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Uvod

Pfimym disledkem soucasného bouflivého rozvoje
automobilismu je narist zdravotnich rizik spojenych
s expozici naSi populace Skodlivym latkdm obsazenych
v automobilovych emisich. Vyznamnou roli v tomto sméru
hraji polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) a nitro-
vané polycyklické aromatické uhlovodiky (NPAH)' patiici
k rozsifenym chemickym karcinogentim®. Proto je velice
dillezité tyto latky v Zivotnim a pracovnim prostiedi vhod-
nymi postupy monitorovat. PAH a NPAH mohou do téla
vstupovat po pfimém kontaktu s kizi ¢i zazivacim traktem.
Proto je dulezity vybér vhodnych zastupct téchto polutan-
ti, pfipadné jejich metabolitl, jako vhodnych biomarkert
pro sledovani expozice témto nebezpeénym latkam. Jeden
z nejpouzivanéjSich markerti expozice PAH je 1-hydroxy-
pyren (1-HP). Poprvé byl identifikovan v mocCi prasete
v roce 1983 jako hlavni produkt metabolismu pyrenu’. Pro
sledovani expozice NPAH se jako biomarkery uplatiuji
1-nitropyren a jeho metabolit 1-aminopyren (1-AP).

Vzhledem k tomu, Ze vySe uvedené latky obsahuji
snadno oxidovatelné hydroxy- a aminoskupiny na aroma-
tickém jadte, nabizi se pro jejich mimotradné citlivé a se-
lektivni stanoveni v télnich tekutinach vysokoucinna kapa-
linova chromatografie s elektrochemickou detekci (HPLC-
ED). Tato technika je levngjsi nezli metody vyuzivajici
hmotnostné-spektrometrické detekce a zaroven dostate¢né
citlivda, takze by mohla byt obecné pouzitelna
k monitorovani expozice PAH a NPAH.

Velmi dulezitou roli v elektrochemické detekci hraje
vybér pracovni elektrody. Pro dany projekt byla zvolena
borem dopovana diamantova filmova elektroda. Diamant
se vyznacuje mimofadnou mechanickou i chemickou sta-
bilitou, nizkym Sumem a odolnosti vuci pasivaci, coz
umoznuje vyuziti téchto elektrod v pritokovych systé-
mech®.

Cilem této prace je na zaklad¢ studia elektrochemic-
kého chovani 1-HP a 1-AP nalézt optimalni podminky pro
jejich stanoveni diferenc¢ni pulsni voltametrii ve vodné-
methanolickém prostfedi na borem dopované diamantové
filmové elektrodé a rovnéz jejich stanoveni v moci meto-
dou HPLC-ED po ptedbézné separaci a prekoncentraci
pomoci extrakce na tuhou fazi.
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Experimentalni ¢ast
Studované latky

Zasobni roztok 1-HP (Cistota p.a., 98%, Sigma-
Aldrich, Praha, CR) (¢ = 1107 mol dm™) byl pfipraven
rozpusténim 0,02183 g 1-HP v methanolu (Cistota p. a.,
99,8%, Penta, CR) za pomoci ultrazvuku a doplnénim na
celkovy objem 100 ml. Zasobni roztok 1-AP (Cistota p. a.,
99%, Sigma-Aldrich, Praha, CR) (¢ = 110 mol dm ) byl
pripraven rozpusténim 0,02171 g 1-AP v methanolu
a doplnénim na celkovy objem 100 ml. Roztoky o nizsi
koncentraci byly pfipravovany presnym fedénim zasob-
nich roztokl. VSechny roztoky studovanych latek byly
skladovany ve sklenénych nadobach ve tmé za laboratorni
teploty.

Dalsi pouzité chemikalie

Kyselina borita (Cistota p.a., Lachema, Brno), kyseli-
na orthofosfore¢na (Cistota p. a., 85%, Lach-Ner, CR),
octova kyselina (&istota p.a., 99,8%, Lach-Ner, CR), hyd-
roxid sodny (&istota p. a., Lach-Ner, CR), deionizovana
voda (Milli-Q plus systém, Millipore, USA). Britton-
Robinsondv pufr (dale BR pufr) o pH 2—12 byl pfipraven
obvyklym zplsobem, tj. smisenim kyselé slozky
(obsahujici kyselinu boritou, octovou kyselinu a kyselinu
fosfore¢nou o koncentraci 0,04 mol dm™) a slozky zasadi-
té¢ obsahujici 0,20 mol dm~ NaOH. Fosfore¢nanovy pufr
opH 3-5 byl pfipraven smisenim kyseliny fosforecné
o koncentraci 0,05 moldm™ s vypoétenym mnoZstvim
hydroxidu sodného o koncentraci 1,0 mol dm .

Aparatura

Voltametrickd méfeni byla provadéna pomoci pocita-
¢ového Eco-Tribo Polarografu PC-ETP (Polaro-Sensors,
Praha) v programu PolarPro verze 5. Jednotliva méfeni
byla provadéna ve tiielektrodovém zapojeni. Referentni
elektroda: argentchloridova (3 mol dm > KCI, Monokrysta-
ly, Turnov, CR), pomocna elektroda: platinovy plisek
(Monokrystaly, Turnov, CR) a pracovni elektroda: borem
dopované diamantova filmova elektroda (Windsor Scienti-
fic Ltd, Velka Britanie, pramér aktivni c¢asti 3 mm). Pro
méfeni pH slouzil digitdlni pH-metr Jenway 4330
(Jenway, Essen, Velka Britanie) s kombinovanou sklené-
nou elektrodou.

Dale byl pouzit vysokouéinny kapalinovy chromato-
graf s elektrochemickou detekci v usporadani: gradientova
pumpa L-2130 (Merck), davkova¢ Front-Loading Sample
Injector Model 7725(i) 20 ul (Rheodyne), kolona Lichro-
CART 125-4 100 RP-18, Cat. 50825, 5 um, 119x4 mm
(Merck), Amperometric Detector LC-4C (BAS), predko-
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lonka LiChroCARTR PAH 4-4 (Merck). Byl pouzivan
tiielektrodovy systém (viz vyse) v tzv. ,,wall-jet* uspora-
dani. Méfeni byla provadéna za laboratorni teploty, kolona
byla termostatovana na 40 °C. Pouzivané mobilni faze
byly odvzdusnovany ultrazvukem PSO 200A Ultrasonic
Compact Cleaner (Powersonic) po dobu 10 min. Extrakce
na tuhé fazi se provadéla na kolonce LiChrolut® RP-18
(Merck).

Pracovni postupy

Pii diferen¢ni pulsni voltametrii (DPV) byly pouzi-
ty nasledujici parametry: polarizagni rychlost 20 mV s,
pulsy o Sifce 80 ms, modulacni amplituda +50 mV. Pro
eliminaci problému s pasivaci byl oxidacni scan provadén
v pfipadé¢ 1-AP od +230 do +680 mV a od +150 do
+500 mV v piipadé¢ 1-HP. Po ukonceni méteni byla pra-
covni elektroda uchovavana v deionizované vod¢.

Pti zdznamu DP voltamogramii bylo postupovano
nasledovné: do odmérné bariky na 10 ml bylo odméfeno
dané mnozstvi roztoku 1-HP nebo 1-AP v methanolu, pfi-
dan methanol do celkového objemu 7 ml a roztok byl do-
plnén po znacku BR pufrem o daném pH. Vzdu$ny kyslik
byl z roztoku odstranovan pétiminutovym probublanim
dusikem. M¢feni byla provadéna pii laboratorni teploté.
Vyska pikti obou sledovanych latek pii DPV byla vyhod-
nocovana od spojnice minim pfed a za pikem.

Mez detekce (LOD) byla pocitana podle smérnice
IUPAC pomoci trojndsobku smérodatné odchylky stano-
ni zavislosti a mez stanovitelnosti (LOQ) pomoci desetina-
sobku této smérodatné odchylky. Pii stanoveni 1-AP a 1-HP
metodou HPLC-ED byla LOD (resp. LOQ) urcovéna jako
koncentrace latky, ktera poskytuje pik trikrat (resp. deset-
krat) vyssi nez je absolutni hodnota Sumu.

Extrakce 1-AP a 1-HP z mo¢i

K 10 ml moc¢i neexponovaného pracovnika bylo pfi-
dano vypoctené mnozstvi 1-AP nebo 1-HP v methanolu.
K takto pfipravenému modelovému vzorku moci bylo
pridano 10,0 ml fosfore¢nanového pufru o pH 5 a vznikly
roztok byl prolit SPE kolonkou, kterd byla pfedem aktivo-
vana promytim 5 ml MeOH a 10 ml deionizované vody.
Kolonka byla nasledné promyta 10 ml vody a zachycené
latky byly vymyty 10 ml MeOH. Eluat byl odpafen pod
proudem dusiku, odparek rozpustétn v 1,0 ml MeOH
a zanalyzovan pomoci HPLC-ED. Porovnanim vysek piki
danych latek o ¢ = 4-10°mol dm™ v methanolu s jejich
odezvami po ptredbézné prekoncentraci ze vzorku moci
obsahujicim 4-10” mol dm™ 1-AP nebo 1-HP bylo zjisté-
no, ze vytéznost pouzité extrakce je 87 % pro 1-HP a 75 %
pro 1-AP.
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Vysledky a diskuse

Stanoveni 1-HP a 1-AP ve vodné-methanolickém
prostfedi diferen¢ni pulsni voltametrii

Nejdiive byl sledovan vliv pH na chovani 1-AP a 1-HP
v prostiedi methanol — BR pufr o pH 2 az 12 (7:3) meto-
dou diferen¢ni pulsni voltametrie. Za optimalni bylo pro
1-AP  zvoleno prostfedi methanol — BR pufr o pH 3,0
(vysledné pH vodné-methanolického roztoku 4,5) a o
pH 5,0 pro 1-HP (vysledné pH vodné-methanolického
roztoku 6,3), kde byly ziskany nejvyssi a nejsnaze vyhod-
notitelné piky.

U obou latek dochazelo k pasivaci elektrody po dru-
hém oxida¢nim kroku, kterému odpovidd druhy pik. Pro
odstranéni pasivace byl scan provadén v ptipadé¢ 1-AP
pouze v rozmezi od +230 do +680 mV a v piipad¢ 1-HP
od +150 do +500 mV. Pti dodrzeni téchto potencialovych
rozmezi se pasivace elektrody podstatné snizila, obzvlast’
u 1-AP, kdy se pfi potencialu vyssim nez +680 mV tvotil
polymerni produkt tvorici elektrochemicky neodstranitelny
povlak na elektrodg.

Koncentra¢ni zavislost 1-AP a 1-HP byla proméfena
ve vyse uvedeném prostiedi vrozmezi 1-107 az 1-107
mol dm ™. Parametry kalibraénich piimek jsou uvedeny
v tabulce 1. Vybrané DP voltamogramy 1-AP jsou pro
ilustraci uvedeny na obr. la. Vzhledem k blizkym hodno-
tam potenciald pikt nelze provést stanoveni téchto latek
vedle sebe.

Stanoveni 1-HP a 1-AP ve vodné-methanolickém
prostiedi pomoci HPLC-ED

Pti hledani optimalnich podminek pro stanoveni 1-AP
a 1-HP metodou HPLC-ED se zkoumaly nasledujici para-
metry: vliv slozeni mobilni faze na elucni Casy a vysku
pikt latek, potencial oxidace obou latek a nejvhodnéjsi
pritokova rychlost mobilni faze.

Béhem optimalizace sloZeni mobilni faze byl smichan
odpovidajici objem methanolu (60-85 %) s vodnym rozto-
kem 0,05M fosforecnanového pufru o pH v rozmezi 3,0 az
5,0. Jako optimalni byla zvolena mobilni faze se slozenim
MeOH:0,05M fosforecnanovy pufr o pH 5,0 (80:20) pro
obé¢ latky, pfi které hodnoty elucnich ¢asi byly do 4 minut.

Nejvhodngjsi potencial oxidace pfi riznych hodno-
tach pratokové rychlosti (proméfeno v rozmezi 0,6 az
1,4 ml min™") mobilni fize 1-AP a 1-HP byl odedten z
pfislusnych hydrodynamickych voltamogramii. Potencial
elektrody byl postupné zvySovan od +400 do +1200 mV.
Pii niz§im potencialu obé latky uz neposkytovaly zZadnou
odezvu a pii hodnoté¢ vyssi nez +1200 mV zakladni linie
byla velmi nestabilni. Potencial detekcni elektrody, pii
kterém obé¢ latky poskytuji nejlepsi odezvu, byl +1000 mV
pii pritokové rychlosti 1,0 mlmin' pro 1-AP
a 0,8 ml min™' pro 1-HP. Pii t&chto podminkéach byla pro-
meéfena koncentracni zavislost 1-AP a 1-HP v methanolu
(viz tab. I).
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Tabulka I
Parametry kalibrac¢nich ptimek pro stanoveni 1-AP a 1-HP ve vodné-methanolickém prostfedi pomoci DPV a HPLC-ED
na BDDE
Latka c Smérnice R LOD LOQ
[mol dm™] [nA mol™ dm?] [mol dm™] [mol dm™]
DPV?
1-AP 11107 - 1-107° 1,18:107 0,9969 6-107° 2-1077
1-HP 2:107-8107° 1,38:107 0,9934 11077 31077
HPLC-ED°
1-AP 11107 - 1-10°7° 5,42-10° 0,9990 5107 2-1077
1-HP 11107 -1-107 2,09-10° 0,9992 9-10° 3107

* Potencial piku pfi koncentraci 1-10° mol dm™ +443 mV (1-AP) a +310 mV (1-HP), podminky a prostedi viz text; ° re-
tencni ¢as 2,76 min (1-AP) a 3,93 (1-HP), mobilni faze a potencial pracovni elektrody viz text
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Obr. 1. (a) Voltamogramy 1-AP. Koncentrace v méfeném rozto-
ku 1-107 (1), 2:107° (2), 4107 (3), 6:107° (4), 8107 (5), 1-107°
(6) mol dm™. Méfeno metodou DPV na BDDE v prostiedi Me-
OH-BR puftr (7:3), pH BR pufru 3,0. (b) Chromatogramy 1-AP
v moéi. Koncentrace vmoéi 2:107° (1), 4107 (2), 6107 (3),
810° (4) a 1107 (5) moldm™. Piky neodpovidaji MF:
MeOH:0,05M fosfore¢nanovy pufr pH 5,0 (80:20), E = 1000 mV,
pritokovéa rychlost 1 ml min™'. Méfeno metodou HPLC-ED na
BDDE
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Pfi porovnani stanoveni 1-AP a 1-HP ve vodné-
methanolickém prostfedi metodou DPV a HPLC-ED vy-
sledky ukazuji, Ze citlivéj§i metodou je DPV, ale HPLC-
ED je pochopitelné selektivnéjsi. Souvisi to pravdépodob-
né s tim, ze pfi méfeni v pritokovém systému jsou mensi
problémy s pasivaci vzhledem k odplavovani produkti
elektrodové reakce od povrchu elektrody. Meze stanovitel-
nosti jsou téméf totozné.

Stanoveni 1-HP a 1-AP v moc¢i pomoci HPLC-ED

Na zéklad¢ zjisténych optimalnich parametrd pro
stanoveni obou latek v methanolu byla prométena koncen-
tracni zdvislost pro 1-AP a pro 1-HP v koncentra¢nim
rozmezi 1:10®* — 1:10° mol dm™ v modelovém vzorku
moci po pfedbézné separaci a prekoncentraci extrakci na
tuhé fazi. Parametry kalibracnich zavislosti jsou uvedené
v tab. II, vybrané chromatogramy na obr. 1b.

Zavér

Na zéklad€ provedeného vyzkumu elektrochemického
chovani 1-AP a 1-HP na borem dopované diamantové
filmové elektrodé¢ metodami DPV a HPLC-ED byly nale-
zeny optimalni podminky pro jejich stanoveni ve vodné-
methanolickém prostfedi a v mo¢i. Zavérem lze konstato-
vat, ze v pripadé monitorovani profesiondlni expozice
polycyklickym aromatickym uhlovodikim by citlivost
elektrochemického detektoru méla byt zcela postacujici
pro provedeni presné a rychlé analyzy.
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Tabulka IT
Parametry kalibrac¢nich ptimek pro stanoveni 1-AP a 1-HP v moci po extrakci na tuhé fazi. Méteno metodou HPLC-ED

Latka Retencni Cas c Smeérnice R LOD LOQ
[min] [mol dm™] [nA mol™" dm’] [mol dm] [mol dm™]

1-AP 2,70 1110 - 1-107° 3,35:107 0,9996 1-10°8 3107

1-HP 3,95 1110 - 1-107° 1,92:107 0,9996 1-1078 3107
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