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Aminy jsou dusikaté latky odvozené od amoniaku a podle po¢tu nahrazenych vodikd se
dé&li na primarni, sekundarni a terciarni '. Aminoslougeniny mohou byt jak pfirodniho tak
syntetického plvodu. Mezi nejznaméjsi prirodni skupiny aminu patfi alkaloidy, aminokyseliny,
neurotransmitery, koenzymy, proteiny a biogenni aminy. Z biologického materialu jsou poté
aminy uvolfiovany do pfirody pfi rozkladnych procesech. Syntetické aminy jsou vyrabény ve
velkém méfitku a v dnedni dobé jsou témér nepostradatelné. VyuzZivané jsou zejména pro
vyrobu légiv, barviv, vybusnin, syntetickych viaken, pryskyfic atd 2.

Aminoslouceniny se fadi do hoflavin, vybusnin a latek s nizkym bodem vzplanuti. Tyto
vlastnosti umozriuiji jejich vyuZiti jako vybusniny nebo jako jejich primési 3. Jako vybusniny se
vyuzivaji spiSe cyklické aminy, napfiklad hexogen (1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin ) nebo oktogen
(1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazokanen). Pravé oktogen je v dnedni dobé povazovan za jednu
z nejvykonngjsich trhavin. Jednodusi aminy mohou byt vyuZity jako palivo pro zvy$eni brizance *.

Kapalinova chromatografie s fluorescenéni detekci je vysoce citliva nedestruktivni
metoda pro latky emitujici fluorescenéni zafeni. Touto vlastnosti nedisponuji vSechny latky,
proto je nutna jejich derivatizace za pouziti vhodného &inidla. Pfi téchto reakcich je nutné
nastavit vhodné reakéni podminky. Mezi nejdulezitéjsi patii vhodné pH a teplota. Pozadované
pH je upraveno pomoci tlumivych roztokl a spravna reakéni teplota je zajisténa termostaty °.

Jako derivatiza¢ni ¢€inidla pro aminoslouéeniny lze vyuzit velké mnoZstvi latek. Jednou
z nejstarSich je dansyl chlorid, ktery je vhodny jak pro primarni tak i sekundarni aminy.
Nevyhodou je vSak vyssi reakéni teplota, dlouha reakéni doba a reakce s alkoholy a fenoly >*.
DalSim Cinidlem uzivanym pro primarni aminy je o-ftaldialdehyd (OPA), ktery je vhodny pro
predkolonovou i postkolonovou derivatizaci. Reakce probiha rychle a pfi laboratorni teploté.
P¥i derivatizaci OPA je nutna pfitomnost thiolu, nejCasté&ji 2-merkaptoethanolu, 2-ethanthiolu,

3-merkaptopropanové kyseliny nebo acetylcysteinu >’

. Fluoreskamin je také vhodny pro
primarni aminy a samotné Cinidlo nefluoreskuje. Derivatizace probiha za laboratorni teploty,
av8ak produkty jsou malo stabilni ve vodném prostfedi °. Cinidlo 9-(fluorenyl)
ethylchloromravendéan, oznaovano zkratkou Fmoc, se vyuziva pro derivatizace primarnich
i sekundarnich aminl. Produkty jsou stabilni karbamaty, které vznikaji rychle za laboratorni
teploty °. Nevyhodou je fluorescence samotného &inidla, proto je nutné nadbytek &inidla
odstranit. NejCastéji se eliminace provadi extrakci do vhodného rozpoustédla, kterymi jsou
pentan, hexan, dichlormethan nebo chloroform ®. Druhou variantou je derivatizace na pevné
fazi, kdy je vznikly derivat zachycen na sorbentu. Desorpce se provadi pomoci polarniho

rozpoustédla, nejéasté&ji acetonitrilem *°.
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EXPERIMENTALNI CAST

Derivatizaéni Cinidlo o koncentraci 15 mM bylo pfipraveno rozpusténim pevného Fmoc
v acetonitrilu. Boratovy pufr byl pfipraven rozpusténim kyseliny borité v redestilované vodé a
pomoci hydroxidu sodného bylo pH upraveno na hodnotu 8. Derivatizace diethylaminu (DEA)
byla provadéna v 5 ml nadobkach se Sroubovacim viékem. V nadobce bylo smichano 400 ul
aminu, 500 pl 15 mM 9-(fluorenyl)ethylchloromravenéanu a 100 pyl 1M boratového pufru.
Smés byla michana pomoci elektrické michacky (YELLOW LINE) intenzitou 2 200 ot./min po
dobu 120 sekund. Poté bylo k roztoku pfidano 10 ul kyseliny octové a 2 ml hexanu. Smés
byla poté michana 40 sekund. Do kapalinového chromatografu bylo pomoci autosampleru
(SIL — 10 ADVP) davkovano 20 pl vodné faze.

Pro separaci byla vybrana kolona KINETEX EVO - C18 (150 mm x 4,6 mm, 2,6 uym)
s ochranou predkolonkou. Mobilni faze byla slozena ze smési 0,03M acetatovy pufr (A) a
acetonitril (B). Pro separaci byla nastavena gradientova eluce 0 — 25 min 50% (V/V) MF B,
do 30 min 85% (V/V) MF B, 30 - 38 min 85% (V/V) MF B, do 40 min 50% (V/V) MF B,
40 - 41 min 50% (V/V) MF B. Pritok mobilni faze byl nastaveny na 0,8 ml-min™. Prostor
kolony byl vyhfivan pomoci termostatu (CTO — 10 ASVP) na teplotu 25 °C. Pro detekci bylo
nastaveno na fluorescenénim detektoru (RF — 20 AXS) excitacni vinova délka 265 nm a
emisni vinova délka 310 nm.

Chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci programu LabSolutions, kde byly odecteny
plochy piku. Data byla zadana do programu MS Excel, kde byla vykreslena kfivka. Z jeji
linearni Casti byl vypocten limit detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ).

VYSLEDKY A DISKUZE
Derivatizace a stabilita derivatu

Vznik derivatu je zavisly na pH derivatizaéniho prostiedi. Dle literatury "' je vhodné pH
8-12. V této praci bylo pH 8 zgjisténo pomoci boratového pufru. Hodnota pH byla vhodna,
protoze vzniklé derivaty vznikaly rychle a byly stabilni. Vzniklé derivaty byly uchovavany
v lednici pfi 4 °C. Pfi téchto podminkach byly derivaty stabilni nékolik dni. Pfi nafedéni
derivatu vodou doslo k rozkladu derivatu do 24 hodin.

Extrakce nadbytku cinidla

K extrakci nadbytku derivatizacniho ¢inidla je vhodnych vice latek. Chlorované latky,
jako dichlormethan nebo chloroform nebyly zbezpecnostniho a ekologického divody
k extrakci pouzivany. Ztohoto divodu byly k extrakci testovany pouze pentan a hexan.
U obou latek probéhla extrakce za stejnych podminek a separace na koloné LiChrosper 100
RP-18e (250 mm x 4 mm, 5 um). Chromatogramy po jednotlivych extrakcich jsou
znazornény na obrazku 1. Hexan odstraruje vétsi mnozstvi derivatizacniho €inidla, proto je
vhodnéjsi nez pentan. Je nutné pouzit vhodné mnozstvi extrakéniho Cinidla, protoze pfi
nadbyteéném mnozstvi dochazi i k extrakci vzniklého derivatu.
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I

Obrazek 1: Chromatogram po extrakci v pentanu (A) a hexanu (B).

Chromatograficka separace

K separaci derivatu diethylaminu byla pouzita chromatografie s obracenymi fazemi.
Jako stacionarni faze byla zvolena kolona C18. Testovany v8ak byly tfi typy kolony o rdzné
délce a velikosti napIné. U kazdé kolony byla zafazena ochranna pfedkolonka. Jako prvni byla
testovana kolona LiChrosper 100 RP-18e (125 mm x 4 mm, 5 ym). Separace na této koloné
nebyla dostaCujici, proto byla kolona vyménéna za delSi kolonu LiChrosper 100 RP-18e
(250 mm x 4 mm, 5 pum). Druha kolona poskytovala vyrazné lepSi separaci, avSak stale
nebyla dostaduji a nepodafrilo se identifikovat derivat. Jako tfeti kolona byla testovana kolona
KINETEX EVO - C18 (150 mm x 4,6 mm, 2,6 ym). Tato kolona byla vyhodnocena jako
nejvhodnéjsi z divodu nejlepsiho rozseparovani latek.

Pro Zisténi spravného slozeni mobilni faze bylo testovano nékolik variant. Nejprve bylo
zkouseno sloZeni acetonitril (ACN) — voda v objemovém poméru 60:40, 70:30 a 80:20.
V téchto pfipadech dochazelo k brzké eluci vSech latek a nebyla mozna jejich identifikace.
Proto bylo slozeni mobilni faze zménéno na acetonitril — 0,03M acetatovy pufr, kdy acetatovy
pufr vyrazné zvysil u€innost separace. Separace byla testovana s objemovymi koncentracemi
acetonitril — acetatovy pufr 80:20, 70:30, 60:40 a 50:50. Nejvhodnéjsi sloZzeni mobilni faze
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bylo v poméru 50:50. Pro zkraceni doby analyzy byl zvolen gradient eluce 0 — 25 min
50% (V/V) MF B, do 30 min 85% (V/V) MF B, 30 - 38 min 85% (V/V) MF B, do 40 min 50%
(V/V) MF B, 40 - 41 min 50% (V/V) MF B.

Jako nejvhodn&jsi rychlost pratoku mobilni faze byl vyhodnocen 0,8 ml-min™.
Testovany byly jesté pratoky 0,5 ml-min™ a 1,0 ml-min™, které v&ak nebyly tolik vhodné. Po
nastaveni optimalnich podminek separace doslo k vhodnému rozdéleni latek, které je
znazornéné na obrazku 2. Derivat diethylaminu byl na koloné KINETEX EVO - C18 eluovan
pfi reten¢nim ¢ase 19,89 min. DalSi eluované latky byly produkty degradace nadbytku €inidla.

my (:10,000,000)

DEA-FMOC

Obrézek 2: Chromatogram extraktu s koncentraci DEA 5-10° M.

Kalibrace

Zasobni roztoky diethylaminu pro kalibraéni fadu byly pfipraveny v koncentraénim
rozmezi tfech fada (1-10°, 5:10° 1-10°, 5-10°, 1-10*, 5-10* 1:-10° M). U vsech
koncentraci byla provedena derivatizace s extrakci. Derivaty byly nasledné proméreny.
U derivat( s koncentraci 1-10* M a vy$si byl naméfeny signal vétsi neZ rozsah detektoru,
proto tyto hodnoty nebyly zahrnuty do kalibraéniho hodnoceni a slouZily pouze k potvrzeni
eluce DEA-FMOC v daném cZase.

Linearni &ast kfivky byla vyhodnocena v rozmezi od 1-10° az 5-10° M. Pro zvyseni
spravnosti kalibraéni kfivky byly pfidany koncentrace 2,5-10° a 2,5-10° M. Kazda
koncentrace byla proméfena tfikrat. Byla provedena validace kalibraéni zavislosti. Podminkou
uspésné validace je maximalni odchylka nejniz§iho do 20 % a ostatnich do 15 %. Tento
poZadavek byl spinén.
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Obrazek 3: Kalibracni graf pro diethylamin.

Linearita byla zhodnocena pomoci koeficientu determinace R?, ktery mél hodnotu
0,9905. Jako limit kvantifikace byla uréena hodnota s nejnizsi koncentraci. Limit detekce byl
poté vypocten jako jedna tfetina z limitu kvantifikace. Pro tuto metodu byl limit detekce
stanoveny na 61 ug/l a limit kvantifikace na 183 ug/I.

ZAVER

Derivatizacni €inidlo 9-(fluorenyl)ethylchloromravencan bylo potvrzeno jako vhodné pro
stanoveni diethylaminu pomoci HPLC-FLD. Bylo vSak nutné odstranit nadbytek Ccinidla.
K odstranéni byla vyuzita extrakce kapalina-kapalina a jako extrakéni Cinidlo byl vybran
hexan. Jako nejvhodnéjsi stacionarni faze byla vybrana kolona KINETEX EVO - C18. Mobilni
faze byla slozena ze smési acetonitril — 0,03M acetatovy pufr (pH 4), kdy pro vhodné déleni
byla nastavena gradientova eluce. Z naméfenych hodnot byla uréena linearni &ast kfivky,
ktera méla rozsah prfes dva koncentracni fady. Pomoci kalibracni kfivky byl uréen limit
detekce a kvantifikace. Limit detekce byl 61 pg/l a limit kvantifikace na 183 pg/I.

Tento projekt byl realizovan za finanéni podpory z prostfedki statniho rozpoctu
prostfednictvim Ministerstva vnitra CR a ve spolupréci s Kriminalistickym Ustavem Praha
PCR — projekt VI20152020004.
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