Stanoveni 5-aminochinolinu pomoci HPLC se spektrofotometrickou a
elektrochemickou detekci na CPE

Navod
pro vybérovou ulohu pro Pokrocilé praktikum (C 230C04) z
instrumentalni analytické chemie pro posluchace navazujiciho
magisterského studia oboru Analytické chemie a Modernich metod
analytické chemie (C 230C10) oboru Geochemie a Pokrocilého praktika z
analytické chemie (C 230C13) pro posluchace bakalarského studia oboru
Klinicka a toxikologicka analyza a Praktikum z pfistrojové analyzy
(C230C15) pro posluchace oboru Chemie zivotniho prostredi.

Teoreticky uvod

Aminoderivaty heterocyklickych aromatickych uhlovodikt patfi mezi
latky s pomérne Sirokym praktickym vyuzitim, a to jakozto soucasti
komercéné vyrabénych |&éCiv, analyticka Cinidla, soucasti barviv a pfipravk
pouzivanych v zemédeélstvi. Nékteré derivaty vSak jsou podezrelé z
negativnich ucinkl na lidské zdravi. Ke stanoveni latek tohoto typu se
bézné vyuzivaji moderni separaCni metody, které kromé vynikajici citlivosti
maiji i dulezitou schopnost separace analytll i z pomérné komplikovanych
environmentalnich Ci biologickych matric.

Kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi je v sou€asné dobé
jednou z nejpouzivangjsich metod v organické analyze. Pomérné snadna
oxidovatelnost aminoskupiny na aromatickém jadfe Ize vyuzit k HPLC
stanoveni aminochinolint na zakladé jejich oxidace v oblasti pomérné
nizkych pozitivnich potenciall a k porovnani této metody s klasickou
detekci pomoci klasické spektrofotometrické detekce.

Cilem této ulohy je v dané mobilni fazi nalézt optimalni podminky pro
spektrofotometrickou detekci 5-aminochinolinu (5-AQ) a elektrochemickou
detekci 5-AQ, a to na zakladé zméreni hydrodynamického voltamogramu
1.10* mol I 5-AQ na uhlikové pastové elektrodé. Za optimalnich
podminek se pomoci dualni ED a spektrofotometrické detekce zméri
kalibragni zavislosti v koncentradnim rozmezi 2-10x10° mol I'' 5-AQ, které
se vynesou do kalibracnich zavislosti (pomoci vysek i ploch pikd). Tyto
kalibraCni zavislosti se vyuziji ke stanoveni koncentrace 5-AQ v
neznamem vzorku.




Experimentalni ¢ast

A. Pristroje a zarizeni

Pro méfeni s fotometrickou a elektrochemickou detekci se pouzije
vysokoucinny kapalinovy chromatograf slozeny z gradientového Cerpadla
Beta (ECOM, Praha), smyCkoveho davkovaciho analytického ventilu typu
D s 20ul smyé&kou (ECOM, Praha), kolona Purospher® RP-18e 150 x 4
mm, 5 um (Merck), UV-VIS detektoru s proménnou vinovou délkou Safir
(ECOM), ampérometrického detektoru ADLC 2 (Laboratorni pfistroje,
Praha) s pracovni elektrodou tvofenou uhlikovou pastovou elektrodou
(KACH PfF UK), Ag/AgCl srovnavaci elektrodou a platinovou pliSkovou
elektrodou (ob& Monokrystaly, Turnov). K vyhodnoceni signalt se pouZije
pocitaCem fizena stanice Clarity (Dataapex) umoznujici dvoukanalove
vyhodnocovani. Fotometricky detektor se nastavi na ur€Cenou vinovou
délku. ADLC 2 detektor se pouzije k odvétvovani potencialu +0,6 az +1,4
V po 0,2 V. Davkuje se pomoci injekCni stfikaCky s Luerovym nastavcem.
K dispozici jsou vSechny potfebné navody, a to jak pro vysokotlaké
Cerpadlo, tak pro oba detektory i fidici software.

B. Reagencie

Mobilni faze se pfipravi smisenim 30 objemovych Casti acetonitrilu,
p.a. a 70 objemovych &asti vodného 0,01 mol I fosfatového pufru pH 7
(vSe Lachema, Brno). Po smiseni objemU nedoplfiovat! Pratokova
rychlost mobilni faze se nastavi na 0,5 ml min™. Zasobni methanolicky
roztok 5-AQ ma koncentraci 1.10° mol I, na kolonu davkovany roztok se
ztedi mobilni fazi na koncentraci 1.10™ mol I"".

C. Pracovni postupy

1. Priprava uhlikové pasty

Pred zapocCetim méreni se v tfeci misce dokonale zhomogenizuje
250 mg mikrokulicek skelného uhliku a 120 ul mineralni oleje. Vzniklou
pastou se naplni télo pracovni elektrody. Pfed méfenim se povrch
uhlikové pastové elektrody ocCisti mechanicky otfenim navihCenym
filtraCnim papirem.

2. Nalezeni optimalnich podminek detekce

Nejprve se proméfi UV-VIS spektrum 1.10™* mol I'' 5-AQ v mobilni
mol I'" v 0,5 cm kfemennych kyvetach. Po ustaveni rovnovaznych
podminek v chromatografickém systému (ca 20 min. od zapoceti Cerpani



mobilni faze) se v zapojeni CPE jako wall-jet detektoru zméfi
hydrodynamicky voltamogram 5-AQ s davkovanim smyc¢kou o objemu 20
ul pfi odvétvovanych potencialech +0,6 az +1,4 V, s krokem 0,2 V. Méfeni
pfi vSech potencialech se provadi duplicitné. Soucasné se provadi i UV
fotometricka detekce 5-AQ pfi vinové délce maxima absorbance
odecteného ze zméfeného UV-VIS spektra.

Z naméreného hydrodynamického voltamogramu se urCi vhodny
potencial pro detekci 5-AQ (ca +1,0 az +1,2 V) pro dané experimentalni
podminky.

3. Zméreni kalibrac¢ni zavislosti 5-AQ

Za urCenych optimalnich experimentalnich podminek se promeri
kalibragni kfivky v koncentradnim rozmezi 1 az 10x10®° mol I'' 5-AQ, a to
pro oba druhy detekce.

4. Uréeni koncentrace 5-AQ v neznamém vzorku

Koncentrace 5-AQ v neznamém vzorku se urCi nastfikem vzorku na
kolonu a vyhodnocenim ziskanych voltamogramu jak pro
elektrochemickou, tak pro spektrofotometrickou detekci. Ziskané vysledky
se porovnaji a okomentuiji.

Zaveér

Vysledky ziskané pomoci elektrochemické i spektrofotometrické
detekce se mezi sebou porovnaji a zhodnaoti, rovnéz tak i oba pouzité
zpusoby vyhodnocovani mnozstvi analytu ve vzorku pomoci ploch a vySek
namérenych signald. VSechny naméfené chromatogramy budou uloZeny
do 1 slozky se jménem studenta a odevzdany protokol bude obsahovat
seznam jednotlivych naméfenych souborl rozdélenych na skupinu
obsahujici chromatogramy namérené pfi ziskavani hydrodynamického
voltamogramu a skupinu obsahujici analytickou ¢ast stanoveni obsahu 5-
AQ ve vzorku metodou kalibracni pfimky.

Tato uloha je provadéna na pfistrojovém vybaveni ziskané diky Fondu

rozvoje vysokych $kol v ramci projektu FRVS 275/2006.




