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V souËasnÈ dobÏ se do pop¯edÌ z·jmu environment·lnÌch,
lÈka¯sk˝ch a chemick˝ch vÏd dost·v· ot·zka vlivu chemic-
k˝ch karcinogen˘ a mutagen˘ v ûivotnÌm a pracovnÌm pro-
st¯edÌ na zdravÌ lidskÈ populace. Naftalen a jeho nitro- a ami-
noderiv·ty pat¯Ì k prok·zan˝m chemick˝m mutagen˘m1-3,
navÌc 2-aminonaftalen je prok·zan˝ karcinogen4. Metabolicky
jsou transformov·ny na odpovÌdajÌcÌ hydroxyderiv·ty, kterÈ
lze vyuûÌt p¯i biologickÈm monitorov·nÌ expozice tÏmto ökod-
liv˝m l·tk·m5,6. Proto roste popt·vka po citliv˝ch a selektiv-
nÌch metod·ch stanovenÌ tÏchto l·tek ve sloûit˝ch environ-
ment·lnÌch i biologick˝ch matricÌch7-10. V p¯edkl·danÈ pr·ci
byla vÏnov·na pozornost HPLC metodÏ rozdÏlenÌ smÏsi na-
ftalenu, 1-aminonaftalenu, 1-hydroxynaftalenu, 1-nitronafta-
lenu, 2-aminonaftalenu, 2-hydroxynaftalenu a 2-nitronafta-
lenu. P¯i hled·nÌ optim·lnÌch podmÌnek separace bylo vyuûito
kombinace predikce chromatografickÈho chov·nÌ studova-
n˝ch l·tek pomocÌ programu ChromSwordÆ s experiment·l-
nÌm ovÏ¯enÌm p¯edpovÏdÏn˝ch dat a up¯esnÏnÌm navrûen˝ch
podmÌnek. Program ChromSwordÆ byl vyvinut firmou Merck
pro optimalizaci podmÌnek separace v systÈmu HPLC s rever-
znÌmi f·zemi, norm·lnÌmi f·zemi a iontovÏ-v˝mÏnnou HPLC11.
V˝hodou tÈto kombinace je rychlÈ nalezenÌ optim·lnÌch pod-
mÌnek separace s minim·lnÌ spot¯ebou drah˝ch rozpouötÏdel
bÏhem optimalizace12.

Experiment·lnÌ Ë·st

A p a r a t u r a

K mÏ¯enÌ byl pouûit kapalinov˝ chromatograf LaChrom
(Merck Hitachi, SRN) sestaven˝ z vysokotlakÈ pumpy L-
-7100, interface D-7000 a UV-detektoru L-7400, ovl·dacÌ
software HPLC systÈm Manager (Hitachi, Japan) v prost¯edÌ
WinNT (Microsoft Corp.) D·vkov·no bylo d·vkovacÌm ven-

tilem Rheodyne 7725i (Rheodyne, USA) s 20 µl smyËkou.
L·tky byly separov·ny na kolonÏ LiChrospherÆ 100 RP-18,
5 µm, 125 mm ◊ 4 mm I.D. (Merck, SRN) p¯i pr˘tokovÈ
rychlosti mobilnÌ f·ze 0,5 ml.min-1. Vzduch byl z mobilnÌ f·ze
odstranÏn pomocÌ ultrazvuku. K mÏ¯enÌ pH mobilnÌ f·ze bylo
pouûito p¯Ìstroje Conductivity and pH-meter 4330 (Jenway,
Anglie) s kombinovanou sklenÏnou elektrodou. D·le byl po-
uûit chromatografick˝ optimalizaËnÌ program ChromSwordÆ

verze 1.0 (Merck, SRN).

R e a g e n c i e

Naftalen, 1-aminonaftalen, 2-aminonaftalen, 1-hydroxyna-
ftalen, 2-hydroxynaftalen, 1-nitronaftalen, 2-nitronaftalen (vöe
Aldrich). Z·sobnÌ roztoky l·tek o koncentraci 1.10-3 mol.l-1

byly p¯ipraveny v methanolu p.a. (Lachema Brno), a by-
ly uchov·v·ny v temnu za laboratornÌ teploty. Pro chroma-
tografii byl pouûit methanol a acetonitril Ñgradient gradeì
(Merck Praha). P¯i sledov·nÌ vlivu pH mobilnÌ f·ze na separaci
byl pouûit fosf·tov˝ pufr tvo¯en˝ 0,01 mol.l-1 dihydrogenfos-
foreËnanem sodn˝m, jehoû pH bylo upraveno koncentrovanou
kyselinou fosforeËnou na poûadovanou hodnotu. K p¯ÌpravÏ
vöech roztok˘ byla pouûÌv·na deionizovan· voda (Millipore
Q-plus SystÈm, Millipore, USA).

P r a c o v n Ì p o s t u p y

K  separaci naftalenu, 1-aminonaftalenu, 2-aminonafta-
lenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu, 1-nitronafta-
lenu a 2-nitronaftalenu byla pouûita vysoko˙Ëinn· kapalinov·
chromatografie se spektrofotometrickou detekcÌ. Vzhledem
k povaze studovan˝ch l·tek byla pro separaci zvolena reverznÌ
chromatografie na oktadecylovÈ f·zi chemicky v·zanÈ na
silikagelu. NalezenÌ optim·lnÌch podmÌnek stanovenÌ pro se-
paraci bylo provedeno metodou postupnÈ optimalizace jednot-
liv˝ch sloûek a parametr˘ mobilnÌ f·ze klasickou experimen-
t·lnÌ metodou v kombinaci s chromatografick˝m optimali-
zaËnÌm programem ChromSwordÆ.

MobilnÌ f·ze byly p¯ipraveny mÌsenÌm p¯Ìsluön˝ch ob-
jemov˝ch dÌl˘ vodnÈ sloûky a organickÈho modifik·toru. P¯i
studiu vlivu pH na separaci bylo pH mobilnÌ f·ze upravov·no
zmÏnou pH vodnÈ sloûky, takûe ˙daje t˝kajÌcÌ se pH mobilnÌ
f·ze ud·vajÌ pH vodnÈ sloûky mobilnÌ f·ze. MÏ¯eny byly
roztoky jak jednotliv˝ch l·tek o koncentraci 1.10-4 mol.l-1, tak
roztok smÏsi studovan˝ch l·tek o koncentraci kaûdÈ sloû-
ky v roztoku 1.10-4 mol.l-1. Mrtv˝ Ëas byl stanoven pomocÌ
1.10-4 mol.l-1 vodnÈho roztoku dusiËnanu sodnÈho p¯i 240 nm.
Detekce jednotliv˝ch l·tek probÌhala p¯i vlnov˝ch dÈlk·ch
jejich absorpËnÌch maxim. SmÏs l·tek byla detegov·na p¯i
spoleËnÈ vlnovÈ dÈlce 285 nm. Pouûit· kolona LiChrospherÆ

100 RP-18 nebyla termostatov·na.
P¯i optimalizaci byla nejprve p¯edpovÏzena separace stu-

dovan˝ch l·tek v methanolu a n·slednÏ takÈ v acetonitrilu
programem ChromSwordÆ, do kterÈho byly zad·ny struktury
vöech stanovovan˝ch l·tek, typ kolony a methanol (acetoni-
tril) jako organick˝ modifik·tor. Z tÏchto ˙daj˘ byla teoreticky
vypoËtena  z·vislost logaritm˘  retenËnÌch faktor˘ l·tek  na
obsahu methanolu (acetonitrilu) v mobilnÌ f·zi a byl navrûen

* Tato pr·ce zÌskala 3. mÌsto v soutÏûi o cenu firmy Merck za nejlepöÌ studentskou vÏdeckou pr·ci v oboru analytickÈ chemie 2.2.2000 v BrnÏ
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Tabulka I
Vliv obsahu methanolu v mobilnÌ f·zi na retenËnÌ Ëasy (tR, min) a logaritmy retenËnÌch faktor˘ (log k) naftalenu, 1-aminonaftalenu,
2-aminonaftalenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu, 1-nitronaftalenu, 2-nitronaftalenu

Analyt % MeOH

90 85 75 65

tR log k tR log k tR log k tR log k

Naftalen 3,64 0,23 5,12 0,45 9,02 0,75 18,23 1,09
1-Aminonaftalen 2,56 ñ0,05 2,78 0,03 3,72 0,23 5,51 0,48
2-Aminonaftalen 2,54 ñ0,05 2,79 0,03 3,72 0,23 5,57 0,49
1-Hydroxynaftalen 2,59 ñ0,04 3,09 0,11 4,07 0,29 6,45 0,57
2-Hydroxynaftalen 2,55 ñ0,05 3,23 0,14 3,77 0,24 5,75 0,50
1-Nitronaftalen 3,21 0,14 4,57 0,38 6,50 0,57 12,56 0,91
2-Nitronaftalen 2,63 ñ0,02 5,17 0,45 7,22 0,63 14,52 0,98

optim·lnÌ obsah organickÈho modifik·toru v mobilnÌ f·zi.
Experiment·lnÌ ovÏ¯enÌ v˝poËtu  bylo  provedeno mÏ¯enÌm
z·vislostÌ retenËnÌch charakteristik jednotliv˝ch l·tek na ob-
sahu methanolu (acetonitrilu) v mobilnÌ f·zi. V kaûdÈ mobilnÌ
f·zi byla takÈ nast¯ikov·na smÏs naftalenu a jeho deriv·t˘.
PotÈ byl teoretick˝ v˝poËet up¯esnÏn zad·nÌm experiment·lnÏ
namÏ¯en˝ch retenËnÌch dat.

P¯i studiu vlivu pH na separaci je optimalizaËnÌ program
ChromSwordÆ schopen zohlednit vliv pH na chromatogra-
fickÈ chov·nÌ l·tek aû po zad·nÌ alespoÚ dvou hodnot experi-
ment·lnÏ namÏ¯en˝ch p¯i dvou r˘zn˝ch pH. Proto byly nej-
prve mÏ¯eny retence l·tek p¯i pH 7, 5 a 3 v mobilnÌ f·zi
acetonitril ñ fosf·tov˝ pufr o danÈm pH. NamÏ¯en· retenËnÌ
data byla zad·na do optimalizaËnÌho programu. Z ˙daj˘ byla
teoreticky vypoËtena z·vislost logaritm˘ retenËnÌch faktor˘
l·tek a takÈ z·vislost rozliöenÌ limitujÌcÌho p·ru na pH. Z tÏchto
z·vislostÌ byla nalezena oblast pH, kde by mÏlo b˝t rozliöenÌ
limitujÌcÌho p·ru dostateËnÈ pro jejich oddÏlenÌ. N·slednÏ byl
v˝poËet experiment·lnÏ ovÏ¯en.

V˝sledky

V l i v o b s a h u m e t h a n o l u n a e l u Ë n Ì Ë a s y
s t u d o v a n ˝ c h l · t e k

Na chromatografickÈ chov·nÌ l·tek m· rozhodujÌcÌ vliv
obsah organickÈho modifik·toru (rozpouötÏdla) v mobilnÌ f·-
zi. Pro poË·teËnÌ experimenty byl zvolen jako organick· sloû-
ka mobilnÌ f·ze methanol. Nejprve bylo programem Chrom-
SwordÆ p¯edpovÏzeno chromatografickÈ chov·nÌ studova-
n˝ch l·tek v mobilnÌ f·zi methanolñvoda. Tento program
navrhl optim·lnÌ obsah methanolu v mobilnÌ f·zi 68 %. Z teo-
retickÈho v˝poËtu vyplynulo, ûe v tÈto mobilnÌ f·zi by nemÏlo
dojÌt k separaci vöech sloûek dÏlenÈ smÏsi. To bylo experimen-
t·lnÏ potvrzeno mÏ¯enÌm z·vislosti retenËnÌch dat analyt˘ na
obsahu methanolu v mobilnÌ f·zi. ZjiötÏnÈ retence l·tek a lo-
garitmy jejich retenËnÌch faktor˘ log k = log [(tR ñ tM)/tM] jsou
uvedeny v tabulce I, ze kterÈ je patrnÈ, ûe retence vöech
studovan˝ch l·tek se sniûujÌ s rostoucÌm obsahem methanolu
v mobilnÌ f·zi. N·slednÏ byl teoretick˝ v˝poËet up¯esnÏn
vloûenÌm experiment·lnÏ stanoven˝ch dat. Obsah methanolu

Obr. 1. Chromatogram smÏsi 1-aminonaftalenu, 2-aminonafta-
lenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu (1), 1-nitronafta-
lenu (2), 2-nitronaftalenu (3) a naftalenu (4) v mobilnÌ f·zi me-
thanolñvoda (65:35) experiment·lnÏ stanoven˝ (p¯eruöovan· Ë·ra)
a teoreticky vypoËten˝ programem ChromSwordÆ (pln· Ë·ra), kde a
je 2-hydroxynaftalen a b je smÏs 1-aminonaftalenu, 2-aminonaftalenu,
1-hydroxynaftalenu

Obr. 2. Chromatogram smÏsi 2-hydroxynaftalenu (1), 1-amino-
naftalenu a 2-aminonaftalenu (2), 1-hydroxynaftalenu (3), 1-ni-
tronaftalenu (4), 2-nitronaftalenu (5) a naftalenu (6) v mobilnÌ f·zi
acetonitrilñvoda (40:60) experiment·lnÏ stanoven˝ (p¯eruöovan· Ë·-
ra) a teoreticky vypoËten˝ programem ChromSwordÆ (pln· Ë·ra)
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Tabulka II
Vliv obsahu acetonitrilu v mobilnÌ f·zi na retenËnÌ Ëasy (tR, min) a logaritmy retenËnÌch faktor˘ (log k) naftalenu, 1-aminonaf-
talenu, 2-aminonaftalenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu, 1-nitronaftalenu, 2-nitronaftalenu

Analyt % MeCN

90 85 75 65 55 45 40

tR log k tR log k tR log k tR log k tR log k tR log k tR log k

Naftalen 3,31 0,09 4,01 0,23 5,24 0,42 7,43 0,62 11,81 0,86 22,84 1,18 39,39 1,38
1-Aminonaftalen 2,59 ñ0,13 2,85 ñ0,04 3,23 0,10 3,91 0,24 5,21 0,42 7,84 0,65 10,93 0,78
2-Aminonaftalen 2,60 ñ0,13 2,84 ñ0,02 3,22 0,10 3,89 0,24 5,25 0,43 8,00 0,66 10,97 0,78
1-Hydroxynaftalen 2,57 ñ0,14 2,67 ñ0,10 3,09 0,06 3,74 0,20 5,00 0,40 7,87 0,65 11,80 0,81
2-Hydroxynaftalen 2,53 ñ0,15 2,64 ñ0,11 2,99 0,03 3,51 0,16 4,57 0,34 6,81 0,58 10,04 0,73
1-Nitronaftalen 2,95 ñ0,01 3,46 0,12 4,32 0,30 5,89 0,49 9,13 0,73 17,22 1,04 29,25 1,25
2-Nitronaftalen 3,01 0,01 3,59 0,14 4,57 0,34 6,35 0,53 10,05 0,78 19,69 1,11 33,95 1,31

v mobilnÌ f·zi byl optimalizov·n na 65 %, kde vöak doölo
k ˙plnÈmu oddÏlenÌ pouze naftalenu a k Ë·steËnÈmu oddÏlenÌ
1-nitro- a 2-nitronaftalenu (viz obr. 1). SnÌûenÌm obsahu me-
thanolu pod 65 % by doölo k ne˙nosnÈmu prodlouûenÌ reten-
ËnÌch Ëas˘. Vzhledem k nedostateËnÈmu oddÏlenÌ studova-
n˝ch l·tek byla d·le separace naftalenu a jeho deriv·t˘ stu-
dov·na v mobilnÌ f·zi acetonitrilñvoda.

V l i v o b s a h u a c e t o n i t r i l u n a e l u Ë n Ì
Ë a s y s t u d o v a n ˝ c h l · t e k

V tÈto f·zi byla opÏt nejprve p¯edpovÏzena separace l·tek
programem ChromSwordÆ, kter˝m byl navrûen optim·lnÌ ob-
sah acetonitrilu v mobilnÌ f·zi 51 %. Z tohoto teoretickÈho
v˝poËtu vyplynulo, ûe by nemÏlo dojÌt ke zlepöenÌ separace
l·tek oproti separaci ve f·zi methanolñvoda. Teoretick˝ v˝-
poËet byl opÏt ovÏ¯ov·n mÏ¯enÌm retenËnÌch Ëas˘ analyt˘
v z·vislosti na obsahu acetonitrilu v mobilnÌ f·zi. NamÏ¯enÈ
hodnoty jsou shrnuty v tabulce II, ze kterÈ vypl˝v·, ûe retence
vöech l·tek se sniûuje s rostoucÌm obsahem acetonitrilu v mo-
bilnÌ f·zi. PotÈ byl opÏt teoretick˝ v˝poËet up¯esnÏn vloûenÌm

experiment·lnÏ namÏ¯en˝ch dat do optimalizaËnÌho progra-
mu. Obsah acetonitrilu v mobilnÌ f·zi byl optimalizov·n na
40 % (viz obr. 2). Z tohoto obr·zku je patrnÈ, ûe v tÈto mobilnÌ
f·zi oproti p˘vodnÌ predikci doölo k ˙plnÈ separaci naftalenu,
1-nitro- i 2-nitronaftalenu a takÈ k Ë·steËnÈmu oddÏlenÌ 2-hyd-
roxy- a 1-hydroxynaftalenu. Je patrnÈ, ûe po vloûenÌ namÏ¯e-
n˝ch retenËnÌch dat doölo ke zp¯esnÏnÌ teoretickÈho v˝poËtu
optimalizaËnÌho programu i kdyû predikce ˙plnÈho oddÏlenÌ
2-hydroxynaftalenu a 1-hydroxynaftalenu nebyla experimen-
t·lnÏ potvrzena. SnÌûenÌ obsahu acetonitrilu pod 40 % by
zp˘sobilo v˝raznÈ prodlouûenÌ retenËnÌch Ëas˘.

V l i v p H m o b i l n Ì f · z e

Vzhledem k tomu, ûe ani v mobilnÌ f·zi acetonitrilñvoda
nedoölo k oddÏlenÌ amino- a hydroxyderiv·t˘ naftalenu a pro-
toûe tyto l·tky obsahujÌ protonizovatelnÈ a disociovatelnÈ
skupiny, byl d·le studov·n vliv pH na jejich separaci. Protoûe
optimalizaËnÌ program ChromSwordÆ je schopen zohlednit

Obr. 3. Z·vislost logaritm˘ retenËnÌch faktor˘ naftalenu (1), 2-nit-
ronaftalenu (2), 1-nitronaftalenu (3), 1-hydroxynaftalenu (4), 2-
hydroxynaftalenu (5), 1-aminonaftalenu (6) a 2-aminonaftalenu
(7) na pH
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Obr. 4. Chromatogram smÏsi 2-aminonaftalenu (1), 1-amino-
naftalenu (2), 2-hydroxynaftalenu (3), 1-hydroxynaftalenu (4),
1-nitronaftalenu (5), 2-nitronaftalenu (6) a naftalenu (7) experi-
ment·lnÏ stanoven˝ (p¯eruöovan· Ë·ra) a teoreticky vypoËten˝ pro-
gramem ChromSwordÆ (pln· Ë·ra) v mobilnÌ f·zi acetonitrilñfos-
f·tov˝ pufr o pH 2,3 (40:60)

Simulated Chromatogram

A, AU

40

0,05

0,00

t, min
10

0,10

3

1
2

0 20

4

5

6 7

30

Chem. Listy 94, 1014 ñ 1017 (2000) LaboratornÌ p¯Ìstroje a postupy

1016



vliv pH na chromatografickÈ chov·nÌ l·tek aû po zad·nÌ ale-
spoÚ dvou hodnot experiment·lnÏ namÏ¯en˝ch p¯i dvou r˘z-
n˝ch pH, byly nejprve mÏ¯eny retence l·tek p¯i pH 7, 5 a 3.
Vöechna mÏ¯enÌ probÌhala v mobilnÌ f·zi 40 % acetonitrilu ñ
60 % fosf·tovÈho pufru. S klesajÌcÌm pH byl pozorov·n vzr˘st
rozliöenÌ pÌk˘ amino- a hydroxyderiv·t˘, ale k jejich ˙plnÈmu
oddÏlenÌ nedoölo ani p¯i pH 3. NamÏ¯en· retenËnÌ data byla
zad·na do optimalizaËnÌho programu a z ˙daj˘ byla teoreticky
nalezena oblast pH 2 aû 2,6. Toto rozmezÌ pH bylo zvoleno
tak, aby rozliöenÌ vöech separovan˝ch l·tek bylo dostateËnÈ
a z·roveÚ pH bylo vhodnÈ pro pouûitou kolonu. Tato predikce
byla experiment·lnÏ ovÏ¯ena mÏ¯enÌm retencÌ l·tek p¯i pH 2,5,
2,3 a 2,0. Vliv pH na chromatografickÈ chov·nÌ studovan˝ch
l·tek zn·zorÚuje obr. 3. Za dan˝ch experiment·lnÌch podmÌ-
nek bylo zvoleno jako optim·lnÌ pH 2,3, p¯i kterÈm doölo
k oddÏlenÌ vöech sloûek separovanÈ smÏsi naftalenu a jeho
deriv·t˘ (viz obr. 4).

O p t i m a l i z a c e g r a d i e n t u

Za ˙Ëelem zkr·cenÌ celkovÈ doby separace l·tek v mobilnÌ
f·zi 40 % acetonitrilu ñ 60 % fosf·tovÈho pufru o pH 2,3 byl
studov·n vliv gradientu acetonitrilu na separaci. Na z·kladÏ
p¯edbÏûn˝ch experiment˘ byl stanoven n·sledujÌcÌ optim·lnÌ
gradient: line·rnÌ 24-minutov˝ gradient s obsahem acetoni-
trilu od 40 do 70 % (viz obr. 5). Doba anal˝zy se zkr·tila
z p˘vodnÌch 40 min na 21 minut.

Z·vÏr

K separaci smÏsi naftalenu, 1-aminonaftalenu, 2-aminona-
ftalenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu, 1-nitrona-

ftalenu a 2-nitronaftalenu byly za pouûitÌ kombinace predikce
chromatografickÈho chov·nÌ studovan˝ch l·tek pomocÌ pro-
gramu ChromSwordÆ s experiment·lnÌm ovÏ¯enÌm p¯edpo-
vÏdÏn˝ch dat navrûeny n·sledujÌcÌ podmÌnky: kolona LiChro-
spherÆ 100 RP-18, 24-minutov˝ line·rnÌ gradient mobilnÌ f·ze
s obsahem 40 aû 70 % acetonitrilu; pH vodnÈ sloûky mobilnÌ
f·ze 2,3; pr˘tokov· rychlost mobilnÌ f·ze 0,5 ml.min-1 a de-
tekce p¯i 285 nm.

J. B. dÏkuje GrantovÈ agentu¯e »eskÈ republiky (grant
Ë. 203/98/1187). J. Z. dÏkuje Ministerstvu ökolstvÌ, ml·deûe
a tÏlov˝chovy (v˝zkumn˝ z·mÏr 113100002).
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V. Quaiserov·, J. Zima, and J. Barek (UNESCO La-
boratory of Environmental Electrochemistry, Department of
Analytical Chemistry, Charles University, Prague): HPLC
Separation of Genotoxic Derivatives of Naphthalene

The following optimised conditions for the separation
of naphthalene, naphthalen-1-amine, naphthalen-2-amine, 1-
and 2-naphthols, and 1- and 2-nitronaphthalenes were found
using a combination of the prediction of chromatographic be-
haviour of the tested substances with ChromSwordÆ (Merck)
optimisation software and experimental verification: LiChros-
pherÆ column, 24-min linear gradient, acetonitrile (40ñ70 %) ñ
phosphate buffer, pH 2.3 (60ñ30 %), flow rate 0.5 ml.min-1,
UV detection at 285 nm.

Obr. 5. Chromatogram smÏsi 2-aminonaftalenu (1), 1-aminona-
ftalenu (2), 2-hydroxynaftalenu (3), 1-hydroxynaftalenu (4), 1-nit-
ronaftalenu (5), 2-nitronaftalenu (6) a naftalenu (7) s 24-min
line·rnÌm gradientem s obsahem 40 aû 70 % acetonitrilu (pH vodnÈ
f·ze 2,3). P¯eruöovanou Ëarou je vyznaËen profil pouûitÈho gradientu
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