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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zabyva stanovenim aminii pomoci kapalinové chromatografie
S fluorescencni detekci. Teoretickd cast se zabyva popisem kapalinové chromatografie,
derivatizace a pfiklady stanoveni aminll. Experimentdlni ¢ast popisuje vybér vhodnych

derivatizacnich ¢inidel pro stanoveni amini.

KLICOVA SLOVA

Kapalinové chromatografie, fluorescencni detekce, aminoslouceniny, derivatizace

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the determination of amines by liquid chromatography with
fluorescence detection. The theoretical part deals with the description of liquid
chromatography, derivatization and examples of amine determination. The experimental part

describes the selection of suitable derivatizing agents for the determination of amines.
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UVvOD

V soucasné dob¢ vzrusta zdjem o detekci alifatickych amint a to ptedevsim kvuli jejich
ptitomnosti v odpadnich vodéach a priimyslovych odpadnich materialech.

Alifatické aminy, zejména ty, které maji kratky uhlikaty fetézec, jsou dnes hojné
vyuzivany v celé fad¢ primyslovych vyrob chemikalii a [é¢iv. Mohou byt tedy syntetického ale
také biologického puvodu. Nachazi se v télnich tekutinach a jsou produkty rozkladu
aminokyselin, velké Casti proteinii a dalSich dusikatych latek. Dale jsou pak také casto
produkovany riznymi piirodnimi zdroji. Velka ¢ast téchto aminosloucenin je vSak toxicka,
drazdi o¢i, kazi a sliznice, jsou vSak i takové, které maji karcinogenni povahu. Vzhledem
k tomu bylo navrZzeno mnoho zpusobu jak tyto aminy detekovat v pfirodnich zdrojich a to
zejména pii ochrané Zivotniho prostiedi [*1.

Mezi zplsoby stanoveni patii hlavné chromatografie a to jak plynova, tak kapalinova.
Analyzovat aminy je mozné napiiklad fluorescencnim detektorem. Problémem alifatickych
amint je vsak jejich nizké fluorescence. Z tohoto diivodu je nutna jejich derivatizace. Pouzitim
vhodnych derivatiza¢nich ¢inidel fluorescence aminti nartista a je tak mozné je stanovit.

Znacna ¢ast aminll byva také soucasti vybusnin, a je tedy nutné najit zpisob, jak tyto
aminy identifikovat. Vzhledem k tomu, Ze detekce probiha az po explozi, kdy jsou zplodiny
stirany tamponky, musela byt nalezena také vhodna metoda extrakce.

Cilem této bakalatské prace bylo vytvotit vhodnou analytickou metodu pro stanoveni

aminl kapalinovou chromatografii s fluorescen¢ni detekeci.
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1. TEORETICKA CAST

1. 1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie ve zkratce HPLC (z anglického High
Performance Liquid Chromatography) je analyticka separacni technika, ktera je vyuzivana
K urovani Siroké S$kaly organickych slouéenin. Jeji aplikace je rozSifenda v mnoha
pramyslovych odvétvich, jako jsou napiiklad l1éCiva nebo barviva. Metodou HPLC je mozné
analyzovat az dvé tietiny viech organickych latek?].

Jako zékladni analytickd metoda tedy rozdé€luje smési latek na jednotlivé Casti. Je
zalozena na pevné, stacionarni fazi a kapalné mobilni fazi. Podstatou kapalinové
chromatografie tedy je interakce jednotlivych ¢asti vzorki s t€émito fazemi, zejména pak zalezi
na jejich afinité k mobilni fazi. Separace byva dosazeno délenim, adsorpci nebo také vyménou

iontd, v zavislosti na pouZité stacionarni fazit> 4,

1. 1. 1. Princip separace

Jak jiz bylo feceno, chromatografie je zaloZend na ruznych afinitdch stanovovanych
latek ke dvéma rliznym fazim — stacionarni a mobilni. To znamend, ze rizné¢ molekuly maji
rizné afinity k t€émto dvéma fazim. Mobilni faze, ktera obsahuje také stanovovanou latku, tedy
protéka pres fazi stacionarni, latky ve smési difunduji mezi fdzemi a dochazi k jejich rozdéleni.
Cim vys3i je afinita molekuly k jedné fazi, tim déle ve fazi zfistane. Molekula s vyssi afinitou
ke stacionarni fazi je zadrzena déle.

Doba, po kterou latka zistava v kolong, je pro kazdou latku charakteristicka. Tato doba

se nazyva retenéni ¢as. Podle n&j je mozné kazdou latku identifikovat I,

1. 1. 2. Instrumentace

Kapalinovy chromatograf (Obrazek 1) se sklada z jednoho, nebo i vice zasobnikd, které
obsahuji mobilni fazi. Dale z ¢erpadla, které vede mobilni fazi do davkovaciho ventilu, kde
dochazi k zavedeni analyzovaného vzorku do mobilni faze. Dalsi jeho soucésti je potom
chromatograficka kolona, ktera obsahuje stacionarni fazi. Pak se zde nachazi detektor, jehoz

funkci je detekce analytu a potom zafizeni pro sbér dat, vétsinou poéitac (4],
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a-vstupni filtr pro mobilni fazi, b-¢erpadlo. C-filtr, d-davkovaci ventil, e-filtr, f-kolona, g-
detektor, h-pocitac, i-regulator protitlaku, j-zasobni lahev pro odpad

Obrizek 1: Kapalinovy chromatograf [l

1. 1. 3. Kolony

Pro analyzu je nutné rozdélit stanovovanou latku mezi mobilni a staciondrni fazi.
Nejcastéji se analyzuji latky rozpustné v organickych rozpoustédlech s molekulovou hmotnosti
do 1000 g/mol. Analyty byvaji vétSinou separovany pii normalni teploté, pii teplotach vyssich
nez 60 °C by mohlo dojit k degradaci stacionarni faze.

Systém je slozeny z polarni staciondrni faze a nepolarni mobilni faze. Existuji také
systémy s obracenymi fazemi, tedy nepolarni stacionarni a polarni mobilni fazi. Polarita kolon
je zavisla na funkénich skupinach vdzanych na Castice stacionarni faze. Rozdilné polarity
separovanych latek spolu s polaritou stacionarni faze pak uréuji retenéni ¢asy jednotlivych
analyzovanych latek ve smési 1.

Naplni kolon byva zrnity sorbent. Takovym sorbentem byva obvykle silikagel, oxid
hlinity, nebo tieba oxid kiemicity. K ucinné separaci je nutné pouzit tak mala zrni¢ka sorbentu
(3-10 pm), aby kladla dostate¢ny odpor prostupujici mobilni fazi. Mobilni faze se potom voli
na zaklad¢ své afinity ke vzorku.

Materialem pro vyrobu kolon je vétSinou nerezova ocel, mohou vsak byt zhotoveny také
ze skla ¢i plastl (napft. polyetherketonova vldkna). Kolony vyuzivané pii analyzach mohou mit
délku 10-25 cm a vnitini praimér okolo 5 mm. Rychlost pritoku mobilni faze takovou kolonou
je 1-2 ml/min. Dlouhé kolony (25-50 cm) s malymi vnitfnimi priméry (1-2 mm) maji velmi

vysokou Gi¢innost a také jsou levngjsi [ 61,
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1. 1. 4. Detekce

Obecné je podminkou detektort jejich selektivita k analyzované latce a také jejich nizka
citlivost pro pouzité mobilni faze. Piikladem detektort muze byt fotometricky refraktometricky
a fluorescencni detektor.

Fluorescen¢ni detekce nebo také fluorescen¢ni spektrometrie je zalozena na
fluorescenci tedy schopnosti latek absorbovat zafeni a poté vysilat zateni o vyssi vinové délce,
které je pak déale méfeno.

Je hojn¢ vyuzivanou technikou zejména pro svou vysokou citlivost detekce. Jeho
detekéni limit je az 102 mol/l. V porovnani s UV/VIS detektorem je citlivost fluorescenéniho
detektoru 10 az 1000krat vyssi, navic ma vyss$i schopnost rozlisit analyt od interferenci.
Fluorescence molekuly muze byt pfirozena, nebo se fluorescence dosdhne tzv. znacenim
molekuly, to znamena, Ze se jejich svitivost podpoii derivatizaéni reakci ['l(jak je to i v piipadé
amint).

Ve fluorescenénim detektoru (FLD) respektive v jeho prutokové bunce, je molekula
vystavena svétlu o definované vinové délce. Zdrojem tohoto zafeni je obvykle xenonova lampa
a jeho pusobenim dojde k excitaci.®l Poté se molekula néjakou dobu nachazi v takzvaném
excitovaném stavu a pii navratu molekuly na niz$i energetickou hladinu dojde k uvolnéni zaieni
— fluorescenci. Ta je obvykle pozorovana s nizsi energii, a tedy s delsi vinovou délkou nez jeji
excitace. Soucasti detektoru je fotonasobi¢ umistén kolmo ke zdroji svétla, ktery detekuje svétlo

vydavané molekulou "9,

1. 2. Extrakce

Extrakce je separa¢ni metoda, ktera déli latky ve smési na zakladé jejich rozdilné
rozpustnosti. Z fyzikalniho hlediska je mozné extrakci chapat jako ptechod slozky fazovym
rozhranim z jedné faze (plynné, kapalné, pevné) do druhé (kapalné, pevné).

Prvni moznosti je prechod latky mezi pevnym a kapalnym skupenstvim. Ke smési latek
se prida rozpoustédlo, ve kterém se rozpusti jen pozadovana slozka smési a zbytek latek v dané

smési ziistane nerozpustén 101,

rozdélovaci rovnovdze dvou nemisitelnych kapalin a na relativni rozpustnosti latek
v nemisitelnych kapalindch. Extrahovana slozka poté pfechazi do rozpoustédla, ve kterém je

1épe rozpustnaltt: 2,
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DalSim zpisobem muze byt extrakce tuhou fazi. Jejim zédkladem je tuhy sorbent, pifes
ktery protéka analyt, a molekuly latky jsou poté na tomto sorbentu zachycovany. Modifikaci

této metody je extrakce z kapaliny nebo plynu na tuhou fazi M,

1. 3. Derivatizace

Vétsina amini nevykazuje pfirozenou fluorescenci a jejich stanoveni pomoci
fluorescencniho detektoru neni mozné. Proto se v souCasné dobé vyuziva technika
derivatizacel*®l. Derivatizace je proces, kdy se ke vzorku piida takové chemické &inidlo, které
transformuje dany analyt na latku, kterd je detektorem rozpoznatelna. Derivatizovat se mohou
jak organické, tak anorganické slou¢eniny 14, Bylo vyvinuto velké mnozstvi derivatizagnich
zacne vykazovat fluorescenci a je tedy mozné ji pomoci fluorescenéniho detektoru

zaznamenat!*3,

1. 3. 1. Predkolonova a postkolova derivatizace

Existuji dva typy derivatizace. Prvnim z nich je derivatizace ptedkolonova, kdy se
¢inidlo pfidava k analytu jesté pred jeho umisténim do chromatografu. Tato metoda mtze byt
vyuZita v ptipadé€, ze jak derivatizacni Cinidlo, tak vedlejSi produkty jdou ze smési snadno
odstranit.

Pti postkolonové derivatizaci se ¢inidlo pfiddva do mobilni faze poté, co protece
kolonou. Proces probiha ve specialnim reaktoru, ktery je umistén mezi kolonou a detektorem.
Smés je tedy nejdiive chromatografii rozdélena na jednotlivé latky a je vedena do reaktoru, kde
je kni pfivedeno c¢inidlo. To potom reaguje se stanovovanou latkou, ktera je nasledné

detekovanal®,

1. 3. 2. Derivatiza¢ni ¢inidla pro stanoveni aminosloucenin

Podminkou funkce derivatiza¢niho ¢inidla je jeho vysoka reaktivita a hlavné specifita.
Mcelo by tedy davat pouze jeden produkt. Také by mélo byt spolu s pfebytecnymi produkty
snadno odstranitelné ze smési, nebo by nemélo narusovat separaci 1%, Vybér selektivniho
derivatizacniho €inidla je optimalizovan na zaklad¢é separacnich a detekénich parametrt tak,
aby byly vysledky reprodukovatelné, a zarovei aby byla mozna jejich realizacel!®l.

Vzhledem k velkému mnozstvi ¢inidel si v nasledujici podkapitole piedstavime ¢inidla,

ktera jsou pouzivana zejména pii derivatizaci aminli a aminokyselin

16



1. 3. 2. 1. Cinidlo orto-ftalaldehyd (OPA)

Jednim zhojné vyuzivanych ¢inidel je ortho-ftalaldehyd. OPA je sam o sobé
nefluorescencni, ale v pfitomnosti latek s vdzanou aminoskupinou vznika derivat, ktery
vykazuje vysokou fluorescenci.l*® Nevyhodou je viak nizka stabilita derivatd, a proto se pii
praci s timto ¢inidlem musi pracovat velmi rychle. Vyhodou je pak jeho kratka reakéni doba

(kolem jedné minuty)[6l,

1. 3. 2.2. Cinidlo naftalen-2, 3-dikarboxaldehyd (NDA)

NDA je fluorogenni ¢inidlo, vyuzivané pii derivatizaci primarnich aminti. NDA spolu
s kyanidovym iontem a aminem tvoii vysoce fluorescen¢ni derivat s vysokou stabilitou. Lze ho
pouzit pti derivatizaci malych objemt vzorki, stejné jako vzorkd s nizkymi koncentracemi

amind 1 Pi teploté 10 °C je derivat stabilni po dobu az 13 hodin(*®],

1. 3. 2. 3. Cinidlo 2,2-dihydroxyindan-1,3-dion (ninhydrin)

Ninhydrin je hojné vyuzivanym ¢inidlem zejména pro svou reaktivitu s primarnimi i
sekundarnimi aminy. Vyuziva se tedy predevsim pfi detekci aminokyselin, peptida a bilkovin.
Pro ninhydrin je typické, Ze s aminoslou¢eninami v mirné kyselém prostfedi vzniké fialova
sloucenina. Tato fialova barva je zndm4 jako Ruhemannova fialova a ma absorpéni maximum
pfi hodnoté 570 nm. Derivatizace ninhydinem je pfesnd a snadno reprodukovatelnd, a proto

jednou z nejvyuzivangjsich postkolonovych derivatizaci aminokyselin[*® 281,

1. 3. 2. 4. Cinidlo fluoreskamin

Samotny fluoreskamin nevykazuje fluorescenci, ale reakci s primarnimi aminy vznikaji
silné¢ fluorescencni derivaty. V porovnani s ninhydridem je 10-100 krat citlivgjsi. Je tedy
idealnim adeptem pro detekci aminokyselin, peptidil a proteinGi®l. Jeho vyhodou je, Ze reakce
probihd velmi rychle a nadbyte¢né ¢inidlo podléhd hydrolyze. Produkty této hydrolyzy jiz

nejsou fluoreskujici, a proto byva vyuzivan v postkolonové derivatizaci aminoslou¢enin(l,

1. 3. 2.5. Cinidlo 1-fluor-2,4-dinitrobenzen (FDNB)
Cinidlo FDNB (jinak také nazyvané Sangerovo &inidlo) byva &asto pouzivano ke

stanoveni aminosloucenin ve farmaceutickém prumyslu, ale také pro derivatizaci aminokyselin
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a aminoglykosidii v biologickych tekutinach. Dalsi jeho nevyhodou je, Ze v alkalickych
roztocich podléha hydrolyze 11,

1. 3. 2. 6. Cinidlo 9-(fluorenyl)ethylchloromravenéan (FMOC-CI)

Puvodné bylo FMOC-CI pouzivano jako ¢inidlo chranici aminoskupiny pii syntéze
peptidi. Pozdéji bylo zjisténo, Ze ma také jiné vyuziti. Jako derivatiza¢ni ¢inidlo FMOC-CI
dobfte reaguje jak s primarnimi, tak sekundarnimi aminy, alkoholy a aminokyselinami.

Jeho reaktivita je ovlivnéna pH a proto nejlépe reaguje v pufrovanych roztocich, za
vzniku uretanti (obrazek 2). Tato reakce probiha rychle. Pti pokojové teploté reaguje béhem par
vtetin %1, Dalgi vyhodou tohoto ¢inidla je snadné odstranéni jeho piebytku (napf. pouZitim
diethyletheru). FMOC-CI byva vyuzivan pti pfedkolonové derivatizaci. Na rozdil od ¢inidel
jako je OPA nebo tieba fluoreskamin, FMOC-CI vykazuje fluorescenci jiz samotny. Vzhledem
Kk tomu, Ze jeho piebytek i vedlejsi produkty 1ze snadno odstranit, to neni ptekazkou pti analyze,
pokud tedy nedojde ke ztraté produkti derivatizace!?*.

Toto derivatizacni ¢inidlo ma vSak dalsi vyuziti, a v nanotechnologiich. Konkrétn¢ byva
vyuzivan pro kvantifikaci funkénich skupin na povrchu nanomaterialt. Pavodné byly
aminoskupiny na nosicich detekovany pomoci UV testu s pouZitim organického rozpoustédla.
Bylo v8ak zjisténo zZe fluorescenéni metoda s ¢inidlem FMOC-CI ve vodném roztoku je az 200

krat citlivejsi (221,

R
/
+ H—N —_— + HCI
0 \2 o
/k R
1

N\ R /&

Cl o) \ITI o)
R2

Obrazek 2: Reakce FMOC-CI s aminy za vzniku uretan!*®!

1. 3.2.6.1 Vyuziti 9-(fluorenyl)ethylchloromravenc¢anu

Prvni zminka o tomto ¢inidle pochazi z roku 19791%°1. V tomto roce H. Moye a A. J.
Boning®%zalozili metodu za pouziti FMOC-CI pro stanoveni primarnich a sekundarnich aminfi
a aminokyselin. Bylo zjiSténo, Ze pro reakci je tieba alkalického prostredi, a Ze reakce probiha

velmi rychle, v ¢ase kolem jedné minuty. Co se pak tyce detekce, mohou byt derivaty stanoveny
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fluorescencni emisi pfi 310 nm a pfi excitaci 260 nm. Jelikoz ¢inidlo samotné podléha
fluorescenci, je nutné jeho piebytek, stejné jako vedlejsi produkty, z analytu odstranit. FMOC-
Cl ma od té doby obrovské vyuziti v mnoha odvétvich.

Roku 2011 byl autory P. Herbertem, L. Santosem, A. Alvesem BHzveiejnén ¢lanek, kdy
bylo ¢inidlo FMOC-CI pouzito pfi stanovovani biogennich aminti a aminokyselin ve vzorcich
vin. Cilem této prace tedy bylo navrhnout vhodnou metodu pro kvantifikaci 10 biogennich
amind (ethanolamin (ETA), methylamin (METILA), ethylamin (ETILA), histamin (HISTA),
tyramin (TIR), beta-fenylethylamin (FEN) isoamlamin (ISO), kadaverin (CAD) a putrestein
(PUT)) a n¢kolika aminokyselin za pouziti tohoto ¢inidla.

Byly pfipraveny standardni roztoky amind, jejichz koncentrace se pohybovaly
vrozmezi od 0,15 mg/l do 4,2 mg/l, vSechny standardy byly fedéné HCI o koncentraci
0,1 mol/l. Jako vnitini standard byla pouzita aminokyselina norvalin. Co se ty¢e mobilni faze a
gradientu toku, byla separace provedena za pouziti binarniho gradientu. Prvni mobilni faze (A)
se skladala zoctanu sodného, trethylaminu, tetrahydrofuranu a ethylendiamintetraoctové
kyseliny. Hodnota pH byla upravena kyselinou octovou na hodnotu 7,2. Prvni mobilni faze byla
smichéna s druhou mobilni fazi. Druhd mobilni faze (B) byla sloZzena z octanu sodného,
acetonitrilu triethylaminu a methanolu. Vinové délky byly nastaveny na 237 nm excitacni a
340 nm emisni vlnova délka. Roztok FMOC-CI byl piipraveny z 15 ul ¢inidla, ptidaného do
420 pl boratového pufru o pH 10,6 a koncentraci 0,4 mol/l. Roztok se nechal 2 minuty stat
v lahviéce. Poté bylo 20 pl této smési davkovano do chromatografu 1,

Tento &lanek byl zvefejnén roku 1996 autorkou M. A. Lopéz a spol. 32V této praci byla
navrZzena metoda pro stanoveni dimethylaminu (DMA) v podzemnich vodach, za pomoci
predkolonové derivatizace ¢inidlem FMOC-CI. Vzorky vody byly nejdiive homogenizovany a
zfiltrovany na membranovém filtru 0,22 um. Cinidlo FMOC-CI bylo rozpusténo v bezvodém
acetonitrilu a smichano s boritanovym pufrem 0 koncentraci 1 mol/l tak, aby vznikla smés
dosahovala hodnoty pH 8. Takto upravené ¢inidlo bylo pfidano k 400 ul vzorku vody nebo také
standardu DMA, a poté byla sm¢s 2 min promichavana pomoci vortexu. Reakéni smés byla pak
neutralizovéana kyselinou octovou a ptebytek ¢inidla byl odstranén pfidanim hexanu. Smés byla
znovu na vortexu 30 s promichavana. Nasledné bylo 20 pl vodné smési vstiikovano do
chromatografu. Mobilni faze se sestavala z acetatového pufru o pH 4 a koncentraci 0,03 mol/I
a acetonitrilu, v poméru 30:70. Prutok mobilni faze byla nastavena na 1 ml/min, vinové délky
pak na 260 nm excita¢ni a 310 nm emisni.

Roku 2013 autor Sarangapani Muniraj a spol. % navrhli metodu tzv. jednostupiiové

derivatizace v injek¢ni stiikacce. Jednalo se tedy o derivatizaci za pouziti mikrolitrovych
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objemti derivatizacnich c¢inidel. Aminy tedy reaguji s ¢inidlem ve stiikacce a poté jsou
analyzovany. Byly pfipraveny standardni vzorky methylamind o koncentraci 1 g/l. Dale byl
ptipraven pufr, slozeny z roztoku kyseliny borité (0,05 mol/l) a NaOH (0,5 mol/l). Pufr byl
nafedén acetonitrilem v poméru 25:1 a uschovén alespoii 24 hodin pied dalsi reakei. Cinidlo
FMOC bylo rozpusténo v acetonitrilu a smichano s pufrem v poméru 1:1. Injekéni stéikackou
pak bylo odebrano 100 pl takto pfipraveného ¢inidla. 20 ml standardniho roztoku aminu bylo
zahtato na 70 °C a dukladn€ promichéna s 1 ml NaOH. Roztok ¢inidla FMOC-CI byl nasan do
stitikacky a nasledné byl stiikackou odebran vzorek aminu. Derivatizace probchla uvnitf
stiikacky a poté byl derivat vpraven do vétsiho mnozstvi ¢inidla FMOC-CI Takto pfipraveny
derivat byl ddvkovan do chromatografu. Pritok byl nastaven na 1 ml/min, vinové délky 264 nm
excitaéni a 314 nm pro emisni. Mobilni fdze byla tvofena vodou a acetonitrilem v poméru
40:60.

Roku 1997 byla autorem Pilar Campins-Falco a spol. ¥ navrzena metoda derivatizace
Vv tuhé fazi, kterd byva vyuzivana pro ¢isténi a derivatizaci biologickych tekutin. Jako standardy
byly pouzity diethylamin a propylamin, které byly promyty vodou a suseny ve vakuu po dobu
1 hodiny. Standardni vzorky ¢inidla FMOC, propylaminu a diethylaminu byly pfipraveny jejich
rozpusténim v acetonitrilu. Dal$§i aminy pak jejich rozpusténim ve vodé. Derivatizacni
kolonkou se nechal protéct 1 ml methanolu a nasledné 1 ml pufru. Nasledné bylo do kolonky
déano 0,25 ml vzorku a poté se kolonka nechala protéct 0,25 pl ¢inidla FMOC. Ziskané derivaty
byly adsorbovany a nasledné byla kolonka promyta 1 ml acetonitrilu. Z tohoto extraktu pak
bylo odebrano 5 pul a davkovano do chromatografu. Mobilni fazi byla voda a acetonitril, pritok

kolonou byl nastaven na 1 ml/min.

1. 3. 2. 7. Cinidlo 4-chlor-7-nitrobenzo-2-oxa-l, 3-diazol (NBD-CI)

NBD-CI je halogenidové derivatizacni ¢inidlo, pouzivané pro stanoveni aminl a
aminokyselin. Samostatné je nefluorescencni, ale spolu s alifatickymi aminy vznikaji silné
fluorescenéni derivaty Chyba! Nenalezen zdroj odkazii. - “injdlo reaguje také s alkoholy a thioly, kdy
v alkalickém prostiedi vznikaji slabé fluorescenéni derivaty %,

NBD-CI ma Siroké vyuziti. Byva vyuZzivan napiiklad ve farmaceutickém pramyslu pfi
stanovovani 1é¢iv, které obsahuji primarni a sekundarni aminy?®l. Toto &inidlo je levné a
snadno dostupné, proto byva hojn¢ vyuzivany také v biochemickém primyslu a samoziejmé
také v analytickych aplikacich. Zejména v biochemickém primyslu mizeme najit hned n€kolik

jeho aplikaci. Jednou znich je znaceni lipidl, fosfolipidi a cholesterolu pii zkouméni

membranovych procest v buitkach. Mize byt také zaveden do biologicky aktivnich sloucenin,
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kdy umozni sledovani téchto derivati pti procesech v organismu. Stejné jako FMOC-CI pak
muze napomdhat pfi studii nanomateridlii. Jednak se toto Cinidlo aplikuje pii syntéze
fluorescen¢nich nanocastic, a pak se také vyuziva pii barveni kfemicitych a kompozitnich
nanocastic.

NBD-CI reaguje s aminy za vytvofeni Meisenheimerova komplexu (Obrazek 3). Sama
0 sobé by tato reakce probihala vratné¢ ale v pfitomnosti aminu, nebo napiiklad

hydrogenuhli¢itanu sodného, dochazi ke vzniku derivatul?4l,

cl
Rl Cl
— '\ /
o + H—N - _—
~ 7/ \ 2 -HCI
R
/N+
o} \O
R™- H, alkyl, aryl . o
NBD-CI Meisenheimerv komplex
R% Alkyl, aryl
1 2
R\N/R
= \
o + HCI
~ 7/
N+
N\
o \O

Obrazek 3: Reakce NBD-CI s aminy, vznik Meisenheimerova komplexu?4

1. 3. 2. 7. 1. Vyuziti 4-chlor-7-nitrobenzo-2-oxa-I, 3-diazolu

Roku 2003 byla autory A. Al-Majedem[®®! a kolektivem zveiejnéna studie pro stanoveni
1é¢iva gentamicinu v lidské plasmé. Cilem prace bylo vytvofit jednoduchou, rychlou a citlivou
metodu pro stanoveni tohoto 1é¢iva fluorescenéni metodou za pomoci derivatiza¢niho ¢inidla
NBD-CI. Postup byl popsan jak pro injek¢éni podani 1éciva, tak pro podéani v o€nich, ¢i uSnich
kapkadch a mastich. Obecny postup byl nésledujici: byly piipraveny vzorky obsahujici
gentamicin o koncentracich od 4,2 do 21 pug/ml. Vzorky byly nafedény 5 ml destilované vody.
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Ze zasobniho roztoku byl odebran 1 ml NBD-CI a pfidan k 4 ml metanolového, fosfatového
pufru (pH 7,2). Takto upravené ¢inidlo bylo pfidano k vzorku a smés byla zahiivana ve vodni
lazni na 70 °C podobu jedné hodiny. Nasledné byly roztoky ochlazeny, bylo pfidano 0,2 ml
HCI. Smés byla protiepana a nasledn¢ doplnéna na 10 ml. Aby bylo dosazeno koncentraci
v rozmezi 0,84-4,2 ug/ml, byly roztoky jesté naredény 50% vodnym roztokem etanolu, ktery
obsahoval 1% HCI. Vinové délky byly nastaveny na 465 nm excitacni a 530 nm emisni.
Detekéni limit byl 0,11 pg /ml. Metoda byla Gspé$né, bylo dosazeno vytézkt kolem 97 %.

Jak jiz bylo zminéno, metody stanovovani aminosloucenin za pomoci derivatizace jsou
dobfe vyuzitelné také ve farmaceutickém primyslu. Roku 2004 byla autorem Ali A. El-
Emamem a kolektivemE®! zveiejnéna studie, kdy bylo stanovovano mnozZstvi 1é¢iva lisinopril
(1-[N-(S-1-karboxy-3-fenylpropyl)-I-lysyl]-l-prolindihydratu) v lidské plasmé. Lisinopril je
1é¢ivo, uzivané pacienty s Vysokym krevnim tlakem, nebo také pti srde¢nim selhani. Cilem této
prace bylo navrhnout jednoduchou, selektivni a citlivou metodu pro stanoveni lisinoprylu jak
v davkovych formach, tak v lidské plasmé. Byl ptipraven 0,3% metanolovy roztok NBD-CI.
Dale byl piipraven boritanovy pufr o pH 9. Standardni roztok lisinoprilu obsahoval 0,1 mg/ml
lisinopril dihydratu rozpusténého v metanolu. Vzorky lisinoprilu byly pfipraveny rozpusténim
tablet, které obsahovaly 10 a 20 mg G¢inné latky. Ty byly smichany s 50 ml metanolu a smés
byla michana po dobu 45 minut, zfiltrovana a doplnéna na objem 100 ml metanolem.
Derivatizované vzorky byly pfeneseny do 10 ml ban€k tak, aby jejich koncentrace byla
v rozmezi 0,02-3,6 pg/ml. Nasledné byl pfidin ml bumetanidu (vnitini standard) o koncentraci
1 mg/ml. Mobilni faze byla tvofena metanolovym roztokem dihydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho
0 koncentraci 0,02 mol/l, jehoz pH bylo upraveno na hodnotu 3 kyselinou fosfore¢nou.
Excitacni vlnova délka byla nastavena na 470 nm, emisni na 540 nm. Pritok mobilni faze byl
1 ml/min.

Stanovenim dalsich 1é¢iv se zabyval Marwa S. Moneeb”). Byla to 1é¢iva vildagliptin
((2S) -I- [2 - [(3-hydroxy- 1 -adamantyl) amino] acetyl] pyrrolidin- 2- karbonitril) a saxagliptin
((1S, 3S, 5S) -2 - [(2S) -2- 3.1.0] hexan-3-karbonitril). Vildagliptin (VDG) a saxagliptin (SAX)
snizuji hladinu glukagonu, a proto jsou vyuzivany pfi lécbé cukrovky. Zasobni roztoky 1é¢iv
o koncentraci 1 mg/ml byly pfipraveny rozpusténim 50 mg 1éc¢iva v 50 ml etanolu a
uchovavany pod hlinikovou folii pfi 4 °C. Nasledn¢ byly roztoky nafedény metanolem tak, aby
vzniklé koncentrace byly pro VDG v rozmezi 25-400 pg/ml a pro SAX 15-250 pg/ml. Zasobni
roztok NBD-Cl byl pfipraven rozpusténim 100 mg v 50 ml methanolu. Pufry byly pfipraveny
smichanim 50 ml kyseliny borit¢ 0 koncentraci 0,2 mol/l s chloridem draselnym (pro SAX
pH 9, pro VDG pH 8,5). 1 ml standardnich roztokii SAX a VDG byl ptidan k 1 ml boratového
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pufru, poté byl pridan 1 ml roztoku NBD-CI. Roztoky byly promichany a zahtivany na 70 °C,
SAX po dobu 15 minut, VDG po dobu 20 minut. Nasledn¢ byly roztoky ochlazeny, okyseleny
0,1 ml HCI (4 mol/l ) a doplnény na objem 10 ml metanolem. VInové délky byly nastaveny pro
SAX 542 nm emisni a 468 nm excitacni, pro VDG 540 nm emisni a 465 excitacni. Limit
detekce byl pro SAX 3 ng/ml a pro VDG 7 ng/ml.

Roku 2006 byla autorem Cailing Yangem a spol. B8 vytvoiena metoda pro stanoveni
inzulinu v lidském séru. Zasobni roztok inzulinu byl tvofen bovinnim inzulinem o koncentraci
1 g/l a fosfatovym pufrem 0 koncentraci 0,1 mol/l. Zasobni roztok NBD-Cl byl tvoien NBD-
Cl o koncentraci 50 mmol/l rozpusténym v acetonitrilu. Dale byl ptipraven fosfatovy pufr o
koncentraci 0,1 mol/l a pH 9. Do 1 ml lahvi¢ky bylo pfedlozeno 300 ul fosfatového pufru,
50 pl zasobniho roztoku inzulinu a 150 pl roztoku NBD-CI (3 mmol/l). Takto ptipraveny roztok
byl protfepan a vlozen na 2 hodiny do vodni 1azné o teploté 50 °C. Reakce probihala ve tmé a
po jejim skonceni byl roztok ochlazen na 0 °C. Bylo odebrano 400 pl této smési a dopln€no na
objem 3 ml.

Do séra zdravych lidi byl vpraven zasobni roztok inzulinu v koncentracich 0,46-
16,1 umol/l, nasledné byl piidan roztok acetonitrilu a fosfore¢nanového pufru (0,1 mol/l). Tyto
vzorky byly michdny po dobu 1 minuty, poté zahtivany na 48 °C po dobu 1 hodiny a nasledné
vlozeny na 10 minut do centrifugy. Smés byla zfiltrovana a derivatizovana. Nasledné bylo
davkovano 20 pl do chromatografu. Separace probchla na koloné¢ C18. Mobilni faze byla
tvofena acetonitrilem a vodou, kterd obsahovala 0,1 % kyseliny trifluoroctové v poméru 30:70.
Excitacni vinova délka byla nastavena na 470 nm a emisni na 540 nm. Pratok byl nastaven na
1 ml/min, detekéni limit byl 90 nmol/l. Bylo zjisténo, Ze retencni ¢as inzulinu-NBD je
10,03 min.

Roku 1984 autoti G. Mellbin a B. E. F. Smith®® zvefejnili studii, ktera se zabyvala
stanovovanim alifatickych amini a to v rozmezi od n-butylaminu az po n-decylamin. 500 pl
roztokli amint o koncentraci 10 mol/l bylo smichano se 100 pl hydrogenuhli¢itanu sodného o
koncentraci 0,1 mol/l. Nasledn¢ byly pfidany 2 ml 0,05% etanolového roztoku NBD-CI. Smés
byla zahtivana na 55 °C po dobu 1 hodiny. Poté byly derivaty ziedény na pozadované
koncentrace. Do chromatografu bylo davkovano 20 pl derivatu, pratok byl nastaven na
1 ml/min. Mobilni faze byla tvofena acetonitrilem a pufrem (pH 7,7), tvofenym

z tris(hydroxymethyl)aminomethanu a HCI v poméru 75:25.
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1. 3. 2. 8. Cinidlo 5-dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid (DNS-CI)

Jednim z nejpouzivanéjSich ¢inidel pro stanoveni aminti a hlavné aminokyselin
v kapalinové chromatografii je dansylchlorid (DNS-CI). Ten reaguje jak s primarnimi, tak
sekundarnimi aminy za vzniku silng fluoreskujicich produkta®!. DNS-CI reaguje dokonce také
S tercialnimi aminy, kdy za vybranych podminek poskytuje stabilni a dobfe detekovatelné
derivaty[?®l (obrazek 4). Viechny tyto reakce probihaji pti mirné alkalickém pH. Pokud pH jesté
zvysime, bude DNS-CI reagovat docela rychle s fenoly, pomaleji pak také s alkoholy™®],

V porovnani s OPA je stabilita derivatu u dansylchloridu vyssi. Navic bylo také zjisténo,
ze s derivatem kyseliny Stavelové dojde k chemiluminiscenci, ¢imz se ¢inidlo stava citlivéjSim
a selektivngjsim ?7). Je vysoce reaktivni a proto byl pouZit pro derivatizaci mnoha fenolickych

steroidnich hormont [28!,

H3C\N/CH3 H3C\N/CH3
O:T:O O:T:O
Cl TH
Rl

Obrazek 4: Reakce DNS-CI s tercidlnim aminem!?9

1. 3. 2. 8. 1. Vyutziti 5-dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchloridu

Roku 2011 byl autory M. E. Abd EI-Ghaffar, D. R. EI-Wasseef, D. T. EI-Sherbiny, a
S. M. El-Ashry®lzyefejnén ¢lanek, kdy byl DNS-CI pouzit pro stanoveni dvou 1é¢iv Fenoterol
hydrobromidu (1-(3, 5-dihydroxylfenyl)-2-(4-hydroxy-methylfenylethylamino)-etanol) a
Ritodrin hydrochloridu (Erythro-1-(p-hydroxyfenyl)-2-(4-hydroxyfenetylamino) propanol).
Fenetrol hydrobromid (FNT) a ritodrin hydrochlorid jsou sympatomimetika. FNT je vyuzivan
pti 1é¢bé obstrukei dychacich cest a RTH jako d€lozni relaxacni latka. Byly pfipraveny
standardni roztoky FNT a RTH o koncentraci 100 pg /ml rozpusténim Vv acetonu. Uhlic¢itanovy
pufr (0,1 mol/l) byl pfipraven rozpusténim 5,3 g Na2COz v 500 ml destilované vody. pH bylo
upraveno pouzitim HCI na hodnotu 10,5. Roztok DNS-CI (1 mg/ml) byl piipraven rozpusténim
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v acetonu. Do sady 10 ml ban¢k byly piedlozeny rizné objemy standardnich roztokd FNT a
RTH tak, aby koncentrace dosahovaly hodnot od 0,5 do 6 pg /ml. Do kazdé bainky byl nasledné
ptidan 1,5 ml uhli¢itanového pufru a 0,5 ml roztoku DNS-CI. P#i pokojové teploté byly takto
pfipravené¢ roztoky ponechany 10 minut reagovat. Nasledné¢ byl produkt extrahovan
diethyletherem (3 ml) v d¢€lici nalevce a poté doplnén diethyletherem na objem 10 ml. Vinové
délky excitacni/emisni pro FNT 348/517 nm a 343/515 nm pro RTH. Limit detekce byl
0,065 pg / ml pro FNT a 0,045 pg / ml pro RTH.

Stanovenim dalSich 1é¢iv obsahujicich aminoskupiny se zabyval roku 2001 Ronald
Bartzattl?l. V této studii bylo zkouméno stanoveni primarnich, sekundarnich i tercidrnich
aminl po derivatizaci DNS-CI. Mezi zkoumané latky patfil napiiklad isopropylamin, N,N-
dimethylalanin, p-chloranilin, benzokain, nebo heroin. VSechny stanovované latky byly
rozpustény v minimalnim mnozstvi rozpoustédla. Byl k nim piidan uhli¢itanovy pufr (2 mol/l)
0 pH 11 tak, aby vysledna koncentrace Na,COz dosahovala koncentrace 1 mol/l. Bylo ptidano
¢inidlo DNS-CI rozpusténé v acetonu o koncentraci 5 mg/ml. Takto pfipravené vzorky
primarnich a sekundarnich amint byly umistény do tmy na dobu 1 hodiny, vzorky terciarnich
amint pak na téméf 2 hodiny. Nésledn¢ byly extrahovany diethyletherem.

Metoda derivatizace nasla také svéuplatnéni pii zjistovani pritomnosti omamnych latek
v lidském organismu. Jednu z takovych metod navrhl také Kazuichi Hayakawa a kolektiv*®l,
Konkrétné se jednalo o stanoveni metamfetaminu v moci. Tato studie se zabyvala nalezenim
vhodného ¢inidla, a také porovnavala ucinnost fluorescencni a chemiluminiscen¢ni detekce.
Vzorky metanfetaminu byly pfipraveny jeho rozpuSténim v lidské moci tak, aby koncentrace
dosahovala hodnoty 1x10°7 mol/l. Nasledné byly 2 ml vzorku smichany se 2 ml NaOH (2%) a
extrahovano 2 ml diethyletheru. Byl ptipraven uhli¢itanovy pufr o koncentraci 0,0 1mol/l a pH
bylo upraveno pomoci NaOH na hodnotu 9. Dale byl ptipraven roztok DNS-CI v acetonu o
koncentraci 0,001 mol/l. K 0,1 ml vzorku metamfetaminu nebo k standardnim roztoktim amint
(1x10* mol/l), bylo ptidano 0,4 ml uhli¢itanového pufru a 0,5 ml roztoku DNS-CI. Vie bylo
promichano a zahiivano na 45 °C vodni 1azni po dobu 60 minut. VSechny vzorky byly nafedény
acetonitrilem a vodou (1:1) a davkovany do chromatografu. Mobilni faze byla tvorena
acetonitrilem a vodou (7:3) a pritok mobilni faze byl 1 ml/min. Fluorescence byla métena pii
343 nm excitacni a 530 nm emisni vinové délce.

Nasledujici prace se zabyvala stanovenim alifatickych aminti ve vzorcich vody. Byla
zvefejnéna roku 2002 autorem S. Meseguer Lloretem a spolY. Autofi zde vyuzili
ptedkolonové derivatizace na tuhych sorbentech. Extrakéni kapsle byly promyty methanolem

a uhli¢itanovym pufrem o pH 12. Byl pfipraven pufr aceton-hydrogenuhli¢itan o pH 9,5 a

25


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1056871901001575#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1056871901001575#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967300942523#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967304002286#!

Vv tomto pufru bylo rozpusténo ¢inidlo DNS-CI tak, aby vysledna koncentrace byla 5 mmol/l.
Byly ptipraveny rizné objemy standardnich roztokti amint. Ty byly pfeneseny do patron, které
obsahovaly tuhy sorbent. Nasledné byly kazety proplachnuty roztokem ¢inidla v pufru. Patrony
byly inkubovany pfi teploté¢ 85 °C po dobu 15 minut. Nasledn¢ byly kazety proplachnuty
roztokem NaOH, aby bylo eliminovano zbytkové ¢inidlo. Naplné patron byly vysuseny.
Derivaty zadrzené na kolon¢ byly desorbovany acetonitrilem. Poté bylo 20 pl takto ziskanych
derivatu davkovano do chromatografu. Vinové délky byly nastaveny na 350 nm excitacni a
530 nm emisni. Mobilni faze byla tvofena acetolitrilem a imidazolem (50:50), pratok 1 ml/min.
Limity detekce byly v jednotkach mg/1.

Dalsi mozné vyuziti dansylchloridu je v potravinaiském primyslu. Roku 2009 byla
autorkou Evou Dadakovou a kolektivem!* zvefejnéna studie, kdy bylo stanovovano mnozstvi
biogennich amint v jidle, za pouziti ultra vykonné kapalinové chromatografie (UPLC). Byla
vytvofena metoda pro analyzu osmi amind (putrescin, cadaverin, spermidin, spermin,
fenylethylamin, histamin, tyramin, tryptamin), které se mély nachazet ve veptovém, hovézim,
kufecim mase, rybach, syru nebo v houbach. Byly piipraveny extrakty téchto potravin, ke
kterym byl piidan vnitini standard (1, 7 - heptandiamin, 400 mg/l). Dale byl pfipraven
uhli¢itanovy pufr, smichanim 50 ml roztoku NaHCO3 (0,5 mol/l) s 12 ml Na>COs (0,5 mol/l),
pH bylo upraveno na hodnotu pH 11 ptidanim K>COs, Pufr byl pfidan k upravenému vzorku
jidla, a poté kratce promichan na vortexu. Byly ptidany 2 ml dansyl chloridu, rozpusténého
v acetonu (5 mg/ml). Takto pfipravena smés byla protiepavana 20 hodin pii pokojové teplote.
Poté bylo ptfidano 200 pl prolinového roztoku, roztok byl hodinu protfepan a extrahovan
heptanem. Nasledovalo suseni, rozpusténi v acetonitrilu a filtrace. 20 pl smési bylo davkovano
do kolony C18 (50 mm x 4,6 mm ID, velikost ¢astic 1,8 um). Mobilni faze byla tvofena 100%
acetonitrilem smichanym s 50% vodnym roztokem acetonitrilu. Pritok mobilni faze byl
1 ml/min. Limity detekce byly mezi 0,032-0,098 pg/l. UV detekce probihala pti 225 nm.

Metodou derivatizace 1ze aminy stanovit také v alkoholickych napojich, jako je vino,
pivo a jiné. Roku 2003 byla autory Zacharenia Loukou a Anastasia Zotou [“®lzvefejnéna studie,
ktera se zabyvala stanovenim 11 biogennich amini ve vinu a pivu. Byly pfipraveny standardni
roztoky aminti o koncentraci 100 mg/l. Z tohoto zasobniho roztoku byly pfipraveny standardy
o ruznych koncentracich (napf. pro methylamin a ethylamin 0,008-0,8 mg/1). Nasledné byl ke
standardim 1 skuteénym vzorkim pfidan polyvinylpyrrolidin. VSe bylo michiano a
centrifugovano. Vzorky piva byly navic odplynény na ultrazvuku. Byl pfipraven boritanovy
pufr rozpusténim 3,81 g tetraboritanu sodného ve 100 ml vody a byl ptidavan NaOH o

koncentraci 10 mol/l dokud pH nebylo 10,5. Dale byl pfipraven 1% roztok DNS-CI v acetonu.
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5 ml standardnich i realnych vzorkt bylo upraveno boritanovym pufrem na pH 9,5. Z toho byly
odebrany 2 ml a bylo pfidano 400 pl vnitiniho standardu 1, 7, - diaminoheptanu (8,43 mg/l) a
800 ul roztoku DNS-CI. Vse bylo doplnéno na objem 4 ml acetonem a vodou v poméru 3:1.
Smés byla zahtivana na 65 °C pil hodiny a poté davkovéana do chromatografu. Mobilni faze
byla tvofena acetonitrilem a vodou a pritok mobilni faze byl 1 ml/min. Detekce probihala pti
320 nm excitacni a 523 nm emisni vinové délce.

V nasledujici praci bylo zkoumano mnozstvi N-nitrosodimethylaminu (NDMA) ve
vzorcich vody. Touto praci se zabyval roku 2006 Woosuk Chal*’l. Cilem prace bylo stanoveni
NMDA ve vzorcich vody a odpadni vody. Stanovované mnozstvi bylo v jednotkach
nanogramu. Nejdiive byla provedena denitrosace. Denitrosacni ¢inidlo bylo tvofeno 1 ml 48%
kyseliny bromovodikové, a poté byla doplnéna na objem 10 ml kyselinou octovou. Byl
zjiStovan vliv koncentrace NBD-Cl, dale byl zkouman vliv pH, teploty a doby derivatizace na
stanoveni NMDA ve vod¢. Byly odvozeny optimalni podminky. Denitrosovany produkt byl
nasledné derivatizovan roztokem NBD-CI v acetonu o koncentraci 500 pg/1. Bylo ptidano 50 pl
NaOH (1 mol/l ) a 200 ul NaHCOs. Smés byla zahtivana na 40 °C po dobu 30 minut. Bylo
davkovano 10-20 pl. Slozeni mobilni faze bylo voda-acetonitril (1:2) a pritok mobilni faze byl
1 ml/min. Fluorescence byla méfena pii 340 nm excitatni a 530 nm emisni vlnové délce.

Detekeni limit byl 10 ng/l.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Tato bakalarskd prace se zabyva stanovenim amini fluorescencni detekci, kdy se
vyuziva metody derivatizace. Na zékladé reaktivnosti, snadnosti pouzitelnosti a také ceny
derivatizaci bylo vybrano derivatizacni ¢inidlo DNS-CI. Byla také provedena optimalizace

podminek derivatizace.

2. 1. Pouzité chemikalie

Butylamin (BUT), Isopropylamin (iPROP) a cyklohexylamin (CYK) byly dodany
firmou Alfa Aesar (Kandel, Némecko), 4—chlor—7—nitrobenzfurazan od Alfa Aesar (Karlsruhe,
Némecko). Diethanolamin (DETA), triethylamin (TEA), Kyselina borita a pyridin (PYR)
dodala firma Lach-Ner, s. r. o. (Neratovice, CR). Diethylamin (DEA), 9
(fluorenyl)ethylchloromravendan a ethylendiamin (EDA) od Fluka (Steinheim, Svycarsko).
40% vodny roztok dimethylaminu (DMA) a hydrogenuhli¢itan sodny od Merk (Darmstadt,
Nemeécko). Isobutylamin (iBUT), Propylamin (PROP), sec—butylamin (sec-BUT), terc—
butylamin (terc-BUT) od ACROS ORGANICS (New Jersey, USA). Acetonitril — grade od
Sigma—Aldrich (St. Louis, USA), Dansyl chlorid, od TCI (Tokyo, Japonsko), Hydroxid sodny
od PENTA (Chrudim, CR), Morfolin (MOREF), technicky, od VWR CHEMICALS (Rue
Carnot, Francie), n — hexan od Sigma—Aldrich (Steinhein, Némecko), n — pentan od LAB—
SCAN (Dublin, Irsko), Triethanolamin (TETA) od VEB LABORCHEMIE APOLDA (Apolda,

Némecko).

2. 2. Pouzité pristroje

Pro separaci vzorkt byl pouzit kapalinovy chromatograf od firmy Shimadzu (Japonsko),
ktery obsahoval fidici jednotku SCL — 10A a kolonu C18 (150 mm x 4,6 mm, 2,6 um). Dalsi
soucasti chromatografu byl termostat CTO — 10 ASVP. Davkovacim systémem byl autosampler
SIL-10 AD a davkovaci objem 20 pl. Detekce probihala pomoci fluorescenéniho detekroru RF-
20 A xs. Pro ohtfev latek byla pouZzita susarna Memmert UM400 (Némecko). Latky byly
michany za pouziti elektronické michacky YELLOW LINE (2 200 otac¢ek/min). Pro
odplynovani nékterych latek (napf. mobilni faze) byl pouzit ultrazvuk PS 3000A (Slovensko).
Redestilovana voda byla ziskavana z demistanice Milli-Q od firmy Merck (Némecko). pH pufrii
bylo zjistovano pomoci pH metru Thermo Orion model 310 od firmy Thermo Electron Corp
(USA). Na odstedéni latek pti extrakci byla pouzita centrifuga Spectrafuge 16M od firmy
Labnet (USA)
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2. 3. Optimalizace metody

Jak jiz bylo zminéno, pro citlivé, selektivni a pfesné stanoveni amintl je potfeba metodu
derivatizace optimalizovat. Jako modelovy amin byl pouzit dimethylamin (DMA).
Optimalizovana byla teplota a cas derivatizacni reakce, slozeni mobilni faze a také mnozstvi

derivatiza¢niho ¢inidla.

2. 3. 1. Priprava roztoki

Standardni roztoky amini byly piipraveny fedénim zasobnich roztoku a jejich
doplnénim na objemy 10 ml a 25 ml deionizovanou vodou.

Zasobni roztok 5-dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchloridu byl pfipraven rozpusténim
0,1349 g DNS-CI v acetonitrilu a nasledn¢ doplnén na objem 50 ml. Vysledna koncentrace
tohoto roztoku byla 2 mmol/l. Dale byl piipraven uhli¢itanovy pufr o koncentraci 0,5 mol/I
rozpusténim 4,2 g hydrogenuhli¢itanu sodného ve 100 ml deionizované vody. pH pufru bylo

upraveno pomoci NaOH na hodnotu 9.

2. 3. 2. Derivatizace pomoci 5-dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchloridu

Vytvoreni této metody bylo inspirovano praci autora Woosuk Chal*’l, ktery se zabyval
stanovenim N-nitrosodimethylaminu ve vzorcich vody. Podle této prace byly vinové délky
nastaveny na 340 nm excita¢ni a 530 nm emisni. Pro tuto praci byl jako modelovy amin pouzit
dimethylamin. Citlivost detektoru byla nastavena na hodnotu high 4x. Pro ziskani niz$i hodnoty
limitu detekce byla citlivost zvySena na high 16X.

Bylo optimalizovano mnozstvi ¢inidla, vliv teploty a vliv doby derivatizace na plochu
vysledného piku. V 5 ml nadobkach bylo smichano 400 pl dimethylaminu (1x10“mol/l) se
400 pl uhli¢itanového pufru o pH 9. Dale bylo piidano 300 ul roztoku DNS-CI v acetonitrilu,
0 koncentraci 2 mmol/l. Byl také piipraven slepy roztok, ktery obsahoval misto DMA
deionizovanou vodu (400 ul). Takto pfipravené derivaty byly 20 S promichavany na
elektronickém michadle, poté vlozeny do suSarny kde byly po dobu 10 minut zahfivany na
70 °C. 20 pl derivata bylo davkovano do chromatografu. Mobilni faze byla tvofena vodou a
acetonitrilem v poméru 60:40.

Jednim ze sledovanych faktord, které maji vliv na vytézek reakce, je mnozstvi
derivatiza¢niho ¢inidla. Derivaty byly pfipraveny stejné jako v pfedchozim piipadé. Ménilo se
pouze mnozstvi ¢inidla DNS-CI, které bylo piidavano v mnozstvich od 100 do 800 pl. Derivaty
byly 20 s promichavany a poté zahfivany na 70 °C po dobu 10 minut. Po ochlazeni ve vodni

lazni byly davkovany do chromatografu.
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Dalsim sledovanym faktorem byl vliv teploty na plochu piku. Byly pfipraveny derivaty
smichanim 400 pl roztokti DMA (1x10™* mol/l) se 400 pl uhli¢itanového pufru (pH 9) a 300 ul
¢inidla DNS-CI. Postupné pak byly vkladany do susarny, pfi riznych teplotach. Reaktivita byla
zkoumana pii teplotach od 40 do 80 °C. Nasledné byly derivaty davkovany do chromatografu.

Vytézek lze také ovlivnit dobou derivatizace. Derivaty byly pfipraveny stejné jako
Vv pfedchozim piipadé€. Roztoky byly promichany a zahtivany na 70 °C po rizn¢ dlouhou dobu.
Sledovana doba derivatizace se pohybovala v rozmezi od 5-30 minut. VSechny roztoky byly

poté ochlazeny ve vodni lazni a davkovany do chromatografu.

2. 3. 2. 1. Kalibrace metody

Pro zjisténi limitu detekce byly pfipraveny roztoky dimethylaminu v riznych
koncentracich. Promé&fované koncentrace se pohybovaly v rozmezi od 10 do 5x10™ mol/I.
400 pl takto ptipravenych roztokli bylo smichano se 400 pl uhli¢itanového pufru o pH 9 a
koncentraci 0,5 mol/l a s 300 ul acetonitrilového roztoku DNS-CI (2 mmol/l). Derivaty byly
20 sekund promichévany na elektronickém michadle a nésledné v susarné zahtivany na 70 °C

po dobu 10 minut. Dale byly derivaty ochlazeny a po 20 ul injektovany do chromatografu.

2. 4. Kvalitativni stanoveni amint

Bylo stanovovano celkem 14 alifatickych amint: butylamin, cyklobutylamin,
isobutylamin, isopropylamin, morfolin, propylamin, sekundarni a terciarni byutylamin,
etylendiamin, diethanolamin, triethanolamin, diethylamin, triethylamin a pyridin. Byly
vytvofeny standardni roztoky jednotlivych amint a kazdy z nich bylpfed vlastni analyzou
derivatizovan. Nasledn¢ byla také promeétena smés téchto amintd a byla prozkouméana moznost
jejich chromatografické separace. U kazdého aminu byl sledovan retencni €as a také limit

detekce.

2. 4. 1. Stanoveni aminu

Derivaty vybranych aminQ byly pfipraveny stejné jako v ptipadé dimethylaminu (viz.
Kapitola 2. 3. 2.). Stejnym zptisobem byl pfipraven také slepy vzorek, kdy byla misto aminu
pouzita deionizovana voda. Kazdy derivat byl pfipraven tfikrat a také tfikrat prométen. 20 ul
derivati bylo davkovano do chromatografu. Mobilni faze byla tvofena vodou a acetonitrilem
v poméru 50:50 a prutok byl nastaven na 0,5 ml/min. Fluorescence byla méfena pii 344 nm

excitaéni a 526 nm emisni vlnové délce.
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2. 5. Vytvoreni metody pro extrakci amini

Soucasti této bakalaiské prace bylo také stanoveni aminil jako soucésti vybusnych
smési. Realné vzorky téchto smési byly stirdny tamponky, tvofenymi skelnou tkaninou. Bylo
tedy tieba vytvofit metodu extrakce aminti z téchto tamponka. Pro extrakci byla vybrana
celkem tfi Cinidla acetonitril, methanol a voda. Byl zvolen dimethylamin jako modelovy amin
a byla zkoumana ucinnost jednotlivych extrak¢nich ¢inidel.

Vzorky pro stanoveni byly pfipraveny nasledujicim zpisobem. 100 pl roztoku DMA
v acetonitrilu o koncentraci 1x10°mol/l bylo nakapano na tamponek, ktery byl vlozen do
Eppendorfovy nddobky. Do nadobky bylo piidano 1,5 ml extrakéniho ¢inidla. Byl piipraven
také slepy vzorek, misto dimethylaminu bylo pouzito 100 ul acetonitrilu. Takto ptipravené
vzorky byly 30 minut extrahovany. Po uplynuti této doby byla provedena derivatizace podle
vytvotené metody.

Pro derivatizaci ¢inidlem DNS-CI bylo odebrano 400 pul extraktu a pfidano 400 pl
uhli¢itanového pufru o pH 9 a 300 ul acetonitrilového roztoku DNS-CI o koncentraci 2 mmol/I.
Vse bylo promichéno a zahfivano 10 minut na 70 °C. U roztoku, které byly extrahovany
methanolem a acetonitrilem, doslo ke vzniku bilych vlo¢ek. Ty byly odstranény vlozenim do
centrifugy, aby nedochazelo k ucpavani pfedkolonky. Pfipravené vzorky byly davkovany do

chromatografu.

2. 5. 1. Stanoveni vybranych amin

Pomoci vytvoifené metody byly stanoveny i ostatni aminy. Stejné jako modelovy
dimethylamin byly jednotlivé aminy nafedény acetonitrilem a poté nakapany na tamponky. Ty
byly vlozeny do Eppendorfovy nadobky a bylo k nim pfidano 1,5 ml vody. Extrakce probihala
30 minut. Derivaty byly pfipraveny stejnym zptsobem jako v pfedchozi kapitole.

Takto pfipravené extrakty nedosahovaly pfili§ vysokych vytézku. Z tohoto divodu byly
extrakty po 30 minutach extrahovani vloZeny navic do ultrazvuku na 10 minut. To zptsobilo
narlst vytéznosti vSech amint. U nékterych byl nartst vyssi o vice nez 10%. Proto byl tento

krok zatazen pfi analyze redlnych vzorka.

2. 5. 2. Stanoveni realnych vzorki

Jak jiz bylo zminéno, tato bakalarska prace se zabyvala také stanovenim amint, které
byly pfimichany do smési vybusnin. Jako aminy byly pouzity diethanolamin, triethanolamin,
diethylamin, triethylamin, propylamin, isopropylamin, N-butylamina sekundarni butylamin.

Byly vytvofeny dvé detonac¢ni smési. Prvni detonacni smés byla tvofena nitrometanem a

31



nitrobenzenem, ke kterym byl pridavan pfislusny amin. Druha smés byla tvofena aminem,
nitrometanem a dinitrotoluenem.

Nadobky s témito vybusnymi roztoky byly zavéseny a byla do nich vloZena rozbuska.
Pod tyto nadobky byl zaloZen nerezovy plech (33 x 33 cm). Ukazka odpalisté je uvedena na
obrazku 5. Po detonaci byly plechy stirany tamponky ze skelné tkaniny a vlozeny do lahvicek
opatienych septy. Ukazka plechu po detonaci je uvedena na Obrazku 6.

Vzorky v lahvic¢kach byly ptevezeny k analyze do laboratofe. Tamponky byly vyjmuty
z lahvicek a vlozeny do Eppendorfovych nddobek. Bylo pfidéno 1,5 ml vody a ptl hodiny
probihala extrakce. Nasledné byly vzorky vlozeny do ultrazvuku na 10 minut.

Bylo odpipetovano 400 pl extraktt jednotlivych amind pfidano 400 pl uhli¢itanového
pufru o pH 9 a koncentraci 0,5 mol/l a 300 pul roztoku DNS-CI o koncentraci 2 mmol/l (v

acetonitrilu). VSe bylo promichano a zahtivano 10 minut na 70 °C.

Obrazek 6: Stirani vzorka z plechu po detonaci
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3. 1. Vysledky optimalizace sloZeni mobilni faze

Pik byl nalezen porovnanim chromatogramu slepého pokusu (Obrazek 7)
s chromatogramem derivatu DMA-DNS (Obrazek 8). Mobilni faze byla tvofena vodou a
acetonitrilem v poméru 40:60. Reten¢ni ¢as DMA byl 7,8 min. Pritok mobilni faze byl nastaven

na 0,5 ml/min.

(10,000,000)

Obrazek 7: Chromatogram slepého pokusu

(x10,000,000)

DMA-DNS

Obrazek 8: Chromatogram DMA-DNS

3. 2. Vysledky optimalizace mnoZzstvi derivatiza¢niho ¢inidla
Byly zaznamenany plochy piku a byl vytvofen graf zavislosti plochy piku derivéatu

DMA-DNS na mnozstvi dansylchloridu (Obrazek 9). Z grafu je patrné, ze plocha piku je
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nejvetsi pii pouziti 300 pl ¢inidla o koncentraci 2 mmol/l. S nartistem objemu cinidla klesa

vytézek derivatizace. Pro dal$i méfeni bylo tedy zvoleno mnozstvi 300 ul DNS-CI.

Vliv mnozstvi DNS-CI na plochu piku

100 200 300 400 500 600 700 800

Obrazek 9: Vliv mnozstvi DNS-CI na plochu piku

1,40E+07
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6,00E+06

4,00E+06
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0,00E+00

3. 3. Vysledky optimalizace teploty

Reaktivita derivatt byla sledovana pfi teplotach od 40 do 80 °C. Byly vyhodnoceny

plochy piku DMA-DNS a zaznamenany do grafu. Vysledkem byl graf zavislosti plochy piku

na teploté (Obrazek 10). Z grafu je patrné, ze plocha piku je nejvétsi, probiha-li derivatizace pfi

teplotach mezi 70 °C a 80 °C. Pro dalsi praci byla zvolena teplota 70 °C.

34



Vliv teploty na Plochu piku DMA-DNS

1,10E+07 -
3
=< 1,05E+07 -
[
1]
=
o
2 1,00E+07 -
Q
9,50E+06 -
9,00E+06 -
8,50E+06 -
8,00E+06 n T T T T 1
40 50 60 70 80

T[°C]
Obrazek 10: Vliv teploty na plochu piku DMA-DNS

3. 4. Vysledky optimalizace doby derivatizace

Derivaty byly zahfivany na 70 °C po dobu od 5 do 30 minut. Nasledn¢ prob¢hla
chromatograficka separace. Byly zaznamenany plochy piku DMA-DNS a tyto hodnoty pak
vloZeny do grafu. Vysledkem byla zavislost plochy piku na reakéni dobé (Obrazek 11). Z grafu
je patrné, Ze nejvhodnéjsi doba pro reakcei je 10 minut. Pti delsi dob¢ reakce plocha piku prudce

klesa a klesa tedy i vytézek reakce.
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Vliv doby derivatizace na plochu piku DMA-DNS
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Obrazek 11: Vliv doby derivatizace na plochu piku DMA-DNS

3. 5. Vysledky kalibrace metody

10

15
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30 35
t [min]

Po prométeni riznych koncentraci DMA byly vyhodnoceny plochy piku a vlozeny do

grafu (Obrazek 12). Byla ziskana zavislost plochy piku DMA-DNS na koncentraci DMA.

Linearni rozsah tohoto ¢inidla byl od 5x10°-1x10°® mol/l. Koeficient determinace této linearni

SV v

fluorescenéniho detektoru. Pfi citlivosti high 16x byl limit detekce stanoven na 1x107 mol/l

(4,5 pg/).
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Kalibracni zavislost DNS-DMA
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Obrazek 12: Kalibraéni zavislost DNS-DMA

3. 6. Shrnuti metody

Pro stanoveni modelového aminu (dimethylaminu) se metoda ukazala jako ucinna.

Souhrn udaji ziskanych pti optimalizaci byl shrnut v Tabulce 1.

Tabulka 1: Shrnuti udajt optimalizace

koncentrace, pH)

Cinidlo DNS-CI
Mnozstvi ¢inidla 200 pl
Koncentrace ¢inidla | 2 mM

Pufr (mnozZstvi, Uhli¢itanovy

(400 pl; 0,5mol/1; 9)

Teplota derivatizace | 70 °C
Doba derivatizace 10 minut
Doba analyzy 10 minut
Limit detekce DMA | 4,5 ng/l

3. 7. Vysledky stanoveni amint

Chromatogramy jednotlivych

2000

standardii  jednotlivych

2500
c [ug/1]

amini  byly

srovnany

s chromatogramem slepého pokusu a byly odecteny jejich retencni casy. Rovnéz byly ziskany

jejich limity detekce. V Tabulce 2 jsou shrnuty primérné retenéni ¢asy jednotlivych amind.
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Tabulka 2: Retenc¢ni ¢asy aminti po derivatizaci DNS-CI

Amin Retenéni ¢as (min)
Butylamin 27,03
Cyklobutylamin 34,51
Isobutylamin 26,40
Isopropylamin 19,80
Morfolin 17,51
Propylamin 20,26
Sec-Butylamin 25,15
Terc-butylamin 24,52
Ethylendiamin 424
Diethanolamin 5,64
Deiethylamin 29,82

Ne vSechny aminy ale byly nalezeny. U derivatu pyridinu a triethylaminu nebyl ve
srovnani se slepym pokusem nalezen zadny pik. Nedoslo tedy k zderivatizovani aminu. Dal§im
problémem byly téméf stejné retencni Casy u ethylendiaminu, triethylaminu a diethanolaminu.
Proto byl pomé&r mobilni fdze zménén na voda-acetonitril 40:60. Touto zmé&nou se podaftilo
oddélit ethylendiamin, ne vSak triethylamin od diethanolaminu. Z tohoto dtvodu nebyl
triethylamin ptidan do smési amin.

Smés aminti tedy obsahovala 11 amind. Pro jejich separaci byla nastavena gradientova
eluce. SloZeni mobilni faze bylo v jednotlivych ¢asech nasledujici: voda-acetonitril 0-10 min
60:40, 11 min 50:50, 40 min 50:50. Chromatogram smési amint je zobrazen na Obrazku 11.

Koncentrace jednotlivych aminti ve smési je 1x10™ mol/I.
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Obrazek 13: Chromatogram smési amind, stanovenych metodou pro DNS-CI

3. 8. Vysledky extrakce amint

Bylo potfeba vytvotit metodu pro extrakci amint. Bylo tedy nutné nalézt vhodné extrakéni
¢inidlo. Pro extrakci byla vybrana tfi ¢inidla: methanol, acetonitril a voda. Podrobnéji je tato
extrakce popsana v kapitole 2. 5.

Nejvhodnéjsi extrakéni ¢inidlo bylo vybrano na zaklad€ srovnani se slepym pokusem a
také na vytézku jednotlivych reakci. Byly porovnavany plochy pikli a z t€chto hodnot byl
vypocten vytézek. Vytézek byl vypocten podle vzorce 1. V Citateli byl rozdil plochy piku aminu
a slepého pokusu a ve jmenovateli rozdil priméru ploch piku maximalniho vytézku DMA a

priméru ploch piku slepého pokusu.

N _ A(amin)—A (slepy pokus)
VYTEZEK = PA(max.vytéiek)—-PA(slepy pokus) (1)

Jako neucinné extrakéni ¢inidlo se ukazal methanol, vzhledem k tomu, Ze pik derivatu
DMA-DNS byl deformovany, tudiz i vytézky této reakce vykazovali zadporné hodnoty. U vody
a acetonitrilu nebyla pozorovana deformace. Jako nejvhodnéjsi €inidlo byla zvolena voda,

protoze dosahovala vyssich vytézku (okolo 50 %) neZ acetonitril (viz Tabulka 3).
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Tabulka 3: Vytézky extrakce DMA po derivatizaci DNS-CI

Extrakéni ¢inidlo Voda Acetonitril
55, 07 0,37
53,37 0,48
54,91 0,49
Vytézek (%) 51,15 0,59
50,60 0,53
50,71 0,46
Pramér (%) 52,64 0,49

3. 9. Vysledky stanoveni realnych vzorku

Kazda smés amint byla charakteristickd svou barvou a zpiisobem detonace. Ne u vSech
smési vSak k explozi doslo. V tabulkach 4 a 5 jsou zaznamenany barvy a vysledky detonace
jednotlivych smési.

Tabulka 4: Barva a vysledky detonacnich smési tvofené aminem, nitrometanem a

nitrobenzenem

Amin Barva detona¢ni smési Vysledek detonace

Diethanolamin

Zlutooranzova

Pieklopeni terce

Triethanolamin Zlutooranzova Pieklopeni terée
Diethylami Cervena Detonace

Triethylamin Zlutooranzova Nedoslo k detonaci
Propylamin Cervena Mirna deformace
Isopropylamin Rizova Detonace

N-butylamin Rtzova Perforace terce (5 otvort)
Sec-butylamin Razova Detonace
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Tabulka 5: Barva a vysledky detona¢nich smési tvofené aminem, nitrometanem a

dinitrotoluenem

Amin Barva detonacni smési Vysledek detonace
Diethanolamin Cervena Mirn4 deformace
Triethanolamin cervena Detonace
Diethylami Cervena Detonace
Triethylamin Cervena Perforace
Propylamin Fialova Detonace
Isopropylamin Fialova Detonace
N-butylamin Fialova Detonace
Sec-butylamin fialova Detonace

Chromatogramy extraktli aminQ byly srovnavany se slepym vzorkem. Slepé vzorky
byly pfipraveny setfenim nerezového plechu pied detonaci a setfenim dal$iho ¢istého plechu
po provedeni vSech detonaci, kvili moznému vyskytu necistot. Chromatogramy extraktli
jednotlivych aminti byly také porovnavany s chromatogramy standardt jednotlivych amind.
Vysledky byly vyhodnoceny. Metodou s ¢inidlem DNS-CI se povedlo stanovit vétSinu amintl.
Aminy sec-butylamin a diethylamin nebyly detekovany. Mohlo dojit ke spaleni aminu pfi
detonaci. Vzorky ¢. 1 obsahovaly detonac¢ni smés slozenou z nitrometanu, nitrobenzenu a
pfisluSného aminu. Vzorky €. 2 obsahovaly smés nitrometanu, dinitrotoluenu a ptisluSného

aminu. Vysledky stanoveni amini jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6: Vysledky stanoveni aminti po detonaci metodou DNS-CI

Amin Metoda Vzorek 1 Vzorek 2
Isopropylamin | DNS-CL | neidentifikovan | identifikovan
Diethylamin | DNS-CL | neidentifikovan | neidentifikovan
N-Butyamin | DNS-CL | identifikovan identifikovan
Sec-butylamin | DNS-CL | neidentifikovan | neidentifikovan
Trietanolamin | DNS-CL | identifikovan | identifikovan
Propylamin | DNS-CL | identifikovan identifikovdn
Triethyamin | DNS-CL | identifikovan identifikovdn
Diethanolamin | DNS-CL | identifikovan | identifikovan
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4 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo stanoveni amint kapalinovou chromatografii
s fluorescenc¢ni detekci. Bylo zapotiebi vytvofit analytickou metodu, diky které by takové
stanoveni bylo mozné. Vzhledem ktomu, Zze aminy nejsou slouceniny, které by samy
vykazovali fluorescenci, byla nutna jejich derivatizace. Bylo vybrano derivatiza¢ni ¢inidlo 5-
dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid (DNS-CI). Stimto ¢inidlem byla provedena
optimalizace metody, kdy byly zjistovany optimalni podminky pro stanoveni amint. Jako
modelovy amin byl pouzit dimethylamin.

Kromé dvou amintl (pyridinu a triethylaminu) se podatilo vSechny aminy stanovit. Také
smeés téchto amind se podafilo chromatograficky rozdélit.

Soucasti prace bylo také stanoveni realnych vzorki, které byly ziskdny z vybusné smeési
po jejim odpaleni. Tyto vzorky byly sbirdny pomoci tamponki, které bylo tfeba dale
analyzovat. Z tohoto divodu musela byt vytvofena také metoda extrakce. Jako extrakéni ¢inidlo
byla pouzita voda. Pfi stanoveni redlnych vzorka se ¢inidlo DNS-CI osvédcilo. Podatilo se
identifikovat témét vSechny aminy. Z celkovych vysledkl vyplyva, ze vytvorena metoda je

vhodna pro stanovovani aminll v povybuchovych zplodinach.
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