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Uvod

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH), z nichz
fada jsou prokazané Ci podezielé chemické karcinogeny,
patfi ke znaéné rozsifenym polutantiim Zivotniho i pracov-
niho prostiedi. Vzhledem k mimoradné Skodlivosti fady
latek z této skupiny je tfeba jejich monitorovani v naSem
zivotnim prostiedi vénovat zvySenou pozornost. V fadé
piipadi v§ak pouhé stanoveni koncentrace téchto latek
v zivotnim ¢i pracovnim prostfedi neposkytuje dostate¢né
podklady pro vyhodnocent jejich vlivu na lidskou populaci.
Mnohem vyznamnéjsi informace Ize v tomto sméru ziskat
pomoci biologického monitorovani expozice témto che-
mickym karcinogentim, které miiZze byt zalozeno na stano-
veni jejich metabolitdl v télnich tekutindch, zejména v mo-
¢i'. Obtiznost tohoto tkolu dokumentuje napt. skute¢nost,
ze pomoci plynové chromatografie s hmotnostné-spektro-
metrickou detekci bylo v Zivotnim prostiedi identifikovano
az 100 riznych PAH’, pti¢emz kazd4 jednotlivd latka z této
skupiny miiZze byt transformovana na celou fadu metabo-
litG. V disledku toho je zpravidla nutné zvolit si 2-3 typické
zastupce PAH jako tzv. bioindikatory a vénovat pozornost
stanoveni jejich hydroxylovanych metabolitdi v mo¢i. Tak
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napf. v praci’ byl vybran pyren, benz[a] anthracen a ben-
zo[a]pyren, v praci’ bylo takto zkoumdano celkem 11 PAH
a jejich hydroxylovanych metabolitii. V tomto piipadé se
nejprve stanovi vybrané PAH pomoci HPLC s fluorimet-
rickou detekci, poté se provede redukce pritomnych meta-
bolitt (tj. odpovidajicich hydroxyderivatli) kyselinou jodo-
vodikovou a ur¢i se takto vzniklé vychozi PAH. Vysledky
se zpravidla vyjadiuji v (X¢ PAH.mmol! kreatininu, ¢imz
se bere korekce na stupeii zfedéni moéi. V praci’ je jako
vhodny bioindikdtor pro monitorovani individualni expozi-
ce dehtu navrZzen I-hydroxypyren vzhledem k vysoké cit-
livosti jeho stanoveni, jeho nizké hladiné u neexponova-
nych osob a vysoké trovni u osob exponovanych dehtu.
Jongeneelen navic prokazal dobrou korelaci mezi mutage-
nitou mo&i a obsahem 1-hydroxypyrenu®a vhodnost tohoto
bioindikédtoru pfi expozicich PAH v rliznych typech pra-
covniho prostfedi’. RovnéZ byla prokazéna vyrazna kore-
lace mezi mnozstvim pyrenu a 17 dalSich PAH v pracovnim
¢i zivotnim prostiedi a mnoZstvim 1 -hydroxypyrenuv moci
potvrzujici vhodnost pouZiti tohoto bioindikétoru’. Ve srov-
nani s uréenim mutagenity moci je stanoveni 1-hydroxy-
pyrenu levnéjsi, specifictéjsi a citlivéjsi. Vzhledem k tomu,
7e pfi metabolické transformaci PAH dochdzi zpravidla
kjejich C-hydroxylaci a Ze aromatické hydroxyslou¢eniny
jsou pomérné snadno anodicky oxidovatelné, nabizi se pro
mimoradné citlivé a selektivni stanoveni t€chto metabolitti
v télnich tekutindch vysokoucinna kapalinova chromato-
grafie s elektrochemickou detekci (HPLC-ED)’. Tato tech-
nika je pfitom podstatné levnéjsi nezli dosud pouzivané
metody s hmotnostné-spektrometrickou ¢i fluorescencni
detekei, takZe by mohla byt Siteji pouzitelnd k monitoro-
vani expozice polycyklickym aromatickym uhlovodikiim.
Z dosud publikovanych praci (viz ptehled !) je patrno,
Ze koncentrace 1-hydroxypyrenu v moci se pohybuje od
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1-5 nmol.I" u neexponovanych osob, pifes 10-50 nmol.l
u délnikd pfi vyrobé hliniku, 100-2000 nmol.1"' u pacienttt
s psoridzou lé¢enych mastmi na bazi dehtovych vyrobki,
aZz po 100-10000 nmol.I'! u pracovnikii exponovanych
profesionalné pfi zpracovani dehtu. Vzhledem k tomu, Ze
typické meze detekce aromatickych hydroxyslouc¢enin po-
moci HPLC-ED se pohybuji kolem 100 nmol.I'!, bylo
mozno predpokladat, Ze citlivost této techniky bude Casto
postacujici i v pfipadech biologického monitorovani expo-
zice polycyklickym aromatickym uhlovodikiim. Cilem
predkladané prace proto bylo porovnat meze detekce 1-
-hydroxypyrenu pii pouziti spektrofotometrického, fluo-



rescenéniho a elektrochemického detektoru a ovérit pouzi-
telnost HPLC-ED ke stanoveni 1-hydroxypyrenuv moci.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Zasobn{ roztok 1-hydroxypyrenu o koncentraci 1.10-3
mol.I'l byl pfipraven rozpusténim 0,0218 g latky ve 100 ml
methanolu. Roztoky nizSich koncentraci byly ziskdny pies-
nym fedénim zdsobniho roztoku methanolem. Vsechny
roztoky byly uchovavany ve tmé. Jejich stalost byla kon-
trolovana spektrofotometricky. Byl pouZzivan acetonitril
(210 PR - super purity solvent, Romil Chemicals, Velka
Britanie) a methanol, kyselina fosfore¢na, octova kyselina,
hydroxid sodny, dihydrogenfosfore¢nan draselny a chlorid
draselny Cistoty p.a. (Lachema Brno). K pfedbézné separaci
1-hydroxypyrenu z vzorkii mo¢i byla pouzita kolonka Sep-
Pak C 18 (Tessek, Praha). Pro pfipravu vodnych roztoki
byla pouzita deionizovana voda (Milli-Qplus, Millipore).

Ptistroje

Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna na pristroji
Unicam SP-800 (Cambridge, Velkd Britdnie) v kfemen-
nych ky vetdich mérné tloustky 1,0 cm.

Pro méreni se spektrofotometrickou a elektrochemic-
kou detekci byl pouzit vysokoucéinny kapalinovy chroma-
tograf sloZzeny z &erpadla HPP 5001, ddvkovace LCI 30
s Sul davkovaci smyckou, UV detektoru LCD 2040, am-
perometrického detektoru ADLC 2 s pracovni elektrodou
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tvofenou tzkym svazkem vlaken skelného uhliku
cenou argentochloridovou referentni elektrodou a pomoc-
nou elektrodou tvofenou kovovou vystupni Kapildrou,
a z liniového zapisovate TZ 4620 (v§e Laboratorni pii-
stroje, Praha). Byla pouzita sklenéna kolona plnéna Sepa-
ronem SGX C 18, 7um, o délce 15 cm a vnitfnim priméru
3,3 mm (Tessek, Praha).

Pro méieni s fluorimetrickou detekci byl pouzit kapali-
novy chromatograf Pye Unicam PU 4002 s ovladaci, fidici
a vyhodnocovaci datastanici Pye Unicam PU 4850, s pro-
gramovatelnym fluorescenénim detektorem Philips PU 4027
a s UV VIS detektorem s diodovym polem Pye Unicam
PU 4021. Nastfik vzorkd na kolonu byl provadén pomoci
dévkovaciho ventilu Rheodyne 7125 s 5 Ml ddvkovaci
smyCkou. Byla pouzita kovova chromatografickd kolona
SUPELCOSIL LC-PAH (5 um), o délce 15 cm s vnitfnim
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priimérem 4,6 mm (Supelco, Svycarsko).

Acidita roztokli byla méfena digitdlnim pH metrem
PHM 62 (Radiometer, Dansko) se sklenénou indika¢ni
a nasycenou kalomelovou referentni elektrodou.

Vsechna méfeni byla provadéna za laboratorni teploty.
Pracovni postupy

Pro zjisténi optimalnich podminek stanoveni 1-hydro-
xypyrenu metodou HPLC s elektrochemickou a spektrofo-
tometrickou detekci byl sledovan vliv slozeni a pH mobilni
faze na eluéni Casy a vysku piku této latky. Vhodny pracov-
ni potencial elektrochemického detektoru byl zjistén z hyd-
rodynamického voltamogramu.

Po tomto optimaliza¢nim kroku byly zméfeny kalibrac-
ni zavislosti a z nich byl ur¢en rozsah linearity a odhadnuta
mez detekce pro obé detekéni metody.

Mobilni fize byla pfipravovdna smisenim odpovidaji-
cich objem@ methanolu a vodného roztoku KH,PO, (¢ =
0,01 mol.lI'!)) a jeji pH bylo upraveno na pozadovanou
hodnotu pfidavkem kyseliny fosfore¢né (80 %) nebo roz-
toku hydroxidu sodného (¢ = 0,2 mol.I""). Pfed pouzitim
byla mobilni fize odvzdusiiovana v ultrazvukové lazni
po dobu 10 minut. Priitokova rychlost mobilni faze byla
0,3 ml.min"!. Mrtvy &as byl uréovan z nastfiku samotného
methanolu. Kvantitativni analyza byla provedena na zai-
kladé méfeni vysky piki.

Pro zjisténi optimalnich podminek pro stanoveni 1-hyd-
roxypyrenu metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci byl
sledovan vliv sloZzeni mobilni faze na elu¢ni ¢asy a plochu
piku latky. Optimalni podminky detekce (vybér vhodnych
vlnovych délek) byly zjistény proméfenim pfislusnych spek-
ter 1-hydroxypyrenu. Za podminek pouziti fluorescen¢niho
detektoru byla proméiena kalibracni zavislost sledované
latky, ur€en rozsah linearity a mez detekce.

Mobilni faze byla pripravovdna smisenim odpovidajicich
dilt acetonitrilu a smési acetonitril-voda (40+60) ve vyso-
kotlaké sméSovaci Casti kapalinového chromatografu. Mo-
bilni fize v zdsobnicich byla odvzdusiovana kontinualn¢,
probublavanim proudem helia. Priitokova rychlost mobilni
faze kolonou byla 0,8 ml.min’l. Mrtvy &as byl uréovan
z nastfiku samotného acetonitrilu (pokles nulové linie).

Mez detekce byla vzdy urCovana jako koncentrace roz-
toku latky, ktera poskytuje pik dvakrat vétsi nez je absolutni
hodnota Sumu.

Pr1i stanoveni 1-hydroxypyrenu v moci neexponované-
ho pracovnika bylo postupovano ndsledovné: K 10,0 ml
moci bylo pfiddno vypo¢tené mnozstvi (100, 50 nebo 10 pil)



roztoku 1-hydroxypyrenuv methanolu (c = 1.10" mol.I'1),
takZe vyslednd koncentrace 1-hydroxypyrenu byla 10.107,
5.10~" ¢ 1.107mol.1'L. K takto pfipravenému vzorku moéi
bylo pfidano 10,0 ml acetatového pufru o pH 5 a vznikly
roztok byl prolit rychlosti asi 10 ml.min"! kolonkou SepPak
C18, ktera byla pfedem promyta 5 ml methanolu a 10 ml
deionizované vody. Poté byla kolonka promyta 8 ml deio-
nizované vody a zachyceny 1-hydroxypyrenbyl vymyt 10
ml methanolu. Eludt byl odpafen pfi 60 °C pod proudem
dusiku, odparek byl rozpustén v 1,0 ml methanolu a podro-
ben HPLC analyze.

Vysledky

Vliv obsahu methanolu ¢i
acetonitrilu v mobilni fazi
na eluc¢ni ¢as 1l-hydroxypyrenu

Elucni Casy byly méfeny z odezvy UV detektoru pii
vinové délce 240 nm, zjisténé jako optimalni z absorp¢ni
kiivky 1-hydroxypyrenu (viz obr. 1). Hodnota pH me-
thanolické mobilni fize byla upravena na hodnotu piiblizn¢ 4,2,
pH acetonitrilové mobilni fize upravovano nebylo. Zjisténé
hodnoty reten¢nich faktorti k= (i - fyp) / fyy» jsou uvedeny
v tabulce I, ze které je patrno, ze retencni faktor klesa
s rostoucim obsahem methanolu ¢i acetonitrilu. Jako optimal-
ni byla pro méfeni se spektrofotometrickym ¢i elektroche-
mickym detektorem zvolena mobilni fize obsahujici 80 %
methanolu, kterd poskytuje dobré rozliSeni pii pomérné
kratkém elu¢nim Case (kolem 7 min.). Pro praci s fluorimet-
rickym detektorem byla jako optimdlni zvolena excitacni
vinova délka 346 nm a emisni vinova délka 392 nm (viz
obr. 2). Pro dalsi méfeni s fluorimetrickym detektorem byla
zvolena mobilni fize obsahujici 60 % acetonitrilu.

Tabulka I
Zavislost reten¢niho faktoru (k) 1-hydroxypyrenu na obsa-
hu methanolu ¢i acetonitrilu v mobilni fizi

MeCN (5]

MeOH [%e]
& 004 ] 2 43
70 400 0 1.41
Bl 1.54 Bl

M) 0.64 )

(1.65

t
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“Methanol - 0,01 M-KH2PO4, pH 4,2 , priitokova rychlost
0,3 mLmin"' ;" acetonitril-voda, priitokové rychlost 0,8 mLmin®
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Obr. 1. UV spektrum 1-hydroxypyrenu zmérené detektorem
s diodovym polem
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Obr. 2. Excitatni a emisni spektrum 1-hydroxypyrenu

Vliv pH mobilni fdze

Hodnota pH mobilni fize obsahujici 80 % methanolu byla
upravena na 4,2, 5,5 a 7,0 a byl sledovan vliv téchto zmén
na hodnotu reten¢niho faktoru 1 -hydroxypyrenu a na velikost
odezvy elektrochemického a spektrofotometrického detektoru.
Vysledky méfeni uvedené v tabulce 11 ukazuji, ze retenéni faktor
pfiliS nezavisi na pH mobilni fize. Pro sledovéni dalSich
zavislosti bylo proto zvoleno pH 7,0, které je nejvyhodnéjsi
z hlediska elektrochemické detekce, nebof pfi ném byla
ziskdna nejvyssi odezva elektrochemického detektoru.

Tabulka II

Vliv pH mobilni fize na retenni faktor (k) a na vysku piku
1-hydroxypyrenu pii spektrofotometrické (A) a elektroche-
mické (/) detekci

pH" } log A { [A.U] FILA]
4.2 | .65l (3,21 {1,158 (.522
55 1.51 0,18 {1, 164 ().468
7.0 1,92 (128 0,15 0,743

“Mobiln{ fize methanol —0,01 M-KH2POy4, 80:20 (v/v); prito-
kov4 rychlost 0,3 ml.min"', koncentrace 1-hydroxypyrenu

2.10" moll"!
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Obr. 3. Hydrodynamicky voltamogram 1-hydroxypyrenu

Hydrodynamicky voltamogram
l-hydroxypyrenu

Pti méfeni hydrodynamického voltamogramu 1-hydro-

xypyrenu byl potencidl pracovni elektrody postupné zvy-

Sovan z hodnoty 0 V az na + 1,8 V (viz obr. 3.). Nejvyssi
proudova hodnota byla ziskdna pfi potencidlu + 1,6 V. Dalsi
zvySovani potencidlu pracovni elektrody jiz nemélo vliv na
vysku piku.
Koncentraé¢ni zéavislosti

Koncentraéni zavislost byla proméfena v rozmezi 1.1073
az 1.10-8 mol.I'! s pouZitim spektrofotometrické a elektro-

chemické detekce a v rozmezi 1.10%az 1.10"? mol.I"!spo-
uzitim fluorescenéni detekce. Pfi spektrofotometrické de-

Tabulka III
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Obr. 4. Kalibraéni kfivka pro stanoveni 1-hydroxypyrenu
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii se spektrofoto-
metrickou (UV) a elektrochemickou (EC) detekei

tekci byly zjiStény linedrni koncentraéni zavislosti v roz-
mezi 1.107 a2 110" moll' s mezi detekce 1.10" mol.lI”\.
U elektrochemické detekce byla dosazena mez detekce
o fad niz8i (1.10™ mol.I'"), av8ak koncentraini zavislosti

5 m. © 2 1

jsou linedrni v uz§im rozmezi (1.10" az 1.10" ;mol.l" ). Pfi
koncentraci 1-hydroxypyrenu vyss$i nez 1.10" mol.l" jsou
kalibra¢ni zavislosti zaktivené (viz obr. 4). Pii fluorimet-

Parametry kalibra¢nich piimek pro stanoveni 1-hydroxypyrenu metodou HPLC se spektrofotometrickou, elektrochemic-

kou a fluorimetrickou detekci

Koncentrace

Spektrofotometrick4 detekce pii 235 nm”  Elektrochemické detekee pii + 1,6 V*

Fluorimetrick4 detekce”

[mmol.I"] ~ smérnice tsek  korelatni smérnice usek korelatni  smérnice Usek  korelaéni
[10*AUumol™.l] [10*AU] koeficient [nApmol’l]  [nA] koeficient  [umol™.1] koeficient

1000-100 7,10 102,0 0,9994 = = 3 g = =
100-10 7,42 5:2 0,9993 - - 3 93,16 69,02  0,9977
10-1 7,09 2,2 0,9979 12,56 2,17 0,9988 119,62 -1,01  0,9998
1-0,1 8,30 0,3 0,9991 15,94 0,39 0,9990 126,36 0,15 0,9999
0,1-0,01 - - - 16,94 0,07 0,9985 72,05 0,03  0,9978
0,01-0,001 = = - 5 5 5 0,06  0,9996

83,98

# Mobilni fize methanol - 0,01 M-KH2PO4, 80:20 (v/v), pH 7,0, pritokovd rychlost 0,3 ml.min"'; bmobilni faze

acetonitril-voda, 60:40 (v/v), excita¢ni vinova délka 346 nm, emisni vinova délka 392 nm, priitokova rychlost 0,8 ml.min™

874



rické detekci byly zjistény linearni koncentraéni zavislosti
v celém sledovaném rozmezi (1.10% az 1.10” moll""),
pficemZ mez detekce se pohybuje kolem 510" mol.I"!,
Vypoctené parametry koncentracnich zavislosti jsou uve-
deny v tabulce I11.

Stanoveni l-hydroxypyrenu v modci

Porovnanim vysky piki ziskanych p¥i spektrofotomet-
rické i elektrochemické detekci s nasttfikem standardniho
roztoku 1-hydroxypyrenu o koncentraci 5.10° mol.l-!
a roztoku po predbézné separaci a prekoncentraci ze vzorku
mo&i obsahujictho 5.10" mol.l"" 1-hydroxypyrenu bylo
zjisténo, ze vytéznost pouzitého postupu piedbézné se-
parace a prekoncentrace je vys$si nez 90 %. Pokud bylo mis-
to 10,0 ml modi vzato do prace 10,0 ml deionizované vody,
pohybovaly se meze detekce pfi pfedbézné separaci a pre-
koncentraci zhruba na drovnich dosazenych pii pfimém
nastiiku standardnich roztoki analytu. Pfi analyze redlnych
vzorkli moci vSak doslo k uréitému zvySeni meze detekce
vzhledem k pritomnosti fady dalSich latek. Jak je patrno
z obr. 5 je mez elektrochemické detekce i v piipad¢ redl-
nych vzorkli ponékud niZsi (cca 5.10™ mol.l"") neZli citli-
vost detekce spektrofotometrické (cca 1.107 mol.1""). Sni-
Zeni meze detekce pii analyze

AU T T T
(LA F |

X
— _ @
|
I
\ ]

INLIER 3 | | 1

Obr. 5. HPLC stanoveni 1-hydroxypyrenu v moci s UV spek-
trofotometrickou (UV) a elektrochemickou (EC) detekci.
Koncentrace 1-hydroxypyrenu 5.107 (a), 1.10” (b) a 0 (slepy
pokus - ¢) molI" . Sipka ozna&uje polohu piku 1-hydroxypyrenu

vzorkli moci ve srovnani s analyzou standardnich roztok
v Cistém rozpoustédle, souvisejici s pritomnosti fady dal-
Sich latek pritomnych v dané matrici, je do urCité miry
kompenzovano desetindsobnou prekoncentraci pfi popsa-
ném postupu.

ZAavér

Z vySe uvedenych vysledkil je ziejmé, Ze mez detek-
ce pti HPLC stanoveni 1-hydroxypyrenu je pfi pouZiti elek-
trochemické detekce (1.10" mol.l') zhruba o jeden
fad niz8i nezli pii pouziti detekce spektrofotometrické
(1.10" mol.1""). Pfi pouZiti fluorescenéni detekce je mez
detekce 5.10719mol.1-1.

Zavérem lze konstatovat, ze laboratoie majici k dispozi-
ci HPLC systém s fluorescenéni detekci by ji mély dat
pirednost pfed detekci elektrochemickou a zejména pied
detekci spektrofotometrickou, ktera ze srovnavanych zpii-
sobt detekce poskytla nejvyssi mez detekce. Pro fadu pii-
padil (napf. pfi monitorovani profesiondlni expozice poly-
cyklickym aromatickym uhlovodikiim pii vyrobé hliniku

¢i zpracovani dehtu) by vsak citlivost podstatné levnéjsiho
elektrochemického detektoru méla postacovat.

Autori dékuji grantové agenture Karlovy univerzity za
finanéni podporu (grant ¢.41/96).
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demiology, Charles University, Prague, “‘Researchlnstitu-
te for Organic Syntheses, Pardubice): Determination of
1-Hydroxypyrene Using High-Performance Liquid
Chromatography with Electrochemical Detection

Optimum conditions are described for HPLC determi-
nation of 1-hydroxypyrene with electrochemical detection
(ED) giving the detection limit - 1.108 mol.I'l. This detec-
tion limit was compared with that for UV spectrophoto-
metric detection (- 1.10"” moll"') and fluorimetric detecti-
on (~ 5.10"" mol.I'Y). It was demonstrated that HPLC-ED can
be used for the determination of 1-hydroxypyrene in urine
down to 1.10" mol.I'! and thus for biological monitoring
of human exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons.





