Casticami sorbentu (2-50 mikrometrov v priemere velkosti Castic). To
dava HPLC vyssiu rozliSovaciu schopnost’ (schopnost’ rozliSovat medzi zlu¢eninami) pri
oddelovani zmesi a to robi chromatograficka techniku populdrnou. Na obrazku ¢islo 3

mobzeme vidiet' schému pristroja HPLC (Karger, 1997).

zasobnik zapis vyhodnoceni
rozpoustédel

prutokova
pumpa

detektor

| s
nastrik
vzorkl

délici kolona

Obrazok 3 — Schéma HPLC (http://labmet.zshk.cz)
2.1. Historia kvapalinovej chromatografie

Objavitelom chromatografie sa stal v roku 1903 botanik M.S. Cvet. Priekopnicka praca
spocivala v deleni chloroplastovych pigmentov z rastlinnych extraktov na sklenenej kolone
naplnené CaCOj s pouzitim organickych rozpustadiel. Znovuobjavenie nastalo v roku 1931

Kuhn a Lederer. Z historie kvapalinovej chromatografie:
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1940-1949 Martin a Synge ukazali, ze separacna rychlost’ je limitovand rychlostou
difazie rozpustenej latky z kvapalnej fazy. Separacia malych molekul, najmi
aminokyselin (AK vo vine)

1950-1959 Sober, Peterson a Gutter zaviedli pouzivanie médii na baze celulozy
(ibnomenice), Porath a Flodin prvykrat pouzili médium na baze dextranu pre gélovia
filtraciu

1960-1969 Hjerten opisal pouzitie separacnych médii na baze agardsy

1970-1979 Vyvinuta technika vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie tj. HPLC:
Halasz, Horvath, Kirkland et al., Regnier et al

1980-1989 Nové média s vysSou mechanickou odolnostou (CL- agardza, "cross-
linked") umoznuji pouzitie vyssSich tlakov pre separaciu; pod obchodnym nazvom
"Fast Protein Liquid Chromatography" uvedeny na trh systém bio-HPLC pre separaciu
biopolymérov

1990 Zdokonal'ovanie techniky perfizny chromatografie. Princip patentovany roku
1989 (Afeyan, Regnier, Dean). Separaciou s vysokym rozliSenim je mozné dosiahnut’

v priebehu jednej minaty (Dolan et al., 2013).

2.2. Hlavné sucasti kvapalinového chromatografu

Y V VYV V

Vysokotlakova pumpa

Davkovacie zariadenie

Deliaca koléna

Detektor (jednotlivy popis detektorov najdeme v tabulke Cislo 1)

Vyhodnocovacie zariadenie (zapisovac, pocitac, tlaciaren)

2.2.1. Vysokotlakova pumpa — ¢erpadla

Vysokotlakové cerpadlo s rozsahom volitelného a plne reprodukovatelného cerpaného

prietoku od 0,001 do 20,0 ml / min pri tlaku od 0 do 40 MPa je vhodné pre pouzitie ako v

analytickej tak aj v preparativnej HPLC. Je tieZ pouziteIné vsade tam, kde je potrebné presne

Cerpat’ kvapaliny do nizkych i vysokych tlakov, pricom Cerpanej kvapaliny mézu byt aj silne

agresivne (Holzbecher et al., 1987).
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TabuPka 1 — Detektory HPLC (prevzaté a upravené Holzbecher et al., 1987)

Nazov

Selektivita

Minimalna
detekovatel’'na

hladina (g / ml)

Linearny
dynamicky

rozsah

UV — VIS detektor

Pre vécsie organické
molekuly a zluceniny
prechodného kovu, ktoré
absorbuju UV - VIS svetlo.
V casovom rozliseni UV-
VIS spektier je mozné
rozseparovat’ nerozdelené

piky.

5.10 1

5.10*

Fluorescen¢ny detektor

Detekuje fluorescencné
ziarenie emitovanych
vzorovych zlu¢enin.
Specificka pri vysoko

kondenzovanych
organickych molekul.

107 ... 10°

~10°

Refraktometricky
detektor

Meria rozdiely medzi
indexom lomu eluatu
a Cistej mobilnej faze, nie je
prilis citlivy ale vel'mi
univerzalny.

4.107

10*

Detektor elektrickej

vodivosti

Specificky detektor s
nizkymi nakladmi na
zluceniny disociujuce na
i6ny (napriklad anorganické
a organické soli, tenzidy,
aminokyseliny )

10

10°

Hmotnostne selektivny

detektor

Najviac selektivny detektor
pre HPLC.

Silné poziadavky na
rozhranie (prechod z
vysokého tlaku stipca na
podtlak vnutri MSD).

10°
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2.2.2. Davkovacie zariadenie

Nastrikovym zariadenym moze byt Sest’cestny davkovaci ventil so smyckou alevo volitelnym
objemom a jeho podobu mézeme vidiet’ na obrazku ¢islo 4. Objem, ktory nastrikujeme sa
riadi rozmermy kolony. U analytickych aplikacii sa toto rozmedzie pohybuje od 5 — 100 pl.
Na semipreparativne a preparativne ucely 200 ul — 10 ml. Nasavanie vzorku za
atmosférického tlaku prebieha tak, ze vzorka je vstreknuta zo striekacky do smycky. Mobilna
faza sa pohybuje od pumpy do kolony. Nastrik vzorku za vysokého tlaku koname tak, ze

ventil sa prepne z "load" do "inject" pozicie. Mobilna faza prechadza smyc¢kou a vnasa vzorku

do kolony (Garaj et al., 1987).

HPLC systém

Injektor — Sesticestny ventil

Sample load Sample inject
£ Sample loop w;(\ﬁ‘ "".-% Sample loop w_@o
\‘-&‘aﬁ% «© \‘bﬂ;hp ‘T;Ot'o//z

Needle
MNeedle

LAY

e h \U‘D{'
Syringe / Syringe /

Sample Sample

Obrazok 4 — Sest’cestny ventil (http://slideplayer.cz/slide/3160943/)

2.2.3. Chromatograficka kolona
Chromatograficka kolona je zariadenie pouzivané v chromatografii na separaciu chemickych

zlucenin. Chromatografickd kolona obsahuje stacionarnu fazu, ¢o umoziuje mobilnej fazy
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prejst’ skrz. Chromatografické kolony roznych typov sa pouzivaju ako v plynovej tak v

kvapalinovej chromatografii.

Ulohou plasta kolony je udrzat’ pohromade stacionarnu fazu, pri¢om na kolénu su kladené

urcité poziadavky, ktoré treba dodrziavat’:

» musi byt chemicky inertny

» musi odolavat’ pomerne vysokym tlakom

» vnutorny povrch plasta kolony musi byt dostato¢ne hladky
(Holzbecher et al.,1987)

Tradi¢né kolony chromatografie boli vyrobené zo skla. Moderné kolony st vicSinou
vyrobené z borosilikdtového skla, akrilového skla alebo nerezovej ocele. Aby sa zabranilo
uniku stacionarnej fazy z kolony je interiér zhotoveny z polyméru, z nerezovej ocele alebo
keramickej siete obvykle aplikovany. V zavislosti na aplikacii materidlovo a velkostné

poziadavky sa mozu menit’ (Neue U.D., 1997).

Vlastna kolona HPLC sa sklada z kovového plasta (1), ktory je uzavrety poréznou kovovou
fritou (2), ktord zabranuje uvolniovaniu stacionarnej fazy (3) z kolony a sucasne umoznuje
plynuly prietok mobilnej fazy. Oba konce kolony st ukoncené ochrannym kruzkom (4)
a koncovou hlavicou (5), v ktorej je navitany vstup pre kapilaru so skrutkou (6). ZloZenie

kolony mdzeme vidiet’ na obrazku ¢islo 5 (Guillaume and Guinchard, 1995).

. - -

Obrazok 5 — Chromatograficka koléna (http://www.hplc.cz/)
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3.3. Druhy stanovenia

3.3.1. Kvalitativne stanovenie

Na identifikaciu latok v HPLC sa pouziva reten¢ného casu alebo retencnych objemov. Na
ucely identifikacie sa stupnica retencie kalibruje pomocou tzv. retenénych indexov (metdda
Standartov). Tento spdsob kalibracie bol navrhnuty pre plynovi chromatografiu pre
kalibra¢né standardy n-alkanov, v kvapalinovej chromatografii sa tieto Standardy nepouzivaji
(Cazes, 2005).

3.3.2. Kvantitativne stanovenie

Ulohou kvantitativneho stanovenie je najdenie vztahu medzi plochou alebo vyskou piku a
mnozstvom eluovanej latky. Oblasti vrcholov mozno najpresnejSie vyhodnotit pomocou
digitadlnych integratorov alebo riadiacou datastanicou, pouzitie planimetrie a triangulécia je uz
historiou. Najvicsia chyba vyhodnotenia chromatografického piku spoc¢iva v presnom uréeni

zakladnej linie na chromatograme (Churacek et al., 1990).
Medzi kvantitativne stanovenia patria metody:

» Metoda vonkajSieho Standardu (napouzivanejSim spdsobom je metdda kalibracnej
krivky — analyzujeme sériu $tandardov o znamej ale aj r6znej koncentracii a hl'ada sa
zavislost’ kalibracnej funkcie)

» Metoda Standardného pridavku (k vzorke priddme presné mnozstvo tej istej
latky, u ktorej sa mé stanovit’ nezndma koncentracia. VZzdy sa musia urobit’ najmene;j
dva nastreky vzorky - pri prvom sa davkuje presné mnozstvo vzorky, pri druhom sa
davkuje presné mnozstvo zmesi)

» Metoda jedného Standardného pridavku (dve analyzy: prvou analyzou znameho
objemu vzorku o neznamej koncentracii latky, kde dostaneme plochu piku. Druha
analyza, Ze kvzorke priddme zndy objem Standardu azndmu koncentraciu
a dostaneme druht plochu piku (Worsfold et al., 2005).

» Metoda viacerych Standardnych pridavkov (meriame plochu vrcholu pred a po
pridavku dvoch a viacerych $tandardnych pridavkov k analyzovanej vzorke a to nam

umoznuje stanovit’® koncentrdciu stanovovanej zlozky. PouZijeme extrapolaciu
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regresnej priamky v zavislosti meranej plochy a zmien koncentracie, musi v$ak spinat’
podmienku linearity)

Metoda vnutorného Standardu (prednost’ tejto techniky je v tom, Ze sa cela analyza
uskuto¢ni v jedinom nastreku a davkovany objem vzorky nie je potrebné presne
odmeriavat’. Princip metdédy je dany tym, ze sa nariedi vzorka vzorkou Standardu
pricom povodna koncentracia Standardu musi byt zndma. Uvedena technika ma dve
varianty a to metoda priameho porovnania a metdda kalibracnej krivky (Novakova

and Dousa, 2013).
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4, Aminy

V organickej chémii, aminy su zluceniny a funkéné skupiny, ktoré obsahuji bazicky atom
dusika s osamotenym parom. Aminy st formalne derivaty amoniaku, v ktorych jeden alebo
viac atdmov vodika boli nahradené alkylovou alebo arylovou skupinou. Na obrazku ¢islo 6,

mdzeme vidiet’ Struktiru primarnych, sekundarnych, tercidrnych a heterocyklickych zltcenin.

Alifaticky amin nema aromaticky kruh pripojeny priamo k atomu dusika. Aromatické aminy
maju atom dusika pripojeny k aromatickému kruhu, ako u roznych anilinov. Aromaticky kruh

znizuje alkalitu aminu, v zavislosti na jeho substituente. Pritomnost’ aminoskupiny silno

zvysuje reaktivitu aromatického kruhu, vzhl'adom k G¢inku darovaného elektronu (McMurry,

1992).

1CHg Ha CH
Hz | T Hzo. 2 .Co .. .CH e
HeC. 2 Cu 1 hH2 HaC 5 —HiHz S T Vi HaC~CHz-N;
Az He CHa Hz CHa
a 1% amine a 1% amine a 2% amine a 3% amine
IUPAC name 1-aminobutane 2-amino-2-methylpropane 1-methylaminopropans dimethylaminoethane
CA name butanamine 2-methyl-2-propanaming M-methylprapanamine M,M-dimethylethanamine
Comman name | h-butylamine tert-butylamine methylpropylaming ethyldimethylamine
MH2 . N
oo Qo oY e 8
. . ~ P i i i
i i | | |
H H H H H
aniline indaole piperidine pyridine pyrimidine pyrralidine pyrrole imidazole

Obrazok 6 — Struktira primarnych, sekundarnych, terciarnych a heterocyklickych zlu¢enin
(https://www2.chemistry.msu.edu)

4.1. Usporiadanie aminov

Primérne aminy - primarne aminy vznikaja, ked’ jeden z troch atomov vodika vo ¢pavku je
nahradeny alkylovou skupinou (R-NHy) alebo aromatickou. Délezité primarne alkylaminy
zahffaji metylamin, etanolamin (2-etanolamin), zatial Co primarne aromatické aminy

zahfnaju anilin.

Sekundarne aminy - dva organické substituenti, (alkyl, aryl, alebo oboje) viazané na dusik

spolo¢ne s jednym vodikom (alebo Ziadny vodik v pripade, ze jedna z vazieb substituentov je
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dvojitd). Medzi vyznamnych zastupcov patri dimetylamin a methylethanolamin, zatial' ¢o

priklad aromatického aminu je difenylamin.

Terciarne aminy - U tercialnych aminov, vSetky tri atomy vodika st nahradené organickymi
substituentami. Priklady moéze byt trimetylamin, ktory ma vyrazne rybi zdpach alebo

trifenylamin.

Cyklické aminy - cyklické aminy su bud sekundarne alebo tercidarne aminy. Priklady
cyklickych aminov zahfiiaji 3-Clenny kruh aziridiny a Sest’¢lenny kruh piperidin. N-
methylpiperidin a N-fenylpiperidin st priklady cyklickych terciarnych aminov.

Je tiez mozné, aby boli Styri organické substituenty na dusiku. Tieto druhy nie st aminy, ale
su kvartérne amoéniové katidony a maji nabité centrum dusiku. Kvartérne amoéniové soli

existuju s mnohymi druhmi aniénov (http://www.chemguide.co.uk).

4.2. Vyskyt aminov

Aminy su hojne sa vyskytujuce prirodné latky. Mozu byt produkty (mocovina),
medziprodukty metabolickych dejov (ornitin), stavebné prvky organickych zlaéenin
(aminokyseliny) alebo vznikaju rozkladom latok, prikladom je hnitie bielkovin
(trimetylamin). U rastlin z aminokyselin vznikaji alkaloidy ako odpadné produkty. Medzi

derivaty aminov patri aj nukleové kyseliny a niektoré vitaminy (Townshend, 1995).

4.3. Prirodné zliceniny dusika

Prirodné zdroje zlucenin dusika, z ktorych mnohé sa vyskytuju v rastlinach nazyvame
alkaloidy. Serotonin a tiamin su primarne aminy, coniine sekundarny amin, atropin, morfin a
chinin st tercidrne aminy a muskarin tetra amoniova sol. Na obrazku ¢islo 7 méZeme vidiet’

Struktiru prirodnych zlucenin dusika (Townshend, 1995).
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Obrazok 7 - Prirodné zluceniny dusika (https://www?2.chemistry.msu.edu)

4.4. Fyzikalne vlastnosti

Prepojenie vodika vyznamne ovplyviiuje vlastnosti primarnych a sekundarnych aminov. Bod
topenia a bod varu aminov je vyssi ako u zodpovedajucich fosfinov. Je vSak vSeobecne nizsii
ako u zodpovedajucich alkoholov a karboxylovych kyselin. Body varu niektorych aminov
moézeme vidiet vtabulke ¢islo 2. Napriklad methylamin a ethylamin st plyny za
Standardnych podmienok, zatial' ¢o zodpovedajuce alkoholy, methyl a ethyl su kvapaliny.
Poradie varu aminov je nasledovné: primarne > sekundarne > terciarne. Plynné aminy maja
vlastnu charakteristicku ¢pavkovi vonu, kvapalné aminy maju vyrazny "rybi" zapach. (Lide,

2005).

Nizsie alifatické aminy st plynnej povahy s rybim zdpachom. Priméarne aminy s tromi alebo
Styrmi atdmami uhlika, st kvapaliny pri teplote miestnosti, zatial' ¢o aminy s vy$§im poctom
uhlik st pevné latky. Anilin a d’alSie arylaminy s zvyCajne bezfarebné, ale zafarbenymi sa
stavaja, ak su uloZeny otvorené vzhl'adom k atmosférickej oxidacii. NiZSie alifatické aminy
mozu tvorit’ vodikové viazby s molekulami vody a preto st rozpustné vo vode. ZvySenie
velkosti hydrofobne alkylovej Casti sa zvySuje moldrna hmotnost’ aminov, ¢o ma za nasledok
zniZenie jeho rozpustnosti vo vode. VyS§ie aminy su nerozpustné vo vode. Organické
rozpustadlad ako je alkohol, benzén a éter 'ahko rozpustaju aminy. Alkoholy maju vyssiu
polaritu v porovnani Saminami a preto tvoria pevnejsie intermolekularne vodikové vazby

(Wojcik et al., 2009).
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TabuPka 2 — Body varu aminov (http://www.chemguide.co.uk)

Typ Vzorec bod varu
((®)
Primarne CH3NH, -6,3
Primarne CH3CH,NH; 16,6
Primarne CH3CH,CH;NH; 48,6
sekundarne || (CHs3),NH 7,4
Terciarne (CH3)3N 3,5

4.5. Chemické vlastnosti

Pritomnost’ nevdzebného elektronového paru na atome dusika urcuje zasadity charakter
aminu. Na zasaditost ma vplyv charakter uhl'ovodikovych zvyskov. VSeobecne plati, ak s na
dusiku viazané alkyly, je ich zasaditost’ vyssia nez u amoniaku, a ak su na dusiku viazané
aryly, je ich zasaditost’ niz§ia neZ u amoniaku. Teda metylamin je zésaditejSi nez anilin

(Lawrence, 2004).

4.6. Rozpustnost’ vo vode

Malé aminy vSetkych typov st velmi dobre rozpustné vo vode. Aminy su rozpustné
v organickych rozpustadlach, ako je éter, benzén, alkohol a inych. V skutocnosti tie, ktoré by
normalne boli n4jdené ako plyny pri izbovej teplote su obvykle preddvané ako roztoky vo

vode - v podstate rovnakym sposobom ako amoniak, ten je obvykle dodavany ako roztok
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¢pavku. Vsetky aminy mozu tvorit’ vodikové vézby s vodou - aj tie terciarne. Vznik vodikove;j
vizby mézeme vidiet na obrazku cislo 8. Aj ked terciarne aminy nemaji atom vodika
naviazany na atom dusika a tak nemdzu tvorit’ vodikové vdzby so sebou, moézu tvorit
vodikové vizby s molekulami vody len pomocou samostatného paru na dusiku (Lawrence,

2004).
hydrogen bond

CHs | O-H
| & I

EHg—f"i.l: ===== Hs,
CHx

Obrazok 8 — Vodikova vizba (http://www.chemguide.co.uk)

Rozpustnost’ klesa s narastom poctu atomov uhlika. Alifatické aminy st dobre rozpustné v
organickych rozpustadlach, predovsetkym v polarnych organickych rozpustadlach. Primarne
aminy reaguju s ketonmi ako je napriklad aceton. Aromatické aminy, ako anilin, maja svoj
osamoteny par elektronov konjugovany na benzénovo jadre a tak ich tendencia zapojit’ sa do
vodikovej vdzby sa znizuje. Ich body varu st vysoké a ich rozpustnost’ vo vode je nizka

(Lide, 2005).

4.7. Aromatické aminy

Aromaticky amin je organicka zlucenina pozostavajuca z aromatického kruhu pripojeného na
amin. Je to Siroka trieda zlucenin, ktora zahfna anilin ale aj mnoho zlucenin so zlozitejsimi
aromatickymi kruhmi a mnoho aminov so substituentami mimo NH;. V§eobecne vyskytujtice

sa zlu¢eniny mdzeme vidiet v tabul’ke ¢islo 3 (Vogt and Gerulis, 2005).

Aromatické aminy s trieda chemickych latok najdenych v plastovom a chemickom
priemysle ako vedl'ajSie produkty pri vyrobe zli¢enin, ako st polyuretanové peny, farbiv,
pesticidov, lieCiv a polovodiCov. Tiez ich mdézeme ndjst’ v znecistovani zivotného prostredia,
ako su vyfukové plyny vznetového motora, spal’ovanie drevnej Stiepky a gumy, tabakového
dymu (DeBruin, 1999, 2002). Existuji tri typy aromatickych aminov: monocylické,
polycyklické a heterocyklické.
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TabuPka 3 — Reprezentativne aromatické uhPovodiky ( prevzaté a upravené podl’a Vogt and Gerulis, 2005)

Aromaticky

kruh

benzén

benzén

toluén

toluén

naftalén

pyridin

pyrimidin

chinolin

purin

akridin

Nazov povodného

aminu

anilin

fenylendiamin

o-toluidin

diaminotoluen

1-Aminonaftalen

2-Aminopyridin

2-Aminopyrimidin

8-Aminochinolin

2-Aminopurin

9-Aminoakridin

4.7.1. Monocyklické aminy

Monocyklické aromatické aminy alebo derivaty anilinu, st medziprodukty pri vyrobe gumy,
plastu, polyuretanovej peny, farbiv, pesticidov a lie¢iv. Iahko sa vstrebavaju do tkaniva
Vv podobe lipofilnych latok atak poSkodzuji membranu bunky. Vdychovanie véacSieho
mnozstva toluénu pdsobi hepatotoxicky-neurotoxicky. Z hl'adiska potencialu karcinogénneho

je z nich najzévaznej$i benzén.V tejto Casti st opisané monocyklické aromatické aminy,

Priklad

substituované aniliny

antioxida¢ny p-fenylendiamin

farmaceuticky prilokain

vlasy- farbiaca prisada 2,5-diaminotoluen

Victoria modrej farby

droga tenoxicam

nukleobdza cytozin

droga primachinu

nukleobdza guanin a vitamin kyselina listova

fluorescenéné farbiva

vratane anilinu, aminofenolov, antranilatu, methylanilinu a chloranilin (Perera, 1996).
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> Anilin

Anilin sa ako organicka baza pouZziva na vyrobu farbiv, drog, vybusnin, plastov a vo forme
fotografickych a gumarenskych chemikalii. Prvy anilin sa ziskal v roku 1826 destruktivne
destilaciou indigo. Jeho nazov je prevzaty z Specifického nazvu rastliny Indigofera Anil,
indigo(davat’). Anilin sa pripravi komer¢ne hydrogenizaciou nitrobenzénu alebo pdsobenim a
moniaku na chlérbenzén. Primarny aromaticky amin, anilin je slaba baza a tvori soli s
mineralnymi kyselinami. V kyslom roztoku s kyselinou dusitou sa prevedie anilin na
diazoniovt sol’, ktora je medziproduktom pri priprave velkého mnozstva farbiv a inych
organickych zlticenin komeré¢ného zdujmu. Ked’ sa anilin zahrieva s organickymi kyselinami,
poskytuje amidy nazyvané anilidy ako je napriklad acetanilid z anilinu a kyseliny octove;.
Cisty anilin je bezfarebna latka, vysoko jedovata olejovitej konzistencie s charakteristickym

zapachom (https://www.britannica.com).
» Aminofenoly
Aminofenol sa m6ze odkazovat na jednu z troch izomerickych chemickych zlucenin:

2-Aminophenol
3-Aminophenol

4-Aminophenol

2-aminofenol je organicka zlucenina a spolu s jeho izomérom 4-aminofenol st to amfotérne
molekuly a redukéné cCinidla. Je to uZzitocné Cinidlo pre syntézu farbiv a heterocyklickych
zliCenin. 2-aminofenol je biely prasok, hydrofilného charakteru, je mierne rozpustny
v alkoholoch a mozZe byt rekryStalizovany z horucej vody. Ma celu radu vyuZziti. Ako
reduk¢né ¢inidlo, ktoré je predavané pod nazvom Atomal a Ortol na rozvijanie ¢erno-bielych

fotografii. (Mitchell and Waring, 2002).

2-aminofenol je medziproduktom pri syntéze farbiv, ¢o je uzitocné najmé pri ziskavani
kovokomplexnych azofarbiv pri diazotacii. Farbiva s pouzitim medi alebo chromu su bezne

pouzivané na vyrobu matnych farieb (Grychtol and Mennicke, 2002).
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4-aminofenolu (nebo para-aminofenol nebo p-aminofenol) je organicka zluc¢enina so vzorcom
HoNCgH4OH. Obvykle je k dispozicii vo forme bieleho prasku. Bezne sa pouziva ako vyvijac

pre ¢ierno-biely film.

Je mierne rozpustny v alkoholoch, hydrofilného charakteru a méze byt rekrystalizovany

Z horucej vody. V pritomnosti baze sa rychlo oxiduje (Mitchel and Waring, 2002).
» Antranilova kyseliny

Antranilova kyseliny (o-amino-benzoova kyselina, 2-aminobenzoova kyselina) (Hardy, 1997)
je aromaticka kyselina so vzorcom CgHs(NH2)(CO,H). Molekula sa sklada zo
substituovaného benzenového jadra, a preto je klasifikovana ako aromaticka s dvomi

n

susednymi bud "orto" funkénymi skupinami, karboxylovou kyselinou alebo aminom.
Zlucenina je teda amfotérneho charakteru. Kyselina antranilova je biela pevna latka aj ked’
obchodné vzorky sa mozu objavit’ zIté. Niekedy je oznacovana ako vitamin L1 a ma sladkasta
chut. Kyselina antranilova je V priemysel'nej vyrobe medziproduktom pri vyrobe azofarbiv
a sacharinu. Jeho estery sa pouzivaji pri vyrobe parfumov s imiticiou vone jasminu

a pomaranca (Logullo et al., 1976).
» N - methylanilin

N-methylanilin je derivdtom anilinu. Je to organickd zlifenina s chemickym vzorcom
CeHsNH (CHj3). Latka existuje ako bezfarebna alebo slabo nazltla viskozna kvapalina a
hnedne, ked’ je vystavena vzduchu. Chemickd latka nerozpustnd vo vode. PouZiva sa ako
latentné a spojovacie rozpustadlo a je tieZ pouZivany ako medziprodukt pre farbiva,
agrochemikalii a pri inych vyrobkoch organickych produktov. NMA je toxicky a mdze dojst
k poSkodeniu centrdlneho nervového systému, a moze tiez spOsobit’ zlyhanie pecene a

obliciek.
> 4 - Chloranilin

4 — chloranilin je pevnd, organochlorova zlicenina svetloZltej farby. Nepripravuje sa z anilinu
ale hydrogenaciou 4 — nitrochlérbenzénu, kteoy sa pripravuje nitraciou chlorbenzénu. 4-
chloranilin je délezitym stavebnym prvkom, pouzivanim v chemickom priemysle na vyrobu
pesticidov, lie¢iv a farbiv (Booth, 2005).
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4.7.2 Polycyklické aromatické uhl’ovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky tvoria velkt skupinu organickych zlucenin
obsahujucich dva alebo viac spojenych aromatickych cyklov tvorenych atémami uhlika a
vodika. PAH st pevné za izbovej teploty, maju relativne vysoké teploty topenia a varu a nizke
tlaky nasytenych par. PAH st rozpustné v mnohych organickych rozpustadlach a sa v
podstate nerozpustné vo vodnych systémoch. Vic¢sina PAH maji fluorescenéné vlastnosti.
Tuhé necistoty a kyslik mézu znizovat’ kvantovy vytazok fluorescencie. PAH st pomerne
chemicky inertné zluceniny. Niektoré zluCeniny sa degraduju pocas zahrievania (Nollet and

Toldf4, 2012).

Najjednoduchsie chemikalie su naftalin, ktory ma dva aromatické kruhy a tri aromatické

kruhy maju zlt€eniny antracén a fenantrén (Moss, 1998).

4.7.3. Heterocyklické aminy

Heterocyklické aminy st skupinou vel'mi Skodlivych latok, ktoré st genotoxické a maju
schopnost’ mutagénnu aj karcinogénnu (preukazané u hlodavcov krys a mysi). Z potravy bolo
izolované najmenej 23 heterocyklickych aminov. NajvyznamnejSiu skupinu HA tvoria
heterocyklické aromatické aminy s tromi cyklami. St to vel'mi silné mutageny a karcinogeny
(mnohonasobne silnejsie nez do ich objavenia najsilnej§i znamy karcinogén,
hepatokarcinogen aflatoxin). Pre ich mutagénnost’ je rozhodujtca substitu¢na skupina NH; na
dusikatom aromatickom petclennom alebo Sest¢lennom heterocykle a poloha NH, k nemu,

pripadne substitiicia methylskupiny (Sugimura et al., 1996).

HA vznikaji tepelnym rozkladom proteinov alebo jednotlivych aminokyselin, najma
tryptofanu, fenylalaninu a kyseliny glutdmovej. Vytvaraju sa pocas tepelnej pripravy potravin
dvoma spdésobmi a to pyrolytickou reakciou pri zvySnej teplote (nad 300°C). Pri nizSich
teplotach (do 300°C), vznikaju zliceniny, ktoré su silnejSie mutagény nez zliceniny, ktoré sa
vytvaraju pri vyssej teplote. Kazd4a aminokyselina dava vznik jednému alebo viac unikétnym
HA. Ich vznikajuce mnozstvo je umerné vyske teploty a Casu jej posobenia na potravinu

(Nagao et al., 1996).
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5. Derivatizacia

Derivatizacia je extra krokom v analyze vzorky. Iba v tom pripade je vhodny, ak ul'ahcuje
izolaciu, sepraraciu alebo detekciu latky, alebo vedie k silnejSim (lepSim) vysledkom
zlepsenim  stability latky, redukovanim interferencie zostietovania, zlepSenim
reprodukovatel'nosti metody, alebo zjednodusSuje kroky vyroby v danej metdde. Vela zlacenin
postrada vhodny chromofor (zistitelné UV-VIS), fluorofor (zistitelné fluorescenciou a
chemiluminiscenciou), elektrofor (zistitelné elektrochemicky), alebo maju nizku ioniza¢n
ucinnost’ (zistitelné hmotnostnou spektrometriou) k tomu, aby sa dali detekovat v

ocakavanych koncentraciach (Knapp, 1979).

5.1. Derivatizacia v HPLC

5.1.1. Sposoby derivatizacie
» Postkolonova derivatizacia (reakcia prebieha za kolonou) — nenastavaji zmeny
v chromatografickom systéme
» Predkolonova derivatizacia ( reakcia prebieha pred koléonou ) — umozni nam

zmeny v chromatografickom procese

K postkolonnym reakciam dochadza v reaktore s kontinualnym prietokom a nemusia byt
kvantitativne, kym st reprodukovatel'né. Reakéné Casy su obvykle obmedzené dizajnom
reaktora a mali by byt dostato¢ne rychle, aby kolonne rozliSenie nebolo znicené diftziou
v zariadeni reaktora. Ako ¢inidlo, tak vedl'ajsie produkty (ak st) nemusia byt detekované pri
podmienkach pre detekciu analytov alebo musia byt jednoducho separované od analytov po
derivatizacii a pred detekciou. Nasledujiica operacia moZze byt vykonand extrakciou v prude
segmentovanych rozpustadiel (zmieSavanie nemieSatelnych rozpustadiel), ale zvySuje
zloZitost konStrukcie reaktora. Aj ked’ postkolonna derivatizacia umozZiuje nezavisli
optimalizaciu podmienok pre separaciu a detekciu, nie je neobvyklé pre optimalnu
kompoziciu rozpustadiel na separdciu, aby boli nekompatibilné s poziadavkami
derivatizacnej reakcie. Toto mozZe obmedzit' niektoré aplikacie postkolonnej derivatizacie

(Lunn and Hellwing,1998).
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Pri predkolénnej derivatizacii musi byt' zvolena reakcia kvantitativna, aspon priblizne, a bez
obsahu vedrlajsich produktov. Reakéné podmienky sa mozu optimalizovat’ bez Casovych
obmedzeni. Ak je to mozné, vzorky sa spracovavaju v sériach, ato svysokou mierou
automatizacie a kontroly reakénych podmienok. AvSak, mozu sa spracovavat aj manudlne
alebo pre jednotlivé vzorky. VSeobecne plati, Ze musi byt’ k dispozicii jednoduchd metéda na
rozdelenie nadbyto¢ného ¢inidla a inych produktov z derivatov, ak by interferovali v separacii
alebo pri detekcii derivativov. To je celkom pravdepodobné, ak Cinidlo a derivativ zdiel'aju

vzajomnu zakladnt Struktaru, ktora ovplyviuje odozvu detektoru (Blau and Halket,1993).

5.1.2. Dévody pouzitia derivatizacie v HPLC
» Zvysenie citlivosti alebo k umozneni detekcie vobec
» Zvysenie rozliSenia alebo k umozneni separacie vobec

» Zamedzeniu neziaducej sorpcie latok na kolonu

5.1.3 Aplikacia derivatizacie

K tvorbe detekovatelnych derivatov vedt rézne aplikovanéd erivatizacné reakcie. V HPLC

ich mame niekol’ko skupin:

K detekcii derivatov vhodnych v oblasti UV-VIS spektra
K detekcii derivatov vhodnou fluorometrickou
K detekcii derivatov vhodnou radiochemickou

K detekcii derivatov vhodnou elektrochemickou

YV V V VYV V

K detekcii derivatov vhodnou atomovou absorpnou

spektrofotometriou (Townshend, 1995)

5.2. Fluorescen¢ny HPLC detektor

Fluorescencia je svetelny jav, ktory sa prejavuje schopnostou niektorych latok absorbovat
svetlo urcitej farby (kratsej vinovej dizky) a nasledne emitovat’ svetlo inej farby (dlhiej
vinovej dizky). Fluorometrické detektory su zaloZené na principe fluorescencie a merani
sekundarneho ziarenia, ktoré inak nazyvame emisné. Je to Ziarenie, ktoré latka vyda po
absorpcii primarneho elektromagnetického Ziarenia, inak nazyvané excitacné Ziarenie.

U fotoluminiscencie, byva doba trvania u fluorescencie 10® az 10 sekundy. Absorbanciou
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elektromagnetického Zziarenia prechadzajii valencné elektrony zo zakladného singletového
elektronového stavu do réznych vibracnych hladin excitovaného singletového stavu. Energiu,
ktoru absorbovana excitovana molekula prijala, méze znovu vyziarit' ako fluorescenciu alebo
ju moéze premenit’ Uplne inym spdsobom mechanizmu na energiu vibra¢nu alebo ju preda
inym molekuldm. Ak strati vibratni energiu, prejde molekula najprv do zékladného
vibraéného stavu a potom emituje fluorescenéné Ziarenie, ktoré ma rovnaku vlnova dizku ako
absorbované Ziarenie. Castejsie je vlnova diZka emitovaného Ziarenia viacsia v dosledku
vibracnej relaxacie. Na obrazku ¢islo 9 mozeme vidiet' fluorescenény detektor, ktory sa
sklada: 1. vybojka (rtutova alebo xenonovd), 2. excitacnd mriezka (monochromator), 3.
Strbina, 4. prietokova cela, 5. mikroCocky, 6. cut-off filter, 7. emisna mriezka

(monochromator), 8. Fotonasobi¢ (Wilson and Poole, 2009).

o |
TR, N
|

Obrazok 9 — Fluorescenény HPLC detektor (http://www.hplc.cz)
5.3. Derivaty pre fluorometricku detekciu

Utelom tejto detekcie je zaviest do molekuly taku skupinu, ktord vykazuje fluorescenéné

vlastnosti a umozni nam tak detekciu tychto latok. Tieto derivaty vykazuji detekény limit az
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0 tri stupne nizSie ako derivaty detekované v ultrafialovej a viditenej oblasti spektra. Pre

praktické pouzitie fluoroderivatov by mali platit’ urcité predpoklady:

a) Rychla a kvantitativna reakcia za miernych podmienok (laboratorna teplota)

b) Tvorba nepolarnych derivatov dovol'ujuce ich extrakciu do nepolarnych rozpustadiel
c) Specifickost pre danti funkénua skupinu

d) Nadbytok derivatiza¢ného ¢inidla musi byt’ l'ahko separovatel'ny od jeho produktu

e) Derivaty by mali mat’ uspokojivé chromatografické vlastnosti a mali by byt

dostato¢ne stabilné (Dong, 2016).

5.3. Vyber derivatiza¢ného ¢inidla

Derivatiza¢né ¢inidlo méze obsahovat’ dve Casti: reaktivnu funkénti skupinu, ktord kontroluje
rychlost’, rozsah a selektivitu chemickej reakcie (tvorba derivatu), d’alej obsahuje konstrukénu
jednotku, ktord sa stard o dobri odozvu derivatu na detektore a v predkolonnych reakciach
modifikuje izolacné a separacné vlastnosti analytov. Pri vybere ¢inidla st dolezité podmienky
potrebné k reakcii a ¢i dané podmienky ovplyviiuju stabilitu analytov, stabilitu derivativov
a jednoduchost’, s ktorou je mozné nadbytocné ¢inidlo oddelit’ od derivativov. V zavislosti na
type vzorku, ¢i reakcia vyzaduje kompletne bezvodé podmienky alebo ¢i sa vyskytuje vo
vodnom roztoku, méze byt dolezitym faktorom. Tuzba po vyuziti rychlych a kvantitativnych
reakcii kladie obmedzenie na pocet ¢inidiel, ktoré sa obvykle pouzivaju a na typy funkénych

skupin analytov, ktoré je mozné jednoducho derivatizovat’ (Toyo'oka, 1999).

5.4. Cinidla pre detekciu fluorescencie a chemiluminiscencie

Detekcia fluorescencie sa pouziva pre tie metoddy, ktoré vyzaduju bud’ nizke detekéné limity
alebo vyssiu selektivitu. Niekol’ko organickych zlu¢enin prirodzene fluoreskuje a nespecifické
interferencie v determinacii fluorescenénych zlucenin su znizené v porovnani s UV-VIS
absorpnymi metodami. Okrem toho, fluorescenény proces vyzaduje excitaciu pri jednej
vinovej dizke a emisiu pri inej (dlhsej) vinovej dizke, ¢o dalej zvysuje selektivitu a
detekovatelnost. Volba excitaénych a emisnych vlnovych dizok poskytuje mozny
mechanizmus k rozliSovaniu fluorescencnych zlicenin v zmesi a zlepsenie selektivity. DlhSie
vinové dizky emisného signalu minimalizuju podiel rozptyleného svetla od excitaénej vinovej

dlzky, ¢o ma za nasledok nizku troven Sumu pozadia a moznost’ zosilnenia signalu. Toto
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Vv kombinacii s vySSou excitatnou energiou zdrojov fluorescencie je do znacnej miery
zodpovedné za zosilnenie signalu o dva alebo viac radov aumoziuje tak detekciu
fluorescenénych latok pri nizkych, pikogramovych, mnozstvach. Fluorescenény signal
podlieha mnozstvu interferencii matice, o moze ovplyvnit’ intenzitu signalu a emisna vinovu

dizku (Poole, 2003).

Fluoreskamin reaguje s vodou, alkoholmi a aminmi, ale stabilny fluorescenény produkt tvori
len s primarnymi  aminmi. Kvantitativne reakcie vo vodno-organickom rozpustadle
pufrovanom na pH 8-9,5 prebiechaju za menej ako minutu. Ulah¢uju postkolonnu stratégiu
detekcie a k hydrolyze ¢inidla dochadza sucasne. o-ftalaldehyd reaguje rychlo, 1 az 2 mindty,
s aminmi vo vodnom roztoku pufrovanom na pH 10 v pritomnosti thiolu (2-merkaptoetanol,

etantiol, atd’.) a vedie k tvorbe vysoko fluorescen¢ného 1-2-alkylisoindolu (Rammouz, 2007).

Ak je dolezita stabilita derivatov, tak su vhodnou alternativou amidové derivaty obsahujice

akridin alebo fluorofor karbazolu (Salvatore, 2013).

Daju sa jednoducho pripravit’ vyuzivajic ¢inidla s reaktivnou skupinou acetyl chloridovu.
Fluorenylmetyloxykarbonyl chlorid reaguje s aminmi v zasaditom roztoku za menej ako
jednu minatu. Derivaty sa daju skladovat, ale musia byt ochrdnené voci nadbyto¢nému
¢inidlu, pretoZe derivaty a ¢inidlo maji podobné fluorescenéné vlastnosti. Alternativne moze
byt’ reakcia ukoncend pridavkom nadbytku aminu, ktory je mozné jednoducho separovat’ od
dolezitych derivatov. 4-Chloro-7-nitrobenzofurazan tvori vysokofluorescenéné derivaty
s aminmi, ale len slabé ¢i nefluorescencéné produkty s anilinami, fenolmi a tiolmi v zlom

vytazku (Santa et al., 2008)

Aj v pripade, Ze je Cinidlo nefluoreskujuce, interferuje s fluorescenciou derivatov, a preto by
malo byt nadbyto¢né c¢inidlo odseparované. 4-fludro-7-nitrobenzofurazan analdg je
reaktivnej$i a nahradil 4-chloro-7-nitrobenzofurazan v mnohych zjeho beznych aplikacii
(Mukherjee and Karnes, 1996).

5.5. Cinidla pre aminy

Aminy sa obvykle derivatizuji kyselinou chloridu k vytvoreniu fenolom substituovanych
amidov alebo sulfoamidov. Sangerovo ¢inidlo, 2,4-dinitro-1-fluorbenzén, pévodne vlozené

k identifikacii N-termindlnych zvySkov amino kyselin v proteinoch, je Casto pouzivanym
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derivatizatorom aminov. Karbamatne a fenyloctanové Ccinidla sa moézu pouzit pre
derivatizaciu aminov za miernych podmienok bez katalyzatora. Fenyl isokyanat je bezne
pouzivany pre predkolonnu derivatizdciu aminokyselin (derivaty fenylthiokarbamylu) pre

rozdelenie spatno-fazovou kvapalnou chromatografiou (Palego et al., 2010)

5.5.1. Sulfonylchloridy
5-N, N'-dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid

Dansylchlorid je reakéné cinidlo, ktoré reaguje s primdrnymi aminoskupinami ako v
alifatickych tak aj v aromatickych aminoch za vzniku modro- alebo modro-zelenych
fluorescenénych sulfénamidovych aduktov. V miernom alkalickom prostredi prebiehaju
reakcie s primarnymi a sekundarnymi aminmi a aminokyselinami ale vo vodno-acetonovom
prostredi nam reakcia bude prebiehat’ za niekol’kondsobného nadbytku ¢inidla. U dansylacnej
reakcie nam vzrasta nielen pH prostredia ale aj rychlost’ hydrolyzy derivatov. Optimalne pH

prostredie sa nam pohybujeme od 9,5 do 10 (Walker, 1994).

Jeho derivaty su zIté krystalické latky, ktoré st rozpustné v organickych rozptstadlach ale iba
mierne rozpustné vo vode. Ich rozpustnost’ vo vode zavisi od pH roztoku. Na molekularnej
Struktire zavisia nielen spektralne vlanostnosti ale aj na vlastnosti rozpustadla a pH.
Absorpené hodnoty dansyslderivatov koeficientov sa pohybuju ezs, = 1,3x10%, €333 = 4,3x10°
v metanole (Seiler, 1970).

5-N, N'-dibutylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid

Bansylchlorid je sice analdégom dansylchloridu ale jeho derivaty su stabilnejSie a reakcie
s aminmi st pomalej$i. U tychto derivatov st vytazky fluorescencie asi o 10% vysSie jako u

dansylchloridu. Derivaty su menej polarne a st teda lepSie extrahovatelné.
6-N-methylanilinonaftalen-2-sulfonylchlorid

Obdobne jako u dansylchloridu tak aj mansylchlorid reaguje ako s primarnymi tak aj so
sekundarnymi aminmi. Mansylchlorid bol taktieZ navrhnuty ako c¢inidlo na urcenie N-
terminalnych aminokyselin. Jeho derivaty v porovnani S dansylchloridom maju vySsi
absorpény koeficient gp31 = 4,2x10%, €31 = 2,3x10* v propanole. Fluoreskuje pii hodnotach

vlnovej dizky 450 nm s excitaénym Zivenim 321 az 324 nm.
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2-p-chlorosulfofenyl-3-fenylidon

2-p-chlorosulfofenyl-3-fenylidon inak nazyvany disylchlorid reaguje s aminmi, imidazolmi,
fenolmi a alkoholmi na prislusné amidy respektive estery. Jeho derivaty maju oranzovu alebo
cervenu farbu a zaroven, mozu tieto derivaty byt prevedené na vysoko fluoreskujuce
derivaty 1-fenyl-3-p-sulfofenylisobenzofurany reakciou s alkoholickym hydroxidom draselym

alebo ethoxydem sodnym (http://www.hplc.cz).
1,2-naftoylbenzimidazol-6-sulfochlorid

1,2-naftoylbenzimidazol-6-sulfochlorid reaguje s alifatickymi, aromatickymi aminmi ale
dobie reaguje aj simidazoly a jeho reakcia prebicha v acetonitrile za pridavku vodného
roztoku uhli¢itanu draselného pri teplote 40 az 45 ° C. Jeho detekény limit sa pohybuje od 0,1

pmol az 50 fmol (Tocksteinova et al., 1983).

5.5.2. Karbonylchloridy

9-fluorenyl-methyloxycarbonyl chlorid

Vseobecne ich mozeme nazyvat’ chloroformaty (oxycarbonylchloridy) a z nich 9-Fluorenyl-
methyloxycarbonyl chlorid (FMOC-CI) reaguje ako s primarnymi tak aj so sekundarnymi
aminokyselinami. Pri reakcii vznikaju fluoreskujice derivaty s excitanim maximom pri
263 nm a emisnym maximom 313 nm. FMOC-CI sa pouziva vyhradne na derivatizaciu pred

kolonou (Wroblewski, 2017).

Aby nedochadzalo k reakcii s fenoly alebo alkoholy, tak reakcia prebieha v boritanovom
pufri pri pH 7,7. FMOC-CI sa pouziva vo vel’kom nadbytku, coz je znaénou nevyhodou, ktora
musi byt odstranend. Chybu odstranime Vv néaslednom extrakénom kroku pentdnom alebo
musime nadbytok odstranenit’ reakciou s hydrofobnym (nepolarnymi) aminom, ako napriklad
adamantamin alebo octylamin. Faktom je, Ze pri pouziti pentanu ako extrakéného média
Vv nieckol’kostupnovej extrakcii nadbytku ¢inidla zavadime do reakcie d’alSie chyby, ale naproti
tomu odstranenie nadbytku ¢inidla nepolarnymi aminmi zavadza do derivatizujiicej procedury
jediny krok navyse a nepredlzuje podstatne dobu analyzy. Problematickou reakciou je reakcia
histidinu, ktory moéze poskytovat mono- alebo disubstituované derivaty (Gustavsson and
Betnér, 1990).

38



2-naftyloxycarbonylchlorid

NCF-CI reaguje za pritomnosti uhli¢itanu draselného v benzénu v uzatvorenej vialke pri
teplote 100°C po dobu 1 hodiny s terciarlymi aminmi. Za tychto podmienok, aminy
podlichaju dealkylaciu. Vznikaju tak fluorescenéné derivaty vo vysokom vytazku, ktoré su
vhodné pre chromatograficka separatu. Excitaéna vinova dizka derivatov je 275 nm, emisna

vlnova dizka 335 nm s detekénym limitom radovo pmol (Giibitz et al., 1981).
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6. Zaver

Prva cast’ prace nam popisuje zakladné poznatkami o chromatografii, kde jej podstatou je
rozdelovanie zloziek zmesi medzi dvoma fazami. Jednou ztechnik je vysokoucinna
kvapalinova chromatografia, ktora je mimoriadne vhodna na separaciu materialov s vysokou
molekularnou hmotnost'ou, ktorych prchavost’ je vel'mi nizka a nedaju sa separovat’ pomocou

plynovej chromatografie.

Druhd cast prace sa zaobera aminmi. Najprv nam priblizuje vSeobecné aminy.
Aminy st organické zlucCeniny a tiez druh funkcénej skupiny, ktoré obsahuju dusik ako
klaicovy atom. Vo svojej Struktire aminy pripominaju amoniak, kde jeden alebo
viac vodikovych atomov je nahradenych organickymi substituentami. Dalej su v tejto Gasti
kapitoly popisané aromatické aminy, ktoré maji  aminova skupinu naviazanu

na aromatickom jadre. Najznamej$im zastupcomm tychto zlGc¢enin je anilin.

V tretej Casti sa zaobera derivatizaciou a vyberom vhodného derivatiza¢ného ¢inidla. Vyber
derivatizacného Cinidla je zalozeny na funkénej skupine poZzadovanej derivatizacie, chovaniu

ostatnych funkénych skupin v molekule a dévod vykonania derivatizacie.

Cielom prace bolo stanovenie konkrétnych aromatickych aminov, ktoré maji schopnost
fluorescencie. V bakalarskej praci som spomenula najznamejSich zastupcov ako su
dansylchlorid,  bansylchlorid,  mansylchlorid,  2-p-chlorosulfofenyl-3-fenylidon, 1,2-
naftoylbenzimidazol-6-sulfochlorid, 9-fluorenyl-methyloxycarbonylchlorid,

2 -naftyloxycarbonylchlorid.
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