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Uvod

V soucasné dobé se do popfedi zdjmu environmentdlnich,
Iékarskych a chemickych véd dostdva otdazka vlivu chemic-
kych karcinogend a mutagenti v Zivotnim a pracovnim pro-
stiedi na zdravi lidské populace. Naftalen a jeho nitro- a ami-
noderivity patii k prokdzanym chemickym mutagenim'>,
navic 2-aminonaftalen je prokdzany karcinogen®. Metabolicky
jsou transformovany na odpovidajici hydroxyderivaty, které
Ize vyuZit pti biologickém monitorovani expozice témto Skod-
livym latkam>®. Proto roste poptdvka po citlivych a selektiv-
nich metoddch stanoveni téchto latek ve sloZitych environ-
mentalnich i biologickych matricich’!%. V predkladané préci
byla vénovdna pozornost HPLC metod¢ rozdéleni smési na-
ftalenu, 1-aminonaftalenu, 1-hydroxynaftalenu, 1-nitronafta-
lenu, 2-aminonaftalenu, 2-hydroxynaftalenu a 2-nitronafta-
lenu. Pii hleddni optimdlnich podminek separace bylo vyuzito
kombinace predikce chromatografického chovini studova-
nych latek pomoci programu ChromSword® s experimentdl-
nim ovérenim piedpovédénych dat a upfesnénim navrzenych
podminek. Program ChromSword® byl vyvinut firmou Merck
pro optimalizaci podminek separace v systému HPLC s rever-
znimi fazemi, normdlnimi fdzemi a iontové-vymeénnou HPLC'.
Vyhodou této kombinace je rychlé nalezeni optimélnich pod-
minek separace s minimalni spotfebou drahych rozpoustédel
béhem optimalizace ~.

Experimentalni ¢ast
Aparatura

K méfeni byl pouzit kapalinovy chromatograf LaChrom
(Merck Hitachi, SRN) sestaveny z vysokotlaké pumpy L-
-7100, interface D-7000 a UV-detektoru L-7400, ovladaci
software HPLC systém Manager (Hitachi, Japan) v prostiedi
WinNT (Microsoft Corp.) Davkovdno bylo ddvkovacim ven-
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tilem Rheodyne 7725i (Rheodyne, USA) s 20 ul smyckou.
Latky byly separovany na koloné LiChrospher® 100 RP-18,
Sum, 125 mm x 4 mm L.D. (Merck, SRN) pii pritokové
rychlosti mobilni faze 0,5 ml.min"". Vzduch byl z mobilni faze
odstranén pomoci ultrazvuku. K métfeni pH mobilni faze bylo
pouZzito pfistroje Conductivity and pH-meter 4330 (Jenway,
Anglie) s kombinovanou sklenénou elektrodou. Déle byl po-
uzit chromatograficky optimaliza¢ni program ChromSword®
verze 1.0 (Merck, SRN).

Reagencie

Naftalen, 1-aminonaftalen, 2-aminonaftalen, 1-hydroxyna-
ftalen, 2-hydroxynaftalen, 1-nitronaftalen, 2-nitronaftalen (vse
Aldrich). Zasobni roztoky latek o koncentraci 1.10° mol.I"!
byly pripraveny v methanolu p.a. (Lachema Brno), a by-
ly uchovdvany v temnu za laboratorni teploty. Pro chroma-
tografii byl pouzit methanol a acetonitril ,,gradient grade*
(Merck Praha). Pti sledovani vlivu pH mobilni faze na separaci
byl pouzit fosfitovy pufr tvofeny 0,01 mol.I"! dihydrogenfos-
fore¢nanem sodnym, jehoz pH bylo upraveno koncentrovanou
kyselinou fosforecnou na pozadovanou hodnotu. K pripraveé
vsech roztoki byla pouzivdna deionizovand voda (Millipore
Q-plus Systém, Millipore, USA).

Pracovni postupy

K separaci naftalenu, 1-aminonaftalenu, 2-aminonafta-
lenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu, 1-nitronafta-
lenu a 2-nitronaftalenu byla pouZzita vysokoucinnd kapalinovd
chromatografie se spektrofotometrickou detekci. Vzhledem
k povaze studovanych ldtek byla pro separaci zvolena reverzni
chromatografie na oktadecylové fdzi chemicky vdzané na
silikagelu. Nalezeni optimdlnich podminek stanoveni pro se-
paraci bylo provedeno metodou postupné optimalizace jednot-
livych slozek a parametrti mobiln{ faze klasickou experimen-
talni metodou v kombinaci s chromatografickym optimali-
za¢nim programem ChromSword®.

Mobilni faze byly pfipraveny misenim piislusnych ob-
jemovych dili vodné slozky a organického modifikatoru. Pii
studiu vlivu pH na separaci bylo pH mobilni faze upravovano
zménou pH vodné slozky, takze ddaje tykajici se pH mobiln{
faze udavaji pH vodné slozky mobilni faze. Métfeny byly
roztoky jak jednotlivych litek o koncentraci 1.10* mol.1", tak
roztok smési studovanych latek o koncentraci kazdé sloz-
ky v roztoku 1.10* mol.l"". Mrtvy &as byl stanoven pomoci
1.10* mol.I"" vodného roztoku dusi¢nanu sodného pi 240 nm.
Detekce jednotlivych litek probihala pfi vinovych délkdch
jejich absorpcnich maxim. Smés latek byla detegovdna pfi
spolecné vinové délce 285 nm. Pouzitd kolona LiChrospher®
100 RP-18 nebyla termostatovdna.

Pti optimalizaci byla nejprve predpovézena separace stu-
dovanych ldtek v methanolu a nésledné také v acetonitrilu
programem ChromSword®, do kterého byly zaddny struktury
vSech stanovovanych ldtek, typ kolony a methanol (acetoni-
tril) jako organicky modifikdtor. Z téchto tidaji byla teoreticky
vypoctena zdvislost logaritmt reten¢nich faktord litek na
obsahu methanolu (acetonitrilu) v mobilni fazi a byl navrzen
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Tabulka I
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Vliv obsahu methanolu v mobilni fdzi na reten¢ni ¢asy (fz, min) alogaritmy reten¢nich faktord (log k) naftalenu, 1-aminonaftalenu,
2-aminonaftalenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu, 1-nitronaftalenu, 2-nitronaftalenu

Analyt 9% MeOH
90 85 75 65
x log k r log k r log k Ix log k
Naftalen 3,064 0,23 5,12 0,45 9,02 0,75 18,23 1,09
1-Aminonaftalen 2,56 -0,05 2,78 0,03 3,72 0,23 5,51 0,48
2-Aminonaftalen 2,54 -0,05 2,79 0,03 3,72 0,23 5,57 0,49
1-Hydroxynaftalen 2,59 -0,04 3,09 0,11 4,07 0,29 6,45 0,57
2-Hydroxynaftalen 2,55 -0,05 3,23 0,14 3,77 0,24 5,75 0,50
1-Nitronaftalen 321 0,14 4,57 0,38 6,50 0,57 12,56 091
2-Nitronaftalen 2,63 -0,02 5,17 0,45 7,22 0,63 14,52 0,98
0,30 T T T 03 [ -2 T T T ]
A, AU 1 b A, AU
0,2 B ] T
0,15 | . :
a
3
B 0’1 - .
0,00 F Y 1 R
0 6 12 18 0 10 20 30 40
t, min t, min

Obr. 1. Chromatogram smési 1-aminonaftalenu, 2-aminonafta-
lenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu (1), 1-nitronafta-
lenu (2), 2-nitronaftalenu (3) a naftalenu (4) v mobilni fazi me-
thanol-voda (65:35) experimentdlné stanoveny (pferusovana cdra)
a teoreticky vypocteny programem ChromSword® (plnd ¢dra), kde a
je2-hydroxynaftalena b je smés 1-aminonaftalenu, 2-aminonaftalenu,
1-hydroxynaftalenu

optimdlni obsah organického modifikdtoru v mobilni fézi.
Experimentdlni ovéfeni vypoctu bylo provedeno méfenim
zavislosti retencnich charakteristik jednotlivych latek na ob-
sahu methanolu (acetonitrilu) v mobilni fazi. V kazdé mobilni
fazi byla také nastfikovdna smés naftalenu a jeho derivatl.
Poté byl teoreticky vypocet upfesnén zaddnim experimentalné
naméfenych retenc¢nich dat.

Pii studiu vlivu pH na separaci je optimalizacni program
ChromSword® schopen zohlednit vliv pH na chromatogra-
fické chovani latek az po zadanf{ alespon dvou hodnot experi-
mentdlné naméfenych pii dvou riznych pH. Proto byly nej-
prve méfeny retence latek pii pH 7, 5 a 3 v mobilni fazi
acetonitril — fosfatovy pufr o daném pH. Naméfend retencni
data byla zaddna do optimalizaniho programu. Z tdajt byla
teoreticky vypoctena zdvislost logaritma retencnich faktord
latek a také zdvislost rozliSen{ limitujictho paru na pH. Z téchto
zavislosti byla nalezena oblast pH, kde by mélo byt rozliseni
limitujictho pdru dostatecné pro jejich oddéleni. Nasledné byl
vypocet experimentdlné ovéten.

Obr. 2. Chromatogram smési 2-hydroxynaftalenu (), 1-amino-
naftalenu a 2-aminonaftalenu (2), 1-hydroxynaftalenu (3), 1-ni-
tronaftalenu (4), 2-nitronaftalenu (5) a naftalenu (6) v mobilni fazi
acetonitril-voda (40:60) experimentalné stanoveny ((gferuéované ca-
ra) a teoreticky vypocteny programem ChromSword™ (plnd ¢dra)

Vysledky

Vl1iv obsahu methanolu na elué¢ni Casy
studovanych ldtek

Na chromatografické chovani latek md rozhodujici vliv
obsah organického modifikdtoru (rozpoustédla) v mobilnf fa-
zi. Pro pocate¢ni experimenty byl zvolen jako organicka sloz-
ka mobilni faze methanol. Nejprve bylo programem Chrom-
Sword® piedpovézeno chromatografické chovéani studova-
nych latek v mobilni fazi methanol-voda. Tento program
navrhl optimdlni obsah methanolu v mobilni fdzi 68 %. Z teo-
retického vypoctu vyplynulo, Ze v této mobilni fazi by nemélo
dojit k separaci vSech slozek délené smési. To bylo experimen-
tdlné potvrzeno méfenim zdvislosti reten¢nich dat analytd na
obsahu methanolu v mobilni fazi. Zjisténé retence ldtek a lo-
garitmy jejich retenc¢nich faktord log k =log [(t; — t\)/ty;] jsou
uvedeny v tabulce I, ze které je patrné, Ze retence vsSech
studovanych ldtek se snizuji s rostoucim obsahem methanolu
v mobilni fazi. Nasledné byl teoreticky vypocet upfesnén
vloZenim experimentdlné stanovenych dat. Obsah methanolu
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Tabulka II
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Vliv obsahu acetonitrilu v mobilni fzi na reten¢ni Casy (fz, min) a logaritmy retenc¢nich faktord (log k) naftalenu, 1-aminonaf-
talenu, 2-aminonaftalenu, 1-hydroxynaftalenu, 2-hydroxynaftalenu, 1-nitronaftalenu, 2-nitronaftalenu

Analyt 9% MeCN
90 85 75 65 55 45 40
tg  logk t logk tg logk ty logk ty logk ty logk t logk
Naftalen 331 0,09 401 023 524 042 743 0,62 11,81 0,86 22,84 1,18 39,39 1,38
1-Aminonaftalen 2,59 -0,13 2,8 -0,04 323 0,10 391 024 521 042 7,84 0,65 1093 0,78
2-Aminonaftalen 2,60 -0,13 2,84 -0,02 3,22 0,10 3,89 024 525 043 8,00 0,66 1097 0,78
1-Hydroxynaftalen 2,57 -0,14 2,67 -0,10 3,09 0,06 374 020 5,00 040 7,87 0,65 11,80 0,81
2-Hydroxynaftalen 2,53 -0,15 2,64 -0,11 299 0,03 351 0,16 457 034 681 0,58 10,04 0,73
1-Nitronaftalen 295 -0,01 346 0,12 432 030 589 049 9,13 0,73 17,22 1,04 29,25 1,25
2-Nitronaftalen 301 0,01 35 0,14 457 034 635 053 10,05 0,78 19,69 1,11 3395 1,31
1,5 — . . - - -
0,10 I 1
log k re— . 2
P — A, AU
3+ —*
1,2 2 P 0,05 T 1
45‘ g  — 6
./A . .
05 | ,/A/ i 5
6 ./A/ oL -
7 0,00 f _
2 4 6 0 20 30 40
pH t, min

Obr. 3. Zavislost logaritmi reten¢nich faktoru naftalenu (1), 2-nit-
ronaftalenu (2), 1-nitronaftalenu (3), 1-hydroxynaftalenu (4), 2-
hydroxynaftalenu (5), 1-aminonaftalenu (6) a 2-aminonaftalenu
(7) na pH

v mobilni fazi byl optimalizovdn na 65 %, kde vSak doslo
k iplnému oddéleni pouze naftalenu a k ¢astecnému oddélen{
1-nitro- a 2-nitronaftalenu (viz obr. 1). SniZenim obsahu me-
thanolu pod 65 % by doslo k netinosnému prodlouZenf reten-
¢nich Casti. Vzhledem k nedostate¢nému oddéleni studova-
nych latek byla ddle separace naftalenu a jeho derivatd stu-
dovédna v mobilni fdzi acetonitril-voda.

V1iv obsahu acetonitrilu na elu¢ni
¢asy studovanych ldtek

V této fazi byla opét nejprve predpovézena separace latek
programem ChromSword®, kterym byl navrzen optimdlni ob-
sah acetonitrilu v mobiln{ fdzi 51 %. Z tohoto teoretického
vypoctu vyplynulo, Ze by nemélo dojit ke zlepSeni separace
latek oproti separaci ve fdzi methanol-voda. Teoreticky vy-
pocet byl opét ovéfovan méfenim retenénich Casti analytd
v zdvislosti na obsahu acetonitrilu v mobiln{ fdzi. Namétfené
hodnoty jsou shrnuty v tabulce II, ze které vyplyvd, Ze retence
vSech latek se snizuje s rostoucim obsahem acetonitrilu v mo-
bilni fazi. Poté byl opét teoreticky vypocet upfesnén vloZenim

Obr. 4. Chromatogram smeési 2-aminonaftalenu (Z), 1-amino-
naftalenu (2), 2-hydroxynaftalenu (3), 1-hydroxynaftalenu (4),
1-nitronaftalenu (5), 2-nitronaftalenu (6) a naftalenu (7) experi-
mentdlné stanoveny (pferusovand ¢dra) a teoreticky vypocteny pro-
gramem ChromSword® (plnd ¢dra) v mobilni fazi acetonitril—fos-
fatovy pufr o pH 2,3 (40:60)

experimentdlné naméfenych dat do optimaliza¢niho progra-
mu. Obsah acetonitrilu v mobilni fdzi byl optimalizovdn na
40 % (viz obr. 2). Z tohoto obrazku je patrné, Ze v této mobilni
fazi oproti plivodni predikci doslo k dplné separaci naftalenu,
1-nitro- i 2-nitronaftalenu a také k ¢astecnému oddéleni 2-hyd-
roxy- a 1-hydroxynaftalenu. Je patrné, Ze po vloZeni naméte-
nych reten¢nich dat doslo ke zpresnéni teoretického vypoctu
optimaliza¢niho programu i kdyz predikce diplného oddéleni
2-hydroxynaftalenu a 1-hydroxynaftalenu nebyla experimen-
tdlné potvrzena. SniZzeni obsahu acetonitrilu pod 40 % by
zpusobilo vyrazné prodlouzeni reten¢nich Casa.

Vl1iv pH mobilni fdze

Vzhledem k tomu, Ze ani v mobilni fazi acetonitril-voda
nedoslo k oddéleni amino- a hydroxyderivatl naftalenu a pro-
toZe tyto latky obsahuji protonizovatelné a disociovatelné

skupiny, byl ddle studovén vliv pH na %ejich separaci. Protoze
optimaliza¢ni program ChromSword™ je schopen zohlednit
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Obr. 5. Chromatogram smési 2-aminonaftalenu (), 1-aminona-
ftalenu (2), 2-hydroxynaftalenu (3), 1-hydroxynaftalenu (), 1-nit-
ronaftalenu (5), 2-nitronaftalenu (6) a naftalenu (7) s 24-min
linedrnim gradientem s obsahem 40 az 70 % acetonitrilu (pH vodné
faze 2,3). PferuSovanou ¢arou je vyznacen profil pouzitého gradientu

vliv pH na chromatografické chovani latek az po zadani ale-
spont dvou hodnot experimentdlné naméfenych pfi dvou riz-
nych pH, byly nejprve méfeny retence latek pti pH 7, 5 a 3.
Vsechna méfeni probihala v mobilni f4zi 40 % acetonitrilu —
60 % fosfatového pufru. S klesajicim pH byl pozorovén vzrist
rozliSeni pikii amino- a hydroxyderivatd, ale k jejich iplnému
oddéleni nedoslo ani pfi pH 3. Namétend retencni data byla
zaddna do optimaliza¢niho programu a z idajt byla teoreticky
nalezena oblast pH 2 az 2,6. Toto rozmezi pH bylo zvoleno
tak, aby rozliSeni vSech separovanych litek bylo dostatecné
a zaroven pH bylo vhodné pro pouzitou kolonu. Tato predikce
byla experimentdlné ovéfena métenim retenci latek pfi pH 2,5,
2,3 a2,0. Vliv pH na chromatografické chovani studovanych
latek zndzornuje obr. 3. Za danych experimentdlnich podmi-
nek bylo zvoleno jako optimdlni pH 2,3, pfi kterém doslo
k oddéleni vsech slozek separované smési naftalenu a jeho
derivatd (viz obr. 4).

Optimalizace gradientu

Zaucelem zkrdceni celkové doby separace latek v mobiln{
fazi 40 % acetonitrilu — 60 % fosfatového pufru o pH 2,3 byl
studovan vliv gradientu acetonitrilu na separaci. Na zdkladé
predbéznych experimentd byl stanoven nasledujici optimaln{
gradient: linedrni 24-minutovy gradient s obsahem acetoni-
trilu od 40 do 70 % (viz obr. 5). Doba analyzy se zkratila
z plivodnich 40 min na 21 minut.

Zavér

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

Laboratorni pfistroje a postupy

ftalenu a 2-nitronaftalenu byly za pouziti kombinace predikce
chromatografického chovani studovanych latek pomoci pro-
gramu ChromSword® s experimentdlnim ovéfenim ptedpo-
védénych dat navrZeny ndsledujici podminky: kolona LiChro-
spher™ 100 RP-18, 24-minutovy linedrni gradient mobilni faze
s obsahem 40 az 70 % acetonitrilu; pH vodné slozky mobiln{
faze 2,3; pritokovd rychlost mobilni faze 0,5 ml.min" a de-
tekce pii 285 nm.
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V. Quaiserova, 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 ChromSword® (Merck)
optimisation software and experimental verification: LiChros-
pher® column, 24-min linear gradient, acetonitrile (40-70 %) —
phosphate buffer, pH 2.3 (60-30 %), flow rate 0.5 ml.min’,
UV detection at 285 nm.
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