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ANOTACE

Diplomova prace je vénovana analyze optickych zjasiiovacich prostfedk pomoci kapalinové
chromatografie. Cilem této prace byla analyza optickych zjasnovact na bazi stilbenu véetné
optimalizace déleni téchto latek ve smési. Dale byla pomoci hmotnostni spektrometrie navrzena
struktura téchto latek. Tyto optické zjasnovace byly nasledné analyzovany v redlnych vzorcich

vyluhti ze dvou typti obalii z recyklovaného papiru a ve vyluhu kanceléaiského papiru.

KLICOVA SLOVA

Optické zjasnujici prostiedky, kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie, recyklo-

vany papir.

TITLE

Analysis of optical brightening agents using liquid chromatography

ANNOTATION

The thesis is devoted to the analysis of optical brightening agents using liquid chromatography.
The aim of this thesis was to analyze optical brighteners based on stilbene including the opti-
mization of the separation of these substances in the mixture. Futher, the structure of these
substances was proposed by mass spectrometry. These optical brighteners were analyzed in

extracts of real samples from two types of recycled paper packaging and in the leachate of office

paper.
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UvVoD

Optické zjasnujici prostredky jsou latky, pouzivané predevsim do recyklovanych papirti
pro dodani bélosti témto produktim. Latky ptidavané do papirenskych vyrobkii absorbuji
zateni v oblasti UV a maji fluorescen¢ni emise v rozsahu 400-500 nm, ¢imz piekryji pfirozenou
nazloutlou az hnédou barvu absorbujici pravé v tomto rozsahu vlnovych délek. V soucasnosti
se pouziva na 400 riznych optickych zjasnovaci.

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim optickych zjasnujicich prostfedkl na bazi
stilbenu pouzivanych v recyklovanych papirech. Prace vznikla ve spolupraci s firmou
Huhtamaki (Ptibyslavice, Ceska republika). Méfeni probéhlo také ve vyluzich redlnych vzorkd,
a to ve dvou vzorcich kartonovych obald potravin a v kancelarském papiru. Méfeni probihalo
na kapalinové chromatografii s UV detektorem v systému S obracenymi fazemi a HILIC

systému, pro navrh struktury latek byla pouzita hmotnostni spektrometrie.
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1. TEORETICKA CAST

1.1.  UV-VIS SPEKTROMETRIE

UV-VIS spektrometrie je fyzikalné chemicka metoda, jez se fadi mezi molekulovou
absorp¢ni spektrometrii. UV-VIS spektrometrie pracuje v rozsahu vinovych délek od 200 nm
do 800 nm [1-3]. Pracuje na principu méfeni energie, kterou vzorek (latka) pohlti pti prichodu
zateni. Métenim ziskdvame spektra, vyjadiujici zavislost absorbance na vlnové délce. Prave
absorpci elektromagnetického zareni molekulou dochézi ke zméné v elektronovém stavu latky,
¢imz dochazi k elektronovym piechodim. Mg¢éfeni absorbance vychazi z Bouguerova-
Lambertova-Beerova zakona, vyjadiujici zavislost absorbance na koncentraci latky (c),
tloust'ce kyvety (d) a molarniho absorpcniho koeficientu (), ktery je dany pro jednotlivé latky.

A= ¢e-d-c 1)
Platnost tohoto zékona je vSak omezena na ziedéné roztoky. Tvrzeni, Ze molarni absorp¢ni
koeficient je nezavisly na koncentraci se vztahuje pouze na roztoky do koncentrace 1072 mol/I.
U koncentrovangjsich roztoku je tento koeficient zavisly na indexu lomu [4,5]. Schéma spek-

trometru pro UV-VIS je uvedeno na obr. 1.

T qER

vzorkem  ¢oi0dioda zprgcovém
signalu

zdroj monochromator

zareni

Obrdazek 1 - Schéma spektrofotometru [6]

1.2. KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Kapalinova chromatografie pouzivé jako mobilni f4zi kapalinu a stacionarni fazi je tuha
latka. Zde vSak o separaci nerozhoduje pouze afinita analytu k stacionarni fazi, jak tomu je
u plynové chromatografie, ale svou roli hraje i pouZiti mobilni faze. Dle uspotfadani stacionarni
faze mizeme rozlisit chromatografii kolonovou, tenkovrstvou ¢i papirovou kapalinovou chro-

matografii. V této diplomové praci se zabyvam pouze kapalinovou chromatografii kolonovou.
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1.2.1. CHARAKTERISTIKA

Zakladem vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) se stala klasicka kapalinova chromatografie, kdy se sklenéna
trubice o priméru piiblizné 2 cm a délce asi 50 cm plnila sorbentem. Dole byla zakonc¢ena fritou
ze zrnitého oxidu hlinitého a na horni vrstvu sorbentu se davkovalo malé mnozstvi vzorku,
nasledné se pridala mobilni faze. Prichodem kolonou se slozky analytu separovaly a kolonu
opoustély v riznych casech. V HPLC chromatografii je potieba pracovat pii vysokém tlaku,
jelikoZz je nutné pouzivat sorbent o velmi malych rozmérech, potiebnych pro u¢innou separaci.

Kapalinovou chromatografii mizeme rozdélit podle typu pracovnich technik na
kapalinovou rozdélovaci chromatografii (LLC) a kapalinovou adsorp¢ni chromatografii (LSC).
Dale jsou znamé jesté techniky gelové permeacni chromatografie (GPC) a iontové vyménné

chromatografie (IEC), které jsou mén¢ Casté, avsak v nékterych ptipadech nezbytné [7].

1.2.2. INSTRUMENTALN{ USPORADANI

Kapalinovy chromatograf se sklada z nékolika zakladnich ¢asti pfistroje (obr. 2), ato ze
zasobniki mobilnich fazi, cerpadla, davkovaciho ventilu (pfipadné autosampleru),
chromatografické kolony, detektoru a pocitace s vyhodnocovacim software. Dale byva jesté za
zasobnikem umistén odplynovac mobilni faze. Toto uspotadani je platné pro isokratickou eluci.
V ptipadé gradientové eluce je jest€¢ pied Cerpadlo zafazen sméSova¢ mobilnich fazi.
Gradientovou eluci lze provést také pouzitim dvou Cerpadel, v tomto piipadé je sméSovac
zatazen az za jednotlivd Cerpadla. SméSoval je vzdy fizen programem pro pozadované
mnozstvi latek mobilni fdze. Jednou z nevyhod kapalinové chromatografie oproti plynové je ta,
ze na konci kapalinového chromatografu je vyvod pro odpad, ktery je tfeba kontrolovat pfed
kazdym meéfenim. Tato nevyhoda je ovSem vyhodou spocivajici v moZnosti odchytu

jednotlivych frakei [8].
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Obrazek 2 - HPLC instrumentace [9]

1.2.3. CERPADLA V HPLC

Pozadavkii na cerpadla pouzité v HPLC je nespocet. Jednim z nich je pfedevSim
kontinualni pritok mobilni faze bez jakychkoliv pulst. Déle je potieba, aby cerpadla pracovala
ptesné a spravné (odchylka pritoku mobilni faze (MF) vzdy max. 1%). Pritok mobilni faze
musi byt mozny jak ve velmi nizkém mnozstvi (0,1 ml/min), tak i pfi pratoku 10 ml/min.
Dal$im parametrem je rozsahlé rozmezi pouzitelnosti tlakli (1-100 MPa) a v neposledni fad¢
musi byt material pouzity na konstrukei cerpadla odolny vici korozi. Vysokotlaka cerpadla Ize
rozdélit do dvou skupin, a to podle zptsobu, kterym se dostava pist cerpadla do pohybu.
Zatimco u Cerpadel pracujicich s konstantnim tlakem se pouziva tlak plynu, ¢i hydraulicka
kapalina k rozpohybovani pistu ¢erpadla, u ¢erpadel pracujicich za konstantniho objemového

prutoku se k rozpohybovani pistu vyuziva mechanicky pohyb [8,10,11].

1.2.31. PNEUMATICKA CERPADLA
Tato Cerpadla fadime do skupiny pracujici za konstantniho tlaku. JelikoZ je zde ale
pouzit konstantni tlak, tedy tlak plynu ¢i kapaliny ptsobici na pist Cerpadla, mlze se stat, ze
vlivem zmény teploty a tim spjaté viskozity mobilni faze se také zméni odpor kolony a dojde
ke zméné pritoku mobilni faze. Vzhledem k maximalnimu tlaku na vstupu do kolony, ¢inicim

3-5 MPa se toto ¢erpadlo v dnesni dobé skoro nepouziva [8].

1.2.3.2.  INJEKCNI CERPADLA
Injekéni erpadla pracuji na mechanickém principu pomoci elektromotoru. Ten je skrze

tahlo se zavitem a prevodovku spojen s pistem. Injekéni Cerpadla jsou zbavena nedostatkl
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pneumatickych ¢erpadel. Maximalni tlak na vystupu je 40-60 MPa, priitok mobilni faze je i pti
zméné odporu konstantni, a navic je bezpulzni, ¢imz zajiStuje lepsi stabilitu zakladni linie
detektoru. OvSem ani toto Cerpadlo neni bez chyby. Hlavnimi minusy jsou ptedevsim
limitovany objem mobilni faze (uréeny objemem pracovniho valce), ¢as potiebny k dosazeni

stabilniho pratoku a také vysoka pofizovaci cena [8].

1.2.3.3.  PISTOVA CERPADLA
Hlavni vyhodou pistovych Cerpadel je takova konstrukce, diky které je mrtvy objem co
na Case. Tlak téchto Cerpadel se v maximu pohybuje okolo 60-100 MPa a pomoci otac¢ek
elektromotoru lze nastavit pritok mobilni faze. Hlavni vyhodou je neomezené ddvkovéni
mobilni faze bez preruseni toku na kolonu. Naopak nevyhoda je kolisani pritoku vlivem
stiidani saci a vytlatné faze. Aby vsak tyto tlaky byly vyrovnané, byla do konstrukce zatazena

dalsi hlava, ktera pracuje v opacné fazi [8].

1.2.34. MEMBRANOVA CERPADLA

Princip fungovani membranovych Cerpadel lze ve zkratce popsat tak, ze hydraulicka
kapalina je stlaCovéana pistem a pfes membranu je pfendSen tlak na mobilni fazi, ktera je pomoci
saciho a vytlaéného ventilu vytladena do kolony. Cerpadla tohoto typu nejsou v dnesni dobé
skoro viibec vyuzivana vzhledem Kk jejich technické naro¢nosti, kterymi jsou vybér materialu
saciho a vytlatného ventilu (vétSinou se voli rubin ¢i safir), iprave tohoto povrchu, ktery musi
byt dokonale hladky a cisty, aby nedochédzelo ke kontaminaci mechanickymi necistotami
a Vv neposledni fadé musi byt také mobilni faze diikladné ¢iSténa. Membranové Cerpadlo ma

také daleko vyssi mrtvy objem nez Cerpadlo pistové [8].

1.2.4. DAVKOVANI VZORKU
Davkovéani vzorku ma vliv na Uc¢innost chromatografického procesu. Jestlize je
davkovani nedokonalé, mize dochézet k rozmyvani pikil vlivem mimokolonového ptispévku
davkovaciho zafizeni. V soucasnosti se pouZzivaji prevazné automatické davkovace (tzv.
autosamplery), které jsou v laboratofich hlavnim pozadavkem vzhledem k velkému poctu
vzorkd. Nicméné se pouzivaji také manudlni smyckové davkovace, pracujici na principu

prepinacich ventilt [8,10].
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1.2.4.1.  VYSOKOTLAKE DAVKOVACI VENTILY
Vysokotlaké davkovaci ventily jsou schopny davkovat i pti tlaku 60-80 MPa a maji
ruzné objemy davkovacich smycek (0,2 az 2000 ul). Vse je ovladano bud'to pneumaticky c¢i

elektricky. Princip davkovani pomoci tiicestného ventilu je znazornén na obr. 3 [8].

44;.:{:1.‘ 2 P\ Davkovani vzorku
. |
) L
Vil %
" |

. P

Obrazek 3 -Schéma davkovaciho ventilu S vnéjsi smyckou (A) a s vnitini smyckou (B) [12]

1.2.4.2.  AUTOMATICKE DAVKOVACE — AUTOSAMPLERY

Autosamplery jsou spojeny se zdsobnikem vzorkill. V zésobniku je jeden, ptipadné vice
karuseld, do kterych se vkladaji mikronadobky se vzorkem ¢i standardem. Tyto mikronadobky
oznacujeme jako vialky. Vyrabé&ji se o riznych objemech, nejcastéji vSak 2 ml a jsou bud’to na
zavit nebo se uzaviraji hlinikovym uzavérem (krimpovaci vialky). Pokud se pracuje s malymi
objemy, jsou do vialek vloZené tzv. inserty o objemu stovky mikrolitr.

Existuji tfi druhy spojeni davkovace se zasobnikem vzorku. Prvni typ pfedstavuje fixni
zasobnik vzorku a pohybujici se rameno s jehlou. Druhym typem je stabilni injekéni stiikacka
davkovacle a pohybuje se pouze zasobnik se vzorky. Posledni konstrukéni uspofadani nam
predstavi fixni injekéni davkovac¢ i zasobnik vzorkl. K transportu vialek slouzi pohyblivé

rameno [8].

1.2.5. DETEKTORY V HPLC

Detektory jsou v HPLC systému umistény za kolonou a jejich funkce je zaznamenavat
rozdil v intenzité signalu Cisté mobilni faze a mobilni faze s obsahem analytu. Detektory lze

délit na koncentracni a hmotnostni, podle toho, zda reaguji na zménu hmotnostni koncentrace,
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¢i hmotnostniho toku slozky v eluentu. Dal§im dé¢lenim je na detektory destrukéni
a nedestrukéni. V prvnim piipadé dochazi k nenavratné zméné detekované komponenty,
zatimco v piipadé druhém nedochazi k zadné chemické zméné. Pozadavki na idedlni HPLC
detektor je mnoho a nelze splnit vSechny. Jsou jimi napiiklad vysoka citlivost a odezva,
univerzalnost, specifita, linearita, spolehlivost, snadnost pouziti, nezavisly signal na zmén¢
teploty a pritoku, kvalitativni informace pro detekované piky apod. V soucasné dobé¢ je znamo
nekolik detektorti, piesto nejpouzivanéjsSim je stale detektor s detekéi technikou UV-VIS

a v poslednich letech se do popiedi dostava také hmotnostni spektrometrie [8,13].

1.2.5.1. SPEKTROFOTOMETRICKE DETEKTORY
Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na Lambert-Beerové zakonég, vyjadiujici
vztah mezi tloustkou absorbujici vrstvy (1), koncentraci absorbujici latky (c), molarniho
dekadického absorpcniho koeficientu (€) a vlastni absorpci vyjadienou jako absorbance (A)
A=1-Yl 8¢ ()
Vzhledem k tomu, Ze tento vztah nezohlednuje vliv teploty, vinové délky a rozpoustédla
pouzivaji se pravé a zdanlivé odchylky. Dochazi-li v roztoku ke zméné chemické rovnovahy,
pouzijeme odchylku pravou, v pfipadé¢ zmény fyzikalni rovnovahy jsou pouzity odchylky
zdanlivé. Pouzitelnost spektrofotometrickych detektorti je omezen na interval vinovych délek
190-800 nm. Podle konstruk¢éniho usporadani 1ze rozdelit detektory do Ctyt kategorii. Detektory
s fixni vlnovou délkou vyuzivaji nizkotlakou rtutovou vybojku. Déle je to detektor
s ménitelnymi vinovymi délkami, nicméné ty musi byt pfedem dany. Vyhodné&j$im typem je
detektor s programovatelnou vinovou délkou, kterou lze ménit v pribéhu analyzy. Lze také
méfit celé spektrum latky, ¢i zaznamenat dvé az Ctyfi vinové délky soucasné, avSak na ukor
citlivosti. V neposledni fadé je to detektor s diodovym polem. Tyto detektory snimaji celé
spektrum v realném ¢ase. Princip tohoto detektoru spociva v rozkladu zateni ze zdroje po
pruchodu mérnou celou na miizce. Toto rozlozené zatfeni nésledné dopada na jednotlivé
fotodiody, je vSak zeslabeno o absorpci v cele detektoru. Spektralni rozliseni je pak dano
poctem diod (512-1024). Vyhodou tohoto detektoru je moznost porovnavani spekter
s knihovnou [8,10].

1.25.2. FLUORESCENCNI DETEKTORY
Fluorescen¢ni detektory pracuji na bazi fluorescence a méfeni sekundarniho zéfent,
které latka vyda po absorpci primarniho zéafeni. U fluorescence byva doba fotoluminiscence

v jednotkach 102 az 10% ps. Latka, kterd absorbuje elektromagnetické zafeni prejde ze
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zakladniho vibra¢niho stavu na rizné hladiny excitovaného stavu. Tuto absorbovanou energii
muze molekula pfeménit na energii vibracni, pfedat ji dalsim molekulam nebo vyzafit jako
fluorescenci. Emitované fluorescencni zafeni byva ve vétsine€ ptipada vyssi vinové délky. Tento
rozpu$téného kysliku, aby nedochazelo ke zhaseni luminiscence. Jednoduché fluorescencni
detektory pouzivaji jako zdroj monochromatického excitacniho zafeni rtutovou vybojku
a interferencni filtr. U modernich pfistroji se vyskytuje také monochromator, diky némuz Ize

nastavit vinovou délku emitovaného a excitovaného zafeni, namisto méfeni celého spektra [8].

1.25.3.  VODIVOSTNI DETEKTORY

Princip vodivostniho detektoru spoc¢iva v méieni vodivosti eluatu v priitokové cele mezi
elektrodami. Na elektrody je vklddano stfidavé napéti a to proto, aby nedochdzelo
k jejich polarizaci. Nejvétsi pozadavky pii pouziti tohoto detektoru jsou kladeny na mobilni
fazi, od které se oCekava naprosta nevodivost a schopnost rozpustit veskeré délené latky.
Mobilni faze musi mit také dostatecné vysokou permitivitu. Tyto podminky spliiuje pievazné
redestilovand voda, pfipadné¢ se mulze ptidat polarni organické rozpoustédlo. Vodivostni
detektory jsou pouzivany piedev§im v iontové chromatografii, kde jsou kolony plnény ionexy

s nizkou kapacitou [8,14].

1.2.6. KOLONY A STACIONARNI{ FAZE
1.2.6.1. KOLONY
Kolony jsou v soucasnosti vyrabény komeréné, a tak si uzivatel mize zvolit druh
sorbentu velikost a typ ¢astic a rozméry kolony dle nabidky vyrobce. Vlastnosti, které musi
vyrobu kolon, odolnost vii¢i chemickému pisobeni mobilni faze a vysokého tlaku, az 100 MPa.
V ideéalnim ptipadé€ by mél byt jeji vnitini povrch pfed naplnénim sorbentem dokonale hladky.
Mohou se vyskytovat i kolony sklenéné, ulozené do kovového pouzdra, ty jsou vSak pouzitelné
pouze do tlakti 20 MPa. V praxi jsou ale v dne$ni dobé pouzivany analytické kolony délky

10-300 mm, vnitinim praméru 2,1-5 mm a velikosti ¢astic 1-10 um [8,15].

1.2.6.2.  STACIONARNI FAZE
Stacionarni faze je bud’to pevna latka nebo film kapaliny zakotven ¢i chemicky navazan
na tuhou matrici nazyvanou nosi¢. NejCasteéjSim délenim staciondrnich fazi je déleni dle jejich

vlastnosti, a to tedy na polarni, nepolarni a amfoterni. Dal$i déleni je podle chemického slozeni
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na anorganické oxidy, chemicky vazané faze na bazi silikagelu, polymerni, hybridni
a stacionarni faze na bazi grafitového uhliku. Pozadavky na staciondrni fazi jsou chemicka
a tepelna stabilita, méla by byt nereaktivni s mobilni fazi a nerozpustna. Stacionarni faze se také

nesmi z kolony vymyvat [8,16].

1.2.6.2.1. SILIKAGEL
Silikagel je nejrozsifen€jsi anorganicky polarni sorbent diky svym vlastnostem. Pouziva
se pro separaci v normalnich fazich a moédu HILIC, po navazani ligandu se také hojné vyskytuje
v separaci Vv reverznich fazich. Nejc¢astéji ma porézni amorfni formu o slozeni SiO2-xH>20.
Skupina Si-OH vznika chemicky vazanou vodou v nestechiometrickém mnozstvi. Téchto

skupin existuje nékolik typu, kazda vykazuje jinou kyselost (obr. 4).
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Obr. 1. Rizné typy funkénich skupin na povrchu silikagelu;
I ~ vicindlni silanolové skupiny; 2 ~ geminalni silanolové skupi-
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ny; 3 - siloxanové skupiny; 4 - asociované silanolové skupiny,
5 ~ izolovana silanolova skupina

Obrazek 4 - Funkcni skupiny na povrchu silikagelu [17)]

1.2.6.2.2. CHEMICKY VAZANE FAZE NA BAZI SILIKAGELU

Chemickym navazanim stacionarni faze na nosi¢ ziskdvame mnoho vyhod. Je jimi
napiiklad zamezeni vymyvani stacionarni faze, zvySeni robustnosti ke zméné teploty

a dal$i. Zde se jako nosi¢ pouziva silikagel, na ktery je navazéna stacionarni faze s vhodnymi
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organickymi slou¢eninami podle poZzadovaného typu interakce se slozkami vzorku. Téchto typt
je v dnesni dobé€ nespocet a piedstavuji vétsinu komeréné dostupnych kolon po HPLC (vice nez
400). Jsou jimi napfiklad faze schemicky vazanymi alkyly, faze s chemicky véazanou
aminopropylovou a  kyanopropylovou  skupinou, diolové faze, nitrofenylové
a pentafluorfenylpropylové faze a chemicky stabilni silikagelové faze (ptiklady béznych

stacionarnich fazi jsou na obr. 5) [8,18].
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Obrazek 5 — Chemicky vazané fize na bazi silikagelu [19]

1.2.6.2.3. STACIONARNI FAZE NA BAZI KOVOVYCH OXIDU

Tyto faze také patii mezi anorganické polarni sorbenty. Hlavni vyhoda spociva v lepsi
chemické stabilité oproti silikagelu. Z tohoto vyplyvaji dalsi pozitiva, jimiz jsou delsi zivotnost
kolony a moznost pracovat v celém rozsahu pH i pfi vysokych teplotach dosahujici 200°C.
Nezanedbatelna vyhoda je také mensi vymyvani ligandu a moznost ¢isténi kolon agresivnéjSimi
zpusoby. Existuji tii typy téchto oxidt. Jsou jimi oxid hlinity, oxid titani€ity a oxid zirkoni€ity,

v soucasné dobé nejpouzivanéjsi z oxidi [8,20].

1.2.6.2.4. POLYMERNI STACIONARNI FAZE

Polymerni stacionarni faze jsou stabilni v celém rozsahu pH i pfi vysokych teplotach.
Jsou vsak omezeny tlakem a to 20 MPa. Tvofi je sit’ malych mikrosfér, vytvarejici porézni

strukturu. Pouzivaji se hlavn€ Vv systému s reverznimi fazemi, kde se vyuZzivd piedev§im
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kopolymer styrenu a divinylbenzenu (PS-DVB) ¢i polyvinyl alkohol (PVA) a metakrylaty
[8,21].

1.2.6.2.5. HYBRIDNI STACIONARNI FAZE

Hybridni faze byly pouzity s mySlenkou spojeni vyhod silikagelu a polymernich fazi.
Jde o reakci tetraethoxysilanu s methyltriethoxysilanu v poméru 2:1. Hybridni ¢astice obsahuji
methylsiloxanové jednotky uvniti i na povrchu. Nasledn¢ se povrch modifikuje trifunkénimi
silany. Hybridni faze vykazuji vysokou stabilitu v rozmezi pH 1-12. Tyto faze mohou byt
modifikovany ligandy, které jsou typické pro rezervni staciondrni faze, ale také polarnéjSimi

typy liganda [8,22].

1.2.6.2.6. STACIONARNI FAZE NA BAZI GRAFITOVEHO UHLIKU

Nejpouzivangjsi stacionarni fazi je zhlediska dobré mechanické stability
a chromatografické Gc¢innosti porézni grafitovy uhlik (PGC). Pii pouziti vodné organické
mobilni faze dochézi u grafitového uhliku k silné retenci velkych molekul. Velkou vyhodou

téchto fazi je moznost zmény retence bazickych latek v zavislosti na zméné pH mobilni faze

[8].

1.2.7. CHROMATOGRAFIE S NORMALNI{MI FAZEMI

V systému s normalnimi fazemi (NP-HPLC) jsou pro separaci latek pouzity polarni
stacionarni faze a mobilni faze musi mit nizsi polaritu nez faze stacionarni. Mechanismus
spoCiva vretenci urCené specifickymi mezimolekularnimi interakcemi latky s povrchem
sorbentu a nespecifickymi interakcemi latky s mobilni fazi. Adsorpce latky je tedy dana
rozdilnou polaritou sil plsobicich mezi povrchem sorbentu a délenou latkou a polarnich sil
pusobicich mezi povrchem sorbentu a mobilni fazi. Lze tedy fict, Ze retence latek na koloné se
zvySuje s rostouci polaritou analytti a klesa s rostouci koncentraci polarniho rozpoustédla
V mobilni fazi.

Pro tuto separaci se pouzivaji vyhradné polarni stacionarni faze. NejCastéji se jedna
o silikagel ¢i polarni chemicky vazané faze na bazi silikagelu.

Ovlivnit retenci latek 1ze zménou elucni sily mobilni faze, tedy pouzitim rozpoustédel
o riizné polarité. V praxi se ¢asto voli binarni smés alifatického uhlovodiku s polarni slozkou
mobilni faze, naptiklad propanolu. Vybér rozpoustédla podle polarit ndm umozZiuje

eluotropicka fada rozpoustédel. Dal§im faktorem je obsah vody v pouzitém rozpoustédle.
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Separace na normalnich fazich se diky svym nedostatkiim dostava do pozadi. Nicméné
stale naléza uplatnéni tam, kde se analyty v jinych systémech rozkladaji, jako je naptiklad
vitamin K nebo lipidy. Chromatografie s normalnimi fazemi se také pouziva na separaci

isomerd, které nejsou v jinych modech separovany, nebo je jejich déleni obtizné [8,23-27].

1.2.8. CHROMATOGRAFIE S REVERZNIMI FAZEMI

Pii chromatografii v obracenych fazich (RP-HPLC) se pouziva polarni mobilni faze,
nejcastéji sme&s vodné slozky s polarnimi organickymi rozpoustédly, misitelnymi s vodou.
Staciondrni faze zde maji nepolarni charakter. Voli se dlouhé uhlikaté fetézce navdzané na
povrch nosice. Nejéastéji pouzivanou fazi je zde predevsim C1g (Oktadecyl silikagel). Polarngjsi
faze l1ze pouzit v obou uspotradanich v zavislosti na pouzité mobilni fazi. Elu¢ni sila mobilni
faze roste s klesajici polaritou organického rozpoustédla, tedy naopak, nez tomu bylo u systému
s normalnimi fazemi. Dle elu¢ni sily mizeme sefadit nejpouzivané;jsi rozpoustédla nasledovneé:
voda < methanol < acetonitril < propan-2-ol < dioxan < tetrahydrofuran. Pfi chromatografii
siln¢ polarnich nebo ionizovanych analytd je potieba pouZzit pfisady do mobilni faze (pufry,
soli, ...) pro potlaceni ionizace, vytvoreni iontovych asociatii nebo iontovych paru s analytem.

Diky své univerzalnosti se stava chromatografie na reverznich fazich nejpouzivané;jsi
metodou separace. V soucasné dob¢ ¢ini zhruba 85 % aplikaci v kapalinové chromatografii.
Pouziti je mozné jak pro jednoduché smési malych molekul, tak i pro velmi komplikované
smési (rostlinné extrakty, tryptické §tépy nebo biologické vzorky pfi studiu metaboliti novych

16¢iv) [8].

1.2.9. HYDROFILNI INTERAKCNf CHROMATOGRAFIE

Technika hydrofilni interak¢éni chromatografie (HILIC) se pouziva pro analyty, které
interaguji s hydrofilni stacionarni fazi a eluce je provadéna relativné hydrofobni binarni mobilni
fazi obsahujici vodnou sloZku jako silné elu¢ni ¢inidlo.

Stacionarni faze je zde polarni, predevsim silikagel nebo stacionarni faze, které obsahuji
hydroxyethylovou, aminovou ¢i dal§i polarni skupiny. Ty jsou navazany na silikagelovy,
polymerni nebo hybridni nosi¢. VSeobecné Ize stacionarni faze pouzivané v HILIC
chromatografii rozdélit do tii skupin. Neutrdlni, bez elektrostatickych interakci (diol, amid ¢i
cyklodextrin), nabité se silnymi elektrostatickymi interakcemi (silikagel,aminopropyl silikagel)
a zwitterionty se slabymi elektrostatickymi interakcemi (sulfobetain). Pro bazické latky se

vybird pfedev§im staciondrni fadze modifikované amidovou ¢i zwitteriontovou sulfobetainovou
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skupinou, na rozdil od kyselych latek, kde je vhodnéjsi pouzit stacionarni fazi modifikované
aminopropyl skupinou.

Retence je zvySovana s polaritou analytu a snizuje se zvySenim polarity mobilni faze.
V HILIC systému obsahuje mobilni faze vysoké procento organickeé slozky, vétSinou acetonitril
s obsahem nad 50 %, a druhou slozku tvofi voda ¢i t€kavy pufr.

V HILIC chromatografii je také podstatné rozpoustédlo vzorku. To musi byt stejné jako
je mobilni faze. Pokud rozpoustédlo obsahuje vysoky podil vody, 1ze pozorovat ztratu ti¢innosti
separace, snizeni retence a dalsi negativni jevy.

Metoda HILIC nasla v posledni dobé uplatnéni ve farmaceutickych a bioanalytickych
laboratofich. Vyhodou je nejen dostateCna selektivita a soucasnd analyza polarnich
anepolarnich latek, ale také vhodnost mobilnich fazi, které jsou idedlni pro spojeni

s hmotnostni spektrometrii diky t€kavosti a vysokému obsahu acetonitrilu. [8,28-37].

1.2.10.CHROMATOGRAFICKE CHARAKTERISTIKY
1.2.10.1. RETENCNI OBJEM 4 CAS
Tyto veli€iny jsou zékladni charakteristikou pro kazdou délenou latku. Reten¢ni objem
VR je objem mobilni faze, kterd protece systémem od nasttiku vzorku az po dosazeni maxima
piku. Retencni ¢as tr je pak cas, ktery uplyne od nasttiku vzorku az po dosazeni maxima piku.
Zatimco reten¢ni Cas je kvalitativni charakteristika latky, za kvantitativni charakteristiku
povazujeme vySka piku (h) nebo plocha pod pikem (A). Mezi retenénim objemem Vg
a reten¢nim Casem tr existuje vztah:
Vp = Fp - tg 3)

kde Fm znaci objemovy pritok mobilni faze [8].

1.2.10.2. RETENCNI FAKTOR
Nejpouzivangjsi veli¢inou charakterizujici retenci latek je retencni faktor k. Retenéni
Cas 1 objem lze pfevést na retencni faktor pomoci nasledujicich rovnic:
Ve = Vo(1+K) (4)
tp = to(1+k) ®)
kde to/Vo je mrtvy retencni Cas/objem, vyjadiujici ¢as/objem slozky, ktera neni na koloné
zadrzovana a pohybuje se tedy stejnou rychlosti jako mobilni faze. Z predchozich rovnic Ize
pak jednoduse vyjadtit rovnici pro retencni faktor [8]:
k=2l It (6)

to Vo
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1.2.11. GRADIENTOVA ELUCE

Gradientova eluce je termin pro proces, pi1 nimz se méni slozeni mobilni faze béhem
chromatografické analyzy. Na zacatku analyzy je pouzité rozpoustédlo vhodné pro eluci
nékterych slozek, ale je "slabé", pokud jde o jeho schopnost uvolnit dalsi slouceniny z kolony.
Jak probiha chromatografie, zméni se slozeni mobilni faze, aby se uvolnily vsechny slou¢eniny
z kolony a vcas se oddé¢li tyto slouc¢eniny navzajem. Gradientova eluce se pouzije, kdyz vzorek
obsahuje disimilarni slozky, které maji Siroky rozsah polarit a izokratickou (jedinou) mobilni
fazi nelze vsechny slozky vzorku rozdélit v pfimétené dobé€. Proto je nutné meénit slozeni
mobilni faze (elu¢ni sily), coz mé za nésledek snizeni retencnich faktori v pribéhu analyzy,

a tedy zkraceni jeji délky (rovnice 5) [38].

1.3.  HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE
1.3.1. CHARAKTERISTIKA

Hmotnostni spektrometrie je analyticka technika, pii niz jsou molekuly vzorku
prevedeny na ionty, které jsou dale zaznamendvany v hmotnostnim spektru, jako pomér
hmotnosti k ndboji (m/z). Vyhoda hmotnostni spektrometrie spo¢iva v pouziti malého mnozstvi
vzorku, vysoké citlivosti a ureni jak kvalitativniho dikazu, tak kvantitativniho stanoveni latek.
Naopak nevyhodou této techniky, jsou vysoké potizovaci a provozni naklady a také fakt, ze se

jedna o destruktivni techniku.

MAGNETICKE
VYSTUP WS- & POLE
Z HPLC = =
IONIZACE
KAPALINY
. DETEKCE
TRIPLE

FARADAY U'y‘
COLLECTOR U]

Obrazek 6 - Schéma hmotnostniho spektrometru [39]
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1.3.2. INSTRUMENTALN{ USPORADANT

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tii zakladnich ¢asti, kterymi jsou iontovy zdroj,
hmotnostni analyzator a detektor (obr. 6). Tyto ¢asti jsou umistény ve vakuovém systému, ktery
je jednim z dalSich dulezitych casti ptistroje, stejné jako iontova optika a pocitac. Ten slouzi
predevsim k ovladani a ladéni pfistroje, sbér, ukladani a zpracovani dat, pfipadné porovnani
s knihovnou spekter. V iontovém zdroji probihd tzv. ionizace, kdy dochazi k ptevedeni
neutralnich molekul analytu na nabité Castice. Klicovou soucasti je jiz zmifiovany hmotnostni
analyzator, kde se podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) d¢€li ionty za vysokého vakua
Vv plynné fazi. Detektor slouzi k zdznamu iontl po jejich rozdéleni podle m/z a k uréeni relativni

intenzity jednotlivych iontu [40].

1.3.3. IONTOVE ZDROJE

vvvvvv

spektrometru. Dochazi zde k ionizaci, tedy vytvofeni nabitych €astic z neutralnich molekul
analytu. Ty mohou po svém vzniku fragmentovat (rozpadat se). Do iontového zdroje nevstupuje
pouze analyt samotny, ale také jeho matrice (doprovodné latky vzorku ¢i mobilni faze
kapalinové chromatografie). Proto nevznikaji pouze molekuldrni ionty kladné nebo zaporné
nabitt (M", M~, [M+H]", [M-H]), ale také ionty aduktové ([M+CHs]*, [M+NH.]*,
[M+HCOO],...). V ptipadech mén¢ stabilnich latek mohou nékdy vznikat i fragmenty
ionizované¢ molekuly. V dnes$ni dobé je nckolik desitek iontovych zdroji, ale vSeobecné je
muzeme rozlisit na ,,tvrdé” a ,,m¢kké”. Toto rozdéleni urCuje energie, kterou dodavame pii

ionizaci [41].

1.3.3.1. ELEKTRONOVA IONIZACE
K tomu, ze je molekulam analytu pfedavana energie leticich elektronti. Pomoci této ionizace
ziskame kladn€ nabity radikal molekuly vcetné bohatého fragmentacniho spektra dané latky.
Elektronova ionizace probihd v plynné fazi, a to je divodem tak Casté kombinace hmotnostni
spektrometrie s plynovou chromatografii (GC/MS). Vyhodou ,,tvrdé ionizace* oproti ,,mékké
ionizacni technice* zastoupenou napiiklad chemickou ionizaci je snadné&jSi identifikace
analyzovaného vzorku, diky vzniku bohatych fragmentacnich spekter. Elektronova ionizace se

da pouzit pouze v ptipadé tékavych molekul. Z tohoto divodu dochazi ¢asto k derivatizaci

analytu prostfednictvim trimethylchloristanu, chloroformiatu aj. Timto krokem ovSem casto
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dochdzi ke zhorSeni analytickych parametri zejména v pfipadech kvantitativnich

multikomponentnich metod [41].

1.3.3.2. CHEMICKA IONIZACE

Pfi identifikaci ovSem miiZze nastat problém, naptiklad ten, ze ve zdroji dochazi
K aplnému rozpadu molekulového iontu, ¢imz dochazi ke ztrat¢ informace o molekulové
hmotnosti.

Toto vSak lze vyfteSit pouzitim mekké ionizacni techniky, napt. chemické ionizace.
V tomto piipad¢ dochazi nejdiive k ionizaci reakéniho plynu, az poté se ionizuji molekuly
analytu. Zde tedy nedochazi k rozsahlé fragmentaci pravé z divodu predavani nizsi energie
molekuldm analytu. Ve spektru pak vidime vét§inou ion [M+H]* ¢imz ziskame molekulovou
hmotnost sledované slouceniny. Ionizacnich technik vsSak existuje cela fada. K ionizaci tak
muze nastat i vlivem vysokého napéti, k ¢emuz dochazi u elektrospreje (ESI), plisobenim UV
zéteni v ptipadé¢ APPI nebo elektrickym vybojem u APCI. U ionizace mame jeste tieti typ, a to
je desorpéni ionizace. V ptipadé MALDI dochazi k desorpci z pevnych povrchi pomoci laseru,
u DESI plsobenim desorpcniho elektrospreje a v technice DART diky nestabilnimu plynu.
Tyto ioniza¢ni techniky poskytuji pfedevsim molekularni ionty, v nékterych ptipadech i adukty

se slozkami mobilni faze nebo matrice [41].

Obrazek T - Chemicka ionizace APCI [43]
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1.3.3.3. ELEKTROSPREJ

lonizace elektrosprejem (obr. 7 a 8) je vedle MALDI nejpouzivanéjsi ionizaci
biologickych vzorkd. Diky své univerzalnosti 1ze elektrosprejem ionizovat jak stiedné polarni,
tak i vysoce polarni latky. Proces ionizace se zaklada na pusobeni silného elektrického pole na
elektrodu za atmosférického tlaku. Napéti elektrického pole se pohybuje okolo 2-5 kV. Cely
proces spociva v tom, Ze na hrotu elektrody, kam vstupuje mobilni faze spole¢né s analytem se
vytvoii nabity aerosol. Toto je zplsobeno mimo jiné i zmlzujicim plynem, ktery proudi
souosym smérem. Aerosol nasledné zvysuje svlij povrchovy ndboj odpafovanim rozpoustédla
béhem velmi kratkého casu pomoci proudu plynu o zvySené teploté. Ve chvili, kdy odpudivé
sily prevladaji nad silami pfitazlivymi, dojde k explozi kapi¢ek nebo v piipad¢ jiz dostatecné
malych kapek (takovych, ve kterych jiz nedochazi k odpuzovani stejné nabitych ¢astic) jsou
ionty uvoliiovany z povrchu kapicek do plynné faze. Elektrosprej se miize pouzivat i pii
vysokém prutoku mobilni faze, a to i vice nez 1 ml/min. Tato ionizace v§ak nedokaze separovat
ionty vzniklé z analytu a konkurenc¢ni ionty napf. soli ze vzorku, proto musime zvolit spravnou

separaci (napt. HPLC v kombinaci se znacenymi standardy) [41].

Vstup k analyzétoru
(protielektroda)

° <0
(+)

:"o-’o-’ °°° '

02975933 coces @ o

Rl Py, Rayleighitv Q

0 limit

e— lonty
Nasobné analytu
nabita

dosazen

k kapénka

Obrdzek 8 - Schéma ionizace v elektrospreji [43]

1.3.34. MALDI
MALDI ionizace se pouziva piedevs§im v off-line spojeni s HPLC. Této desorpéni
ionizace vzorku laserem za pfitomnosti matrice (MALDI) se €asto pouZziva pro analyzu proteint
a jinych makromolekul. Vzorek je nejdiive smichan s organickou kyselinou absorbujici energii
laseru. Nasledné se tato smés vysusi a nastava samotnd ionizace. Ta zahrnuje kratky intenzivni

puls laseru, ¢imz zahieje a desorbuje matrici a analyty. Souc¢asné dojde také k ionizaci matrice,
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ktery ptedd naboj analytu. VSe probiha ve vakuu, tim tedy odpada problém s pfenosem iontl

mezi atmosférickym tlakem a provoznim vakuem analyzatoru [8,41].

1.3.4. HMOTNOSTNI ANALYZATORY
1.3.4.1. KVADRUPOL
Dnes nejrozsifenéjSim hmotnostnim analyzatorem je pravé kvadrupol, kdy jednim
z davodu je nizkd pofizovaci cena v porovnani s ostatnimi analyzatory. V principu se jedna
0 Ctyri tyCe, na nichz je ptivadéno stejnosmérné a stiidavé napéti. Vzdy dvé elektrody naproti
sob¢ maji stejnou polaritu. Na zakladé velikosti stejnosmérného napéti a amplitudy napéti
sttidavého, se ionty s urcitou hodnotou m/z v daném okamziku pohybuji po stabilni draze dale
do detektoru. Ionty, které hodnotu m/z nespliiuji, se tedy nepohybuji po stabilni trajektorii, jsou
vychyleny a k detektoru nedoleti, jsou ,,rozbity o ty¢e kvadrup6lu®. Analyzator miize pracovat
ve dvou rezimech, kdy prvni méd, skenovaci, umoziuje provétreni vSech hodnot m/z v kratkém
case a druhy rezim, kde se nastavi elektrické pole analyzatoru tak, aby prochazela jen jedna
hodnota m/z. Zatimco prvni rezim umi ,,proskenovat celou latku s nizsi citlivosti, druhy méd

se zam¢éii na urcitou hodnotu m/z s ucinnosti vysokou, pouzivanou pro citlivou kvantifikaci

[41].

1.3.4.2.  TROJITY KVADRUPOL

Trojity kvadrupdl (QqQ) je v hmotnostni spektrometrii vyuZzivan jiZz od roku 1979.
Trojity kvadrup6l (obr. 9) je tvofen tfemi sériové zapojenymi kvadrup6ly za sebou, kdy prvni
a tfeti slouZzi jako filtry hmot a druhy slouzZi jako kolizni cela, do které je pfivadén plyn,
nejcastéji Ar nebo N2. Princip spociva ve sledovani specifického pfechodu mezi prekursorovym
a produktovym iontem daného analytu. lonty vstupuji do prvniho kvadrupélu, kterym projdou
pouze ionty s nami zvolenou hodnotou m/z. Tyto ionty jsou nazyvany jako prekurzorové.
Nasledné jsou vedeny do kolizni cely, kde dochazi na zakladé¢ kolizni energie k fragmentaci,
¢imz vzniknou produktové ionty, které jsou vedeny do ttetiho kvadrup6lu. Timto kvadrupdlem
projdou opét jen ionty s predem urc¢enou hodnotou m/z. Trojity kvadrupdl ma ¢tyti druhy skent.

SCAN, kdy systém pracuje Vrezimu jednoduchého kvadrupolu a na detektor jsou
propustény vSechny ionty, tim se ziska celé hmotnostni spektrum.

Ve skenu SIM (selected ion monitoring) také systém pracuje v rezimu jednoduchého

kvadrupolu, ale na detektor jsou propustény pouze ionty s nami zvolenou hodnotou m/z.
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U skenu product ion pracuje systém v rezimu trojitého kvadrupolu, kde prvnim
kvadrupdlem projde hmota m/z, kterd je rozstépena v kolizni cele a vzniklé ionty projdou tfetim
kvadrupdlem a jsou detekovany.

Pti skenu MRM (multiple reaction monitoring) pracuje systém v rezimu trojitého
kvadrupolu. Hmota m/z projde prvnim kvadrupodlem, vznikly prekurzotovy iont je rozst€pen

Vv kolizni cele a tfetim prekurzorem projde produktovy iont, ktery je detekovan [42-44].

Obrazek 9 - Schéma trojitého kvadrupolu [43]

1.3.43. ANALYZATOR DOBY LETU

Hmotnostni analyzator doby letu (TOF) méti dobu letu iontt potiebnou pro piekonani
urcité drahy. lonty jsou pomoci napétového pulzu urychleny do letové trubice, kde leti
Vv zavislosti na jejich m/z rliznou rychlosti, tedy i dopadaji na detektor v rizném case. Na
detektor ,,doleti* rychleji ionty mensi, protoze ionty s mensi hodnotou m/z se pohybuji rychleji,
nez ty s vys$§i hodnotou m/z, piestoze jim je udélena stejna kineticka energie. Méteni spekter je
s timto analyzatorem velice rychlé, navic neni omezen rozsah hmotnosti m/z. TOF spada do
pulznich hmotnostnich analyzatorii, jelikoz ionty jsou nejdiive velmi kratkym pulzem
urychleny na vstupu do trubice analyzatoru a poté se méfi ¢as, za ktery dojdou ionty k detektoru,

¢imz se urci jejich m/z [45].

1.3.4.4.  LINEARNI IONTOVA PAST

Linearni iontova past (obr. 10 a 11) je také oznaCovana za 2D-iontovou past nebo
dvourozmérnou iontovou past. V podstaté se jedna o kvadrupol schopny uchovévat ionty. Je
toho docileno vkladdnim radiofrekven¢niho napéti bez stejnosmérné slozky na ty¢e kvadrup6lu.
Toto je pouzito ve sméru radidlnim, zatimco ve sméru axialnim se vyuziva ke snizeni pohybu
iontl stejnosmérné napéti, vkladané bud’ na vstupni a vystupni kruhovou elektrodu nebo na
segmenty ty¢i kvadrupolu.

Tandemovéa hmotnostni spektrometrie umoziuje také spojeni trojitého kvadrupodlu

s linearni iontovou pasti (QqQuiT). Jedna se o hybridni analyzator, ktery ma v podstaté trojity
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kvadrupdl a namisto tfetiho kvadrupolu je linearni iontova past. Toto tandemové uspotradani se

uplatiuje v proteomice, analyze zivotniho prostiedi, kontrole potravin a dalSich aplikacich [43].

Obrazek 10 — Segmentovy kvadrupdl [43]

Obrazek 11 — Vstupni a vystupni elektroda [43]

1.3.5. DETEKTORY

Detektor zaznamenava ionty, které jsou vybrany hmotnostnim analyzatorem. Detektory
muzeme rozdélit do dvou skupin podle toho, jak zaznamenévaji ionty.

V prvni skupiné jsou detektory, které jsou schopny zaznamenat veSkeré ionty bez
ohledu na jejich hodnotu m/z. Tyto detektory pracuji na principu pfimého méteni elektrického
proudu, ktery vznika pfi srazce iontu s dynodou a nasledné je zesilovan pomoci jednotlivych
nasobi¢. Casto se pouzivaji elektronové nasobite se sadou dynod, ¢&i s kontinualnim
dynodovym elektronovym nasobi¢em, zvanym channeltron.

Druhou skupinu tvoii detektory schopné zaznamenavat ioty s ohledem na hodnotu m/z.
Patii zde ptedevsim iontova cyklotronova rezonance a orbitrap. lonty pak Ize detekovat jako
komplexni obraz vSech pfitomnych iontd diky indukci proudu v dasledku pohybu iontd
V hmotnostnim analyzatoru. Tento signdl je nasledné¢ pomoci Fourierovy transformace

zpracovan a preveden na spektrum [41].

1.4. SPOJEN{ HPLC-MS
Spojeni LC-MS se pouziva predevSim pro analyzu redlnych vzorkd, jako jsou
enviromentalni matrice nebo biologické tkané ¢i tekutiny. Vzhledem ke slozitosti téchto vzorka
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je spojeni separacni techniky a specifického detektoru metodou prvni volby. Hlavnimi
vyhodami tohoto spojeni je napt. moznost analyzy slozitych smési, vétsi jistota identifikace
latek diky strukturni informaci MS a retenénimu ¢asu a mensi spotieba vzorku nez pii off-line
provedeni. Dalsi vyhodou je také lepsi spolehlivost kvantitativni analyzy diky izotopicky
zna¢enym vnitinim standardim. Pozitiv tohoto spojeni je mnohem vice, zde jsem vSak uvedla
ty nejpodstatnéjsi. Toto spojeni je tedy vyuzivano jak k ureni molekulové hmotnosti, tak
i k identifikaci latek a ke kvantifikaci. PfestoZze v pocatcich byl velky problém hlavné vysoky
pratok mobilnich fazi v kapalinové chromatografii a rozdily v separaci probihajici
v atmosférickém tlaku a ve vakuu pii MS, feSenou pievodniky, dnes je tento problém vytesen.
Je tomu tak diky ioniza¢nim technikdm pracujicim za atmosférického tlaku ESI, APCI a APPI,
které zaroven slouzi jako rozhrani (interface).

Protoze se ve spojeni LC-MS mobilni fdze pfimo ucastni ionizacniho procesu, nelze
vyuzivat klasické mobilni faze pro HPLC, jako napftiklad ¢isty hexan, net¢kava aditiva a pufry,
halogenovana rozpoustédla, ionparova ¢inidla nebo bezvodé mobilni faze. Naopak vhodnymi
mobilnimi fazemi jsou tékava rozpoustédla s pfidavkem té€kavych aditiv (kyselina mravenci,
kyselina octova a pufry octanu a mraven¢anu amonného). Koncentrace téchto aditiv by vSak
neméla byt vyssi nez 1 % nebo 10 mmol/l, protoze jinak dochazi k soupefeni o naboj pti

ionizaci, ¢imz dochazi k poklesu signalu a riistu Sumu pozadi [8,46,47].

Obrazek 12 - Priklad spojeni HPLC/MS s ionizaci elektrosprejem a iontovou pasti [43]

1.5. OPTICKE ZJASNOVACI PROSTREDKY
1.5.1. DEFINICE
V surovém stavu maji materialy, jako papir, textilni vlakna ¢i plasty absorpéni pasy

v rozmezi 400-500 nm, coz vede k nazloutlému nebo hnédému odstinu. Tuto barvu zplsobuji
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necistoty, pfimo se vyskytujici v materidlech nebo ziskané z vyroby. Tyto necistoty mohou byt
alesponi ¢astecné zniceny chemickym bélenim, ale nadmérné béleni neni¢i pouze necistoty, ale
také samotny substrat. Jednou z moznosti je barveni, které absorbuje v oblasti UV a ma
fluorescen¢ni emise v rozsahu 400-500 nm. Tyto emise zakryji absorpci ne€istot v této oblasti.
V dnesni dob¢é se vyrabi asi 400 raznych optickych zjasnovaci, které lze rozdélit do Sesti
skupin.

1) Latky odvozené od stilbenu, naptiklad produkty alkylace kyseliny 4,4 -diamoni-stilben-
2,2"-disulfonové. Zde patii zhruba 80 % vsech optickych zjasiiovacl a vzdy obsahuji
charakteristicky systém dvojnych vazeb. Pouzivaji se pro celulézu a polyamidy a diky
zbytkiim sulfonovanych kyselin jsou rozpustné ve vode¢.

2) Dalsi skupinou jsou ethylenové derivaty obsahujici dva heteroaromatické radikaly,
analogické derivatim stilbenu, ale jsou hydrofobni. Pouzivaji se pfi procesech taveni.

3) Tyto derivaty byly na poc¢atku vyvoje optickych zjasnovact. Hydroxykumariny jsou
odvozené od aesculinu, dnes se jiZ nepouzivaji. Nyni jsou nahrazeny slouceninami
obsahujici aminoskupiny ¢i N-heterocykly. Pouzivaji se piedevs§im u latek na bazi
akrylonitrilu.

4) Pomérné malou skupinou jsou 1,3-difenyl-2-pyraloziny. Ty se pouzivaji k optickému
zesvétleni proteinovych vldken, acetatu celuldzy a polyamidu.

5) Patou skupinou jsou naftalimidy s nejdtlezitéjsim N-methyl-4-methoxynaftalimidem.
Diky svym vlastnostem je toto fluorescencni barvivo velmi stabilni a pouzitelné témét
pro vSechny materialy.

6) Posledni, Sesta, skupina obsahuje vSechny slouc¢eniny, kde je kondenzovana aromaticka
skupina pfimo spojena s heteroaromatickou skupinou. Typickym zastupcem je 2,4-

dimethoxy-6-(1"-pyrenyl)-1,3,5-triazin [48].
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Obrazek 13 - Druhy optickych zjasiiovacich prostredkaii [48]

1.5.2. LEUCOPHOR AL, UKO, SAC

Zjasnujici prostiedky Leucophor vyrabi spole¢nost Archoma, ktera nabizi kompletni
fadu téchto latek vyrobenych tak, aby vyhovovaly pozadavkim na papirensky primysl.
Vyrobky Leucophor tak umoziuji vyrobciim, nejen recyklovaného, papiru dosahnout vysoké
urovné bélosti a jasu. Tyto, nami zkoumané, produkty obsahuji aniontové disulfonované,
tetrasulfonované a hexasulfonované skupiny.

Leucophor AL je disulfonované optické zjasiiujici €inidlo obsahujici mocovinu pro
zasobni a natiraci aplikace. Leucophor SAC je hexasulfonovany opticky zjasiiovac,
neobsahujici moc€ovinu, pro maximalni bélost ve velkoobjemovém tisku a potahovani.
Leucophor UKO je tetrasulfonovany opticky zjasiovac s neutralnim odstinem, pouziva se ve
velkoobjemovém tisku a natérovych piipravcich. Vykazuje dobrou kompatibilitu s komerénimi

Skroby a dobrou stabilitu vii¢i kyselindm a zasadam [49].

1.5.3. STANOVEN{ OPTICKYCH ZJASNOVACICH PROSTREDKU
Stanoveni optickych zjasiova¢li v kartonech a lepenkach uréenych pro styk
s potravinami uréuje &eska technicka norma CSN EN 648. Tato &eska norma je obdobou
evropské normy EN 648:2006. VVzorek je nasycen zku$ebni kapalinou a zatizi se na stanovenou
dobu. Zkusebnimi kapalinami jsou destilovana ¢i deionizovana voda, zfedéna kyselina octova,
simulant slin a olivovy olej podle o¢ekavaného druhu styku s pozivatinou. Vyluh je pak pod

UV lampou vizualné vyhodnocen srovnanim se sérii srovnavacich papirt [50].
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Stanoveni optickych zjasnovaci pomoci separacnich technik bylo publikovano
v n¢kolika pracich [51-55]. V jedné z praci na stanoveni optickych zjasnujicich prosttedki se
tyto produkty stanovuji pomoci kapalinové chromatografie s vysokorozliSovaci hmotnostni
spektrometrii, konkrétné pak kvadrupol a analyzator doby letu v tandemovém usporadani.
Dosavadni prace se totiz zabyvaly pouze fluorescenéni spektroskopii, ¢i kapalinovou
chromatografii s UV detekci, které vSak nejsou selektivni a neposkytuji informace
0 chemickych strukturach sloucenin. Navic je pfili§ diskutabilni pouziti vhodnych rozpoustédel
pii chromatografickych technikach, kde se analytici rozd¢lili do dvou tabort. Jedni doporucuji
pouzivani organickych rozpoustédel, zatimco druzi tvrdi, ze idedlnim rozpoustédlem je voda.
Vysledky zprace s kapalinovou chromatografii a tandemovou hmotnostni spektrometrii
ukazuji, Ze nejvhodngj$i rozpousStédlo pro extrakci optickych zjasnujicich prostiedka
z komer¢nich papirt je vrouci voda. Dale pouzivali elektronovou ionizaci s pozitivnim
I negativnim iontem pro pozorovani piimych hmotnostnich spekter jak pro standardy, tak pro
extrakty z papirovych vyrobkii. Nejbéznéjsi ionizaci pro stanoveni optickych zjasnovaci je
elektronova ionizace. Tetrasulfonovany opticky zjasfiova¢ na bazi stilbenu zde poskytoval
hmotu m/z 1075 v rezimu negativnich ionti a hodnotu m/z 1077 v rezimu pozitivnich iontd.
Analyza LC-MS optickych zjasniovacl v papirovych extraktech ukazala, Zze mohou existovat
jak cis, tak trans formy. Tato izomerace vSak muze nastat, kdyz jsou roztoky optickych
zjastiovacél vystaveny pfirozenému svétlu [51].

Dalsi z praci popisuje stanoveni jedenacti optickych zjasiiovacii pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s reverznimi fazemi, tak 1 za pouZiti radidlné stlacenych HPLC
kolon. Mobilni faze byla tvofena acetonitrilem a methanolem ve vodé s 0,05 M fosfatovym
pufrem. UV detekce byla nastavena na 340 nm a poskytovaly citlivost v rozmezi 0,05 a 2 %
[52].

Miuzeme se také docist, Ze pro stanoveni optickych zjasiujicich prostredkii, konkrétné
pro disulfo-, tetrasulfo- a hexasulfo- fluorescen¢ni bélici prostiedky, v papiru a kartonu lze
vyuzit kapilarni elektroforézy. Vzorky se analyzovaly ve 100 mM octanu amonném 0 pH = 9.
Pouzity byl UV detektor se skenovanim mezi 195 a 365 nm. Vysledky zjisténé touto studii se
shodovaly s vysledky dosazenymi pomoci kapalinové chromatografie [53].

Optické zjasnujici prostiedky se nepouzivaji pouze v recyklovanych papirech, ale také
Vv pracich prostiedcich a jinych detergentech. Praveé na pracich prostiedcich probihalo vytvoteni
metody identifikace pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s detekci ultrafialovou,
fluorescen¢ni a hmotnostni spektrometrii. K analyze byli vybrani zastupci ze skupin stilbenu,

bifenylu, pyrazolinu, oxazolu a derivaty kumarinu. Analyza probihala na kolon& C8 a jako
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detektory byly zvoleny ultrafialovy a fluorescencni. Pti identifikaci latek hmotnostni
spektrometrii byly navrZeny struktury neznamych zjasiiovaci. Pii identifikaci byl pouzit
detektor s diodovym polem, ¢imz lze dosahnout pfesného stanoveni znamych zjasiovacu i pro
koeluujici piky [54].

Zjasnujici prostfedky lze nalézt i ve vodach. Byla vyvinuta metoda pro stanoveni
prostiedki Ctyf typu stilbénového zakladu a jednoho distyrylbifenylového typu v ekologickych
vzorcich vody. Pfi této metodé byly zkoumany rtizné kolonky pro extrakci tuhou fazi. Nové
vyvinuta kolonka se slabym anexem a sorbentem s reverzni fazi poskytuje optimalni vysledky
pro extrahovany vzorek. Analyty byly poté identifikovany a kvantifikovany kapalinovou
chromatografii s elektrosprejovou ionizaci a tandemovou hmotnostni spektrometrii
V negativnim ionizaénim modu za pouziti di-n-hexylamoniumacetatu jako ionparového ¢inidla
vV mobilni fazi. Pfesnost stanoveni se pohybovala mezi 68 a 97 %. Metoda byla nakonec pouZita
pro vzorky odpadnich vod z Cistirny toku a Cistiren odpadnich vod, kde se tyto latky projevily
[55].
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. CHEMIKALIE

Jako mobilni faze se v kapalinové chromatografii pouzival pievazné acetonitril
(Honeywell, Némecko), pufr octanu amonného V ruznych koncentracich (Sigma-Aldrich,
Nizozemi) a voda ¢isténa pomoci Milli-Q Reference System (MERCK, Némecko). Pfi jednom
z méfeni byla jako mobilni faze pouzita také 0,2 % (v/v) kyselina mravenci (TCI Europe,
Belgie) ve vodé. Jako standardy byly pouzity vzorky Leucophoru AL, SAC a UKO dodany
ptimo od firmy Huhtamaki (Pfibyslavice, Ceska republika). Pro proméfeni mrtvého objemu se
pozivala thiomo&ovina (Lachema, Ceska republika) a acenaften (Sigma Aldrich, USA).

Jako vzorky pouzité pii stanoveni optickych zjasniovacu v realnych produktech byly

pouzity bily karton od vajec, Sedy karton od vajec a kancelaisky papir.

2.2.  PRISTROJOVE VYBAVENI

UV-VIS spektra pro uréeni absorpéniho maxima u analyz v kapalinové chromatografii
byly proméfeny na spektrofotometru Shimadzu UV-2600 (Shimadzu, Japonsko). Pii
navazovani chemikélii a realnych vzorkii byly pouzity analytické vahy (Sartorius, Ceska
republika). Pro homogenizaci vzorku byl pouzit ultrazvuk Bandelin Sonorex (Bandelin,
Némecko). Vyluhy realnych vzorkt byly odstiedény na centrifuze Micro High Speed Jet Biofil
(MERCI, Ceska republika). Samotné experimenty byly provedeny na kapalinovém
chromatografu s UV detekci a autosamplerem Agilent Technologies 1290 Infinity Il
(Waldbronn, Némecko). Hmotnostni spektra jednotlivych standardd byly zjistény pomoci
hmotnostniho spektrometru QTRAP 4500 (ABSCIEX, USA). Kolony pouzité v kapalinové

chromatografii jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 - pouzité kolony

y Velikost ¢astic
Cislo kolony | Nazev kolony Vyrobce Rozméry (mm) ()
pum
Ascentic ® Sigma-Aldrich
1. 150 x 1 3
RP AMIDE (Bellefonte, USA)
Kinetex ® Phenomenex
2. 100x 2,1 1,7
HILIC 100 A (USA)
Ascentic ® Sigma-Aldrich
3. 100x 2,1 2,7
Express OHs | (Bellefonte, USA)

38



2.3. PRACOVNI POSTUPY
2.3.1. PRIPRAVA STANDARDU

Piiprava standardi pro méfeni at’ uz na kapalinové chromatografii ¢i hmotnostni
spektrometrii spoc¢ivala pouze v napipetovani 10 ul koncentrovaného standardu SAC, UKO
a AL do vialky a doplnéno 1,5 ml 50 % (v/v) acetonitrilu ve vodé, v ptfipadé méfeni na

hmotnostni spektrometrii byly standardy rozpustény v destilované vode.

2.3.2. PRIPRAVA REALNYCH VZORKU
Realné vzorky byly pfipraveny nasledovné. V 500 ml destilované vody byl karton ¢i
papir (v obou piipadech 1 dm?) namoéen na 24 hodin. Tento vyluh byl nasledné odstiedén na
centrifuze a ¢isty vyluh byl analyzovan jak na kapalinové chromatografii s UV detekci, tak i ve

spojeni s hmotnostni spektrometrii.

2.3.3. MERENI SPEKTER NA UV-VIS SPEKTROMETRII
Natedéné standardy optickych zjasiovaci (SAC, UKO, AL) byly postupné vlozeny do
sklenéné kyvety UV-VIS spektrometru, kde bylo nasledné proti blanku (destilovana voda)
zméfeno UV-VIS spektrum standardti v rozsahu vinovych délek 200-600 nm.

2.3.4. KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Analyza optickych zjastiovacl byla provedena jak v systému s obracenymi fazemi, tak
v HILIC systému. Separace probihala na kolon€¢ amidové v pfipad¢ RP systému a na kolonach
Kinetex ® HILIC a OHs kolona v HILIC systému. VSechna méfeni byla analyzovana pfi vinové
délce 350 nm a teploté kolony 25 °C. Jako mobilni faze byla pouZita destilovana voda
a acetonitril, 0,2 % (v/v) kyselina mravenc¢i v destilované vodé¢ a acetonitril nebo pufr octanu
amonného v rtiznych koncentraci (50 a 75 mM) a acetonitril. Poméry téchto mobilnich fazi se
meénily a jsou uvedeny v tabulce 2 a na obr. 8-10. V piipad¢ obracenych fazi byl prutok mobilni
faze nastaven na 0,1 ml/min a nastiik vzorku na 0,1 pl, v HILIC systému byl pratok 0,3 ml/min

a néstiik vzorku ¢inil 0,2 pl.
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Tabulka 2 - tabulka pouzitych gradientii. Gradienty oznacené Cislici se pouzivaly v HILIC systému, zatimco gradienty
oznacené pismenem byly pouzity v systému s obrdacenymi fazemi. Mobilni faze A se ménila, B je vidy acetonitril. Hodnoty ve
sloupcich A a B vyjadruji objemové % dané slozky mobilni fize.

Cas (min) | A (%) | B (%) | Cas (min) | A (%) | B (%) | Cas (min) | A (%) | B (%)
0 5 95 0 2 08 0 5 95
15 35 65 15 45 55 15 45 55
16 35 65 16 45 55 16 45 55
18 5 95 18 2 08 18 5 95
| Gradem2 [  Gradem? |  Gradlem2 |
Cas (min) | A (%) | B (%) | Cas (min) | A (%) | B (%) | Cas (min) | A (%) | B (%)
0 2 98 0 2 08 0 8 92
15 25 75 15 35 65 15 35 65
16 25 75 16 35 65 16 35 65
18 2 98 18 2 98 18 8 92
[ Cmdents | Grdems |  Gudencly |
Cas (min) | A (%) | B (%) | Cas (min) | A (%) | B (%) | Cas (min) | A (%) | B (%)
0 2 98 0 1 99 0 8 92
1 2 98 1 1 99 15 45 55
15 25 75 15 25 75 16 45 55
16 25 75 16 25 75 18 8 92
18 2 98 18 1 99
Cas (min) | A (%) | B (%) | Cas (min) | A (%) | B (%) | Cas (min) | A (%) | B (%)
0 2 98 0 1 99 0 99 1
2 2 98 2 1 99 2 99 1
15 25 75 16 25 75 20 75 25
16 25 75 16 25 75
18 2 98 18 1 99
[ CmdentS | Cmdentld | GrdemB |
Cas (min) | A (%) | B (%) | Cas (min) | A (%) | B (%) | Cas (min) | A (%) | B (%)
0 2 98 0 1 99 0 99 1
4 2 98 4 1 99 5 99 1
15 25 75 15 25 75 20 75 25
16 25 75 16 25 75
18 2 98 18 1 99
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Obrazek 14 - Grafy gradientii 1-6 pouzitych pri méreni v HILIC systému
Grafy gradientt 7-13
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Obrazek 15 - Grafy gradientii 7-13 pouzitych pri méreni v HILIC systému
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Obrazek 16 - Grafy gradientit A a B pouzitych pri mérent v systému s obracenymi fazemi
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2.3.5. KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE VE SPOJEN{ S MS DETEKCT{

Analyzy standarda a realnych vzorkl byly provadény na kolon¢ Ascentic ® Express
OHs a mobilni faze byla pouzita acetonitril a 30 mM pufru octanu amonného. Pfestoze tato
koncentrace nebyla proméiena v HPLC systému se samostatnou UV deteket, byla zvolena kvl
pozadavkiim na MS detekci. Gradient byl pouzit na zdklad¢ predchoziho méfeni kapalinovou
chromatografii a byl tedy zvolen gradient 7 (tab. 2). Standardy byly pfipraveny klasickym
zpusobem, rozpusténim v destilované vodé. Prutok mobilni faze byl nastaven na 0,3 ml/min
a nastiik vzorku ¢inil 1 pl.

Parametry hmotnostniho spektrometru byly nastaveny nasledovné: méfeni probihalo
V negativnim rezimu na linearni iontové pasti, 10 kDa/s, dynamické plnéni pasti, zaznam
spekter 100-1200 m/z, CUR 30 psi, teplota 200 °C, Gas1 60 psi, Gas2 50 psi, ion spray nap&ti
-4500 V, deklasteracni potencial -60 V, vstupni potencial -10 V a kolizni energie -10 V.

Analyza standardtl s pfimym vstupem probihala také v negativnim rezimu, nicméné na
kvadrupolu. Na prvnim kvadrup6lu byla nastavena rychlost skenu na 1000 Da/s, rozsah 250-
1250 m/z, CUR 20 psi, laboratorni teplota, Gas1 20 psi, ion spray napéti -4500 V, deklasteracni
potencial -70 V a vstupni potencial -10 V. Na tfetim kvadrupolu byly pouZity stejné podminky,
jen s rozdilnou rychlosti skenu, ktera ¢inila 200 Da/s a navic byla nastavena kolizni energie na
-40 V a vstupni potencial kolizni cely na -10 V. Uvedenym zplsobem byly studovany

fragmentace standardii a zdznam fragmentovych spekter slouzil pro navrzeni struktury.
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3.  VYSLEDKY A DISKUZE

3.1. VYBER VHODNE VLNOVE DELKY POMOCI UV-VIS

SPEKTROMETRIE
Jako prvni bylo provedeno méteni UV-VIS spektra standardu (obr. 17). Ze spektra je
patrna vyrazna absorpce zafeni v oblasti 200-400 nm, ovSem kazdy ze studovanych standarda
vykazoval jina dil¢i maxima. Spolecné absorpcni maximum vSech latek je pfi vinové délce

354 nm. Tato vinova délka byla pouzita pti nastaveni UV-VIS detektoru HPLC.

Zavislost absorbance na vlnové délce

1,2

o
o0}

—e— |_eucophor SAC

\ Leucophor UKO
0,4 \/\ Leucophor AL
~

0,2

Absorbance
o
(o)

0
200 250 300 350 400 450 500 550 600

A (nm)

Obrazek 17 - Zavislost absorbance na vinové délce pri méreni UV-VIS spektra standardii

3.2. SEPARACE POMOCI KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE
3.2.1. SEPARACE V SYSTEMU S OBRACENYMI FAZEMI

Pti méfeni v kapalinové chromatografii v systému s obracenymi fazemi byla pouzita
kolona amidova. Jednotlivd méfeni slouZila jako optimalizace, proto byly prométfeny pouze
standardy. Mobilni faze byla zvolena voda a acetonitril, 50 mM octan amonny a acetonitril
abyla vyzkousena také 0,2 % (v/v) kyselina mravencéi a acetonitril. Byly provedeny jak
isokratické analyzy, tak i méfeni s gradientem. V piipadé¢ isokratického méteni s mobilni fazi
voda — acetonitril byly pouzity koncentrace 99 %, 98 %, 97 %, 95 %, 90 %, 60 %, 50 %, 40 %,
30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 3 %, 2 % a 1 % acetonitrilu (v/v). Ve stejné mobilni fazi
byly standardy analyzovany také pomoci gradientu, kde byly pouzity gradienty A a B (tab. 2).
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Isokratické méteni bylo provedeno také v mobilni f4zi 50 mM octan amonny a acetonitril. Zde
byly analyzy provedeny pii 99 % a 90 % acetonitrilu (v/v). V neposledni fad¢ probihala na této
koloné také analyza s gradientovou eluci (gradient A a B (tab. 2)) v mobilni fazi 0,2 % (v/v)
vodném roztoku kyseliny mravenci a acetonitrilu. JelikoZ pii vétSing€ t€chto méfeni dochézelo
Kk opusténi standardu z kolony s mrtvym objemem nebo nebyly analyzy viibec opakovatelné,
prikladam tabulku s jednotlivymi ¢asy standardd vyhodnocenymi jako praimér ze dvou nebo tii
analyz (tab. 3). Cas thiomo&oviny ¢inil 1,33 min. Zaznamy z méfeni gradienti v mobilni fazi

acetonitril-voda jsou uvedeny na obr. P1-P6 v ptilohach.

Tabulka 3 - Casy standardii pii jednotlivich méienich na amidové koloné v systému s obracenymi fizemi

U isokratickych analyz v mobilni fazi acetonitril-voda byl od méfeni v 50 % acetonitrilu

(V/V) nize spoéten retenéni faktor k, dle vzorce

k= R_ )

tm
kde tr je retencni Cas latky a tm Cas thiomoCoviny. Reten¢ni faktory jsou uvedeny v tab. 5

a zavislost téchto faktori na objemovém zlomku acetonitrilu uvedena na obr. 18.
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Tabulka 4 - Retencni faktory standardii isokratickych analyz v systému s obracenymi fazemi a mobilni fizi acetonitril-voda

AL UKO SAC
50 0,03 - -
40 0,075 - -
30 0,248 0,022 -
25 0,579 0,045 -
20 - 0,083 0,015
15 - 0,248 0,06
10 - 0,812 0,135
5 - 1,549 0,308
3 - 1,947 0,398
2 - 2,429 0,534
1 - 2,677 0,752

Graf zavislosti log k na objemovém zlomku acetonitrilu
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objemovy zlomek acetonitrilu

Obrazek 18 - Graf zavislosti log k na objemovém zlomku acetonitrilu isokratického méieni v systému s obracenymi fazemi
a mobilni fazi acetonitril-voda

Z obr. 18 vyplyva, ze vSechny standardy jsou diky sulfoskupindm v molekule pomérné

malo zadrZované na staciondrni fazi a pro gradientovou eluci je nutné volit pocatecni

cvwr

mechanismu separace dle hydrofobicity latek.
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3.2.2. SEPARACE V HILIC SYSTEMU
Meéieni v HILIC systému probihalo na dvou kolonach, a to na Kinetex ® HILIC a OHs
koloné. Pro piehlednost byly vysledky uvedeny do dvou samostatnych kapitol.

3.2.2.1. SEPARACE N4 KOLONE Kinetex ® HILIC

Jednotlivé separace slouzily jako optimalizace, proto byly analyzovany pouze
standardy. Mobilni faze byla zvolena 50 mM octan amonny a acetonitril a 75 mM octan amonny
a acetonitril. Mefilo se jak isokratické méfeni, tak meéteni s gradientem. V piipadé
isokratického méfeni s mobilni fazi 50 mM octan amonny — acetonitril se méftilo pti 90 %,
85 %, 80 %, 75 %, a 70 % (v/v) acetonitrilu. Ve stejné mobilni fazi byly standardy separovany
také pomoci gradientu, kde byly pouzity gradienty 1, 2, 3,4 a5, 8, 9 a 10 (tab. 2). Isokratické
méteni bylo provedeno také v mobilni fazi 75 mM octan amonny a acetonitril. Zde bylo méfeno
pti 85 % a 80 % (v/v) acetonitrilu. Také v této fazi byla provedena gradientova eluce, a to za
pouziti gradientu 3, 4, 5, 8, 9 a 10 (tab. 2). Jelikoz také zde dochazelo ve vétSing piipadd
Kk opusténi standardu z kolony s mrtvym objemem nebo nebyly analyzy viibec interpretovatelné
(opakovatelné), prikladam tabulku s jednotlivymi ¢asy vyhodnocenymi jako pramér ze dvou az
t{{ méfeni (tab. 5). Cas acenaftenu, pouZitého jako marker mrtvého objemu kolony, &inil

0,91 minut. Zaznamy analyz ur€itych gradientti jsou uvedeny na obr. P7-P27 v ptilohach.
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Tabulka 5 - Casy standardii pri jednotlivich méfenich na koloné HILIC Kinetex v systému HILIC

038 0,8 0,8
0,89 0,82 0,79
- 1,51 0,91
0,83 0,83 0,84
0,8 - -
11 1,11 1.1
0,96 0,95 0,95
0,85; 10,61 11,15 12,15
13,84 ;17,6 14,24 ;17,7 -
112 1,12 1,12
10,93 11,39 12,25
14,07 ;17,59 14,42 ;17,76 -

3.2.2.2. SEPARACE N4 KOLONE OHs

Jednotlivd méfeni slouzila jako optimalizace, proto byly proméfeny pouze standardy.
Mobilni faze byla zvolena 75 mM octan amonny a acetonitril. Méfilo se jak isokratické méfenti,
tak méfeni s gradientem. V ptipad¢ isokratického méteni se méfilo pii 90 %, 85 %, 80 %, 75 %,
a 70 % (v/v) acetonitrilu. Gradientova eluce byla méfena za gradientt 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12 a 13 (tab. 2). Pro ptehlednost vysledkii je uvedena tabulka s casy standardi
vyhodnocenymi jako pramér ze dvou nebo tii analyz (tab. 6). Cas acenaftenu, pouzitého jako
marker mrtvého objemu kolony ¢inil 0,9 minut. Zaznamy analyz s gradientovou eluci jsou

uvedeny na obr. P28-P63 v piilohach.
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Tabulka 6 - Casy standardii pri jednotlivych méfenich na koloné OHS v systému HILIC

U isokratickych analyz od méfeni v 85 % acetonitrilu (v/v) niZe spocten reten¢ni faktor
K pro disulfonovany a tetrasulfonovany standard, dle vzorce 7. Reten¢ni faktory jsou uvedeny

v tab. 7 a zavislost téchto faktorti na objemovém zlomku vodné faze uvedena na obr. 19 a 20.

Tabulka 7 - Retencni faktory disulfonovaného a tetrasulfonovaného standardu isokratickych analyz v HILIC systému na
koloné OH5

AL UKO
85 0,767 0,756
80 0,244 5,889
75 0,1 4,878
70 0,044 1,856
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Obrazek 19 - Graf zavislosti log k na objemovém zlomku vodné faze isokratického méreni v HILIC systému na OH5 koloné
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log % acetonitrilu

Obrazek 20 - Graf zavislosti log k na log objemového zlomku vodné faze isokratického méreni v HILIC systému na OH5
koloné

Pro oba zdznamy je ziejmé, Ze pro disulfonovany Leucophor AL retence linearné klesa
s koncentraci vodné faze, coz odpovida rozdélovacimu mechanismu HILIC, zatimco nelinearni

trend u tetrasulfonovaného Leucophoru UKO muze byt zplisoben dalSimi vlivy, napft. iontovou
exkluzi [56].
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3.2.3. ANALYZA REALNYCH VZORKU V KAPALINOVE
CHROMATOGRAFII

Megéfeni realnych vzorki na kapalinové chromatografii probihalo z technickych divodi
pouze v HILIC systému na kolon¢ OHs. Pro reprezentativni vysledky bylo zvoleno i méfeni
V systému s obracenymi fazemi, nicméné¢ doslo k ucpani amidové kolony, proto toto méteni
neprob¢hlo. Separace v HILIC systému na OHs koloné s UV detekci byla provedena
u gradientli zvolenych na zéklad¢ méteni standardli na této koloné, tedy gradientt 1, 6, 7, 11,
12 a 13 (tab. 2). Diky nizkému obsahu zjasnovact ve vzorcich vyluhi nebylo mozné s UV
detekcei tyto latky identifikovat. Z tohoto divodu jsme pfistoupili ke spojeni LC-MS, jehoz
vysledky jsou uvedeny dale.

3.3. URCENI MS SPEKTER STANDARDU
Standardy byly nejdfive analyzovany pomoci ptimého nastfiku. V tomto piipadé byly
vzorky rozpustény ve vodé a provadély se nastiiky vSech tii standardd. Spektrum
disulfonovaného optického zjastiovace je uvedeno na obr. 21, jeho spektrum MS? pak na obr.
22.
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Obrdazek 21 - MS spektrum disulfonovaného optického zjasiovace
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Obrazek 22 - MS/MS spektrum disulfonovaného optického zjasnovace

Ztrata A m/z = 80 piedstavuje ztratu skupiny SO3 a pii ztraté A m/z = 168 dochazi jak
Kk odstépeni skupin, tak k pfesmyku molekuly. Z tohoto divodu uvadim mozny hypoteticky
postup jednotlivych ztrat a s tim i pfedpokladanou strukturu optického zjastiovace (obr. 23)
[57].
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Obrazek 23 - Schéma hypotetickych ztrat disulfonovaného optického zjasiovace

Spektrum tetrasulfonovaného zjasiiovace a jeho spektrum MS? nalezneme na obr. 24

a 25.
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Obrazek 24 - MS spektrum tetrasulfonovaného optického zjasnovace
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Obrazek 25 - MS/MS spektrum tetrasulfonovaného optického zjasnovace

Také u tetrasulfonovaného optického zjasiiovace je hypotéza jednotlivych ztrat uvedena
v obr. 26. RovnéZ u této latky jsou ve spektru pozorovany charakteristické ztraty s Am/z = 80

a 168 souvisejici s odStépenim oxidu sirového a s piesmykem na triazinové skuping.
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Obrazek 26 - Schéma hypotetickych ztrat tetrasulfonovaného optického zjasnovace
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U hexasulfonovaného optického zjastiovace nebylo provedeno méfeni spektra MS?
z diivodu slozitosti interpretace a nedostacujici znalosti struktury. Toto spektrum miizeme vidét

na obr. 27.
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Obrazek 27 - MS spektrum hexasulfonovaného optického zjasnovace

3.4. ANALYZY LC-MS

Realné vzorky a standardy analyzovany na LC-MS za podminek uvedenych v experi-
mentalni ¢asti jsou vyhodnoceny pravé zde. Protoze standardy z MS detektoru jsou vyhodno-
ceny vyse, zde uvedu pouze zaznam standardi z UV detektoru, a to v pofadi disulfonovany
(obr. 28), tetrasulfonovany (obr. 29) a hexasulfonovany (obr. 30) opticky zjasfiovac.

Z reten¢nich Casti jednotlivych standardi Ize fici, ze disulfonovany zjasiiovac¢ opousti
kolonu v ¢ase 6,38 min, tetrasulfonovany v ¢ase 13,34 minut a hexasulfonovany byl za téchto
podminek pravdépodobné velice silné zadrzovan v kolon¢ a k jeho eluci v dobé analyzy nedo-
Slo. V zaznamu se presto vyskytuji piky s retencnimi ¢asy odpovidajicimi disulfonovanému
a tetrasulfonovanému zjasnovaci, ovSem s podstatne nizsi intenzitou. Tyto latky zde mohou byt

pfitomny jako necistoty.
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Obrazek 28 - UV spektrum disulfonovaného optického zjasnovace
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Obrazek 29 - UV spektrum tetrasulfonovaného optického zjasnovace
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Obrazek 30 - UV spektrum hexasulfonovaného optického zjasiovace

Analyza realnych vzorkl probihala za stejnych podminek jako standardy optickych
zjasnovacu. V piipade realnych vzorkl zde uvadim jak vysledky z UV-VIS detektoru (obr. 31,
33 a 35), tak z MS spektrometru (obr. 32, 34 a 36). U sedého kartonu Ize podle ¢asu odhadnout,
ze obsahuje disulfonovany opticky zjasiiovac. Tento fakt je potvrzen také z hmotnostniho spek-
tra. V mensi mife lze tento zjasniovac najit také v bilém kartonu a kancelafskym papiru. Domni-
vam se, ze tak nizka intenzita neni zptisobena absenci zjastujicich prostiedki v téchto produk-

tech, ale obsazenim jinych, nezZ které byly analyzovany.
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Obrazek 31 - UV spektrum vyluhu z Sedého kartonu
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Obrdzek 33 - UV spektrum vyluhu z bilého karténu
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Obrazek 34 - MS spektrum vyluhu z bilého kartonu
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Obrazek 35 - UV spektrum vyluhu z kancelarského papiru
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4.  ZAVER

Ukolem této diplomové prace byla optimalizace metody na stanoveni optického
zjasnovace na bazi stilbenu, konkrétné pak disulfonovany, tetrasulfonovany a hexasulfonovany.
Nasledn¢ byly prométeny také dva vzorky kartonového obalu na potraviny z recyklovaného
papiru a kancelaiského papiru. Zde byly nami studované latky obsaZeny pouze v jednom
kartonovém obalu. Absence téchto optickych zjasiiovacli ovSem neznamend, Ze ostatni
produkty nejsou chemicky béleny, je ale pouzito jinych latek, které nebyly identifikovany.

Chromatografické analyzy probihaly v systému s obracenymi fazemi a v HILIC
systému. Bylo pouzito tiech typt kolon, a to: amidové, HILIC Kinetex a OHs. Jako mobilni
faze se pouzival acetonitril, ktery se v riznych pomérech michal s vodou, 0,2 % kyselinou
mravenéi nebo pufrem octanu amonného o ruznych koncentracich. Nejlepsi vysledky
poskytovala analyza v HILIC systému s OHs kolonou a mobilni fazi acetonitril — 75 mM octan
amonny.

Na zaklad¢ analyzy hmotnostni spektrometrii byly také navrzeny struktury jednotlivych
latek a ve spojeni s kapalinovou chromatografii byly nami studované latky hledany v realnych

vzorcich.
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Zaznamy z méfeni v systému s obracenymi fazemi v mobilni fazi acetonitril-voda, gradient A
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YWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAPETRA_STANDARDY_GRADIENT_AMIDKOL_350NM 2018-02-02 09-17-2811CB-0403.D)
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Zaznamy z méfeni v systému s obracenymi fazemi v mobilni fazi acetonitril-voda, gradient B

VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAVPETRA_STANDARDY_GRADIENT_AMIDKOL_350NM 2018-02-02 09-17-28\1CD-0303.D)
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YWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAPETRA_STANDARDY_GRADIENT_AMIDKOL_350NM 2018-02-02 09-17-28\1CC-0202.D)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na koloné Kinetex ® HILIC v mobilni f4zi acetonitril-50

mM octan amonny, gradient 1

VWD1 A Wavelength=350 nm (RJ-HILIC\PETRA_HILIC_85-70_ACN_PUFR_SAC 2018-02-20 10-05-47\2AD-0301.D)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (RJ-HILIC\PETRA_HILIC_85-70_ACN_PUFR_SAC 20158-02-20 10-05-4N2AC-0202.D)
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VW D1 A, Wavelength=350 nm (RJ-HILIC\PETRA_HILIC_85-¥0_ACN_PUFR_SAC 2018-02-20 10-05-472AB-0102.D)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na koloné Kinetex ® HILIC v mobilni f4zi acetonitril-75

MM octan amonny, gradient 3

VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAPETRA_HILIC_GRAD_ISO_ACN_PUFR 2018-02-23 15-05-46\2AD-0403.D)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_HILIC_GRAD_ISO_ACN_PUFR 2018-02-23 15-05-46\2AC-0303.D)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_HILIC_GRAD_ISO_ACN_PUFR 2018-02-23 15-05-46\2AB-0203.D)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na koloné Kinetex ® HILIC v mobilni f4zi acetonitril-75

mM octan amonny, gradient 4

VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAVPETRA_HILIC_GRAD_ISO_ACN_PUFR 2018-02-23 15-05-4612AD-0803.D)
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YWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_HILIC_GRAD_ISO_ACN_PUFR 2018-02-23 15-05-462AC-0703.D)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_HILIC_GRAD_ISO_ACN_PUFR 2018-02-23 15-05-46\2AB-0603.D)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na koloné Kinetex ® HILIC v mobilni f4zi acetonitril-75

mM octan amonny, gradient 5

VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAWPETRA_HILIC_GRAD_ISO_ACN_PUFR 2018-02-23 15-05-46\2AD-1203.D)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAWPETRA_HILIC_GRAD_ISO_ACN_PUFR 2018-02-23 15-05-46\2AC-1103.D)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_HILIC_GRAD_ISO_ACN_PUFR 2018-02-23 15-05-462AB-1003.0)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na koloné Kinetex ® HILIC v mobilni f4zi acetonitril-75

mM octan amonny, gradient 8

VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_HILIC_GRAD_ISO_%9_ACN_PUFR 2013-02-24 02-16-39\2AD-0403.D)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_HILIC_GRAD_ISO_99_ACN_PUFR 2018-02-24 02-16-39\2AB-0203.D)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na koloné Kinetex ® HILIC v mobilni f4zi acetonitril-75

mM octan amonny, gradient 9

VWDT A, Wavelength=350 nm (PETRAPETRA_HILIC_GRAD_ISO_98_ACN_PUFR 2018-02-24 02-16-392AD-0803.0)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_HILIC_GRAD_ISO_%9_ACN_PUFR 2018-02-24 02-16-39\2AC-0703.D)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na koloné Kinetex ® HILIC v mobilni f4zi acetonitril-75

mM octan amonny, gradient 10

VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAWPETRA_HILIC_GRAD_ISC_99_ACN_PUFR 2018-02-24 02-16-39\2AD-1202.D)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_HILIC_GRAD_ISO_%3_ACN_PUFR 2018-02-24 02-16-39\2AC-1103.D)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_HILIC_GRAD_IS0_99_ACN_PUFR 2018-02-24 02-16-39\2AB-1003.D)
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Zaznamy z mefeni v HILIC systému na OHs v mobilni fazi acetonitril-75 mM octan amonny,

gradient 1
VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAPETRA_HILIC_OH5_GRAD 2018-03-06 15-09-30:2AD-1103.0)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na kolon¢ OHs v mobilni fazi acetonitril-75 mM octan

amonny, gradient 3

VWD A, Wavelengih=350 nm (PETRAPETRA_OH5_GRAD 2018-03-05 18-38-462AD-0402.0)
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VWD A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_OH5_GRAD 2018-03-05 18-38-46\2AB-0202.D)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na koloné OHs v mobilni fazi acetonitril-75 mM octan

amonny, gradient 4

VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAWPETRA_OHS_GRAD 2018-03-05 18-38-46\2AD-0902.0)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na kolon¢ OHs v mobilni fazi acetonitril-75 mM octan

amonny, gradient 5

VWD1 A Wavelength=350 nm (PETRAVPETRA_OHS_GRAD 2018-03-05 18-38-46\2AD-1402.0)
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YWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_OH5_GRAD 2018-03-05 18-38-46\2AC-1302.D)
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VW D1 A, Wavelength=350 nm (PETRAPETRA_OHE_GRAD 2018-03-05 18-38-46\2AB-1202.D)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na kolon¢ OHs v mobilni fazi acetonitril-75 mM octan

amonny, gradient 6
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VWD1 A Wavelength=350 nm (PETRAPETRA_HILIC_OH5_GRAD 2018-03-06 15-09-30\2AC-0603.D)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na kolon¢ OHs v mobilni fazi acetonitril-75 mM octan

amonny, gradient 7

VWDT A, Wavelengih=350 nm (PETRAIPETRA_HILIC_OH5_GRAD 2018-03-06 15-00-20\2AD-0303.0)
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VW D1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\WPETRA_HILIC_OH5_GRAD 2018-03-06 15-09-30\2AB-0103.D)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na koloné OHs v mobilni fazi acetonitril-75 mM octan

amonny, gradient 8

VWD1 A, Wavelength=350 nm (PFETRAVPETRA_OHS_GRAD 2018-03-05 18-38-4612AD-1902.D)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_OH5_GRAD 2018-03-05 18-38-46\12AC-1802.D)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na kolon¢ OHs v mobilni fazi acetonitril-75 mM octan

amonny, gradient 9

YWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAVPETRA_OHS_GRAD 2018-03-05 18-38-46\2AD-2402.D)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAVPETRA_OHS5_GRAD 2018-03-05 18-38-4612AC-2302.D)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAPETRA_OH5_GRAD 2018-03-05 18-358-4612AB-2202.D)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na kolon¢ OHs v mobilni fazi acetonitril-75 mM octan

amonny, gradient 10

VWD A, Wavelength=350 nm (PETRAIPE TRA_OHS_GRAD 2018-03-05 18-38-4612A0-2902 D)
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VWD A, Wavelengih=350 nm (PETRAPE TRA_OH5_GRAD 2018-03-05 18-38-462AB-2702.0)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na kolon¢ OHs v mobilni fazi acetonitril-75 mM octan

amonny, gradient 11

VWDT A, Wavelength=350 nm (PETRAWPETRA_HILIC_OH5_GRAD 2018-03-06 15-09-302AD-1501.D)
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VWDT A, Wavelengih=350 nm (PETRAWPETRA_HILIC_OH5_GRAD 2015-03-06 15-09-30\2AC-1403.D)
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YW D1 A, Wavelength=350 nm (PETRAVPETRA_HILIC_OH5_GRAD 2018-03-06 15-08-30\2AB-1303.D)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na koloné OHs v mobilni fazi acetonitril-75 mM octan

amonny, gradient 12

VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRA\PETRA_HILIC_OHS_GRAD 2018-03-06 15-09-30\2AD-1903.D)
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VWD1 A Wavelength=350 nm (PETRAPETRA_HILIC_OH5_GRAD 2018-03-06 15-09-30'2AC-1802.D)
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VWD1 A, Wavelength=350 nm (PETRAWPETRA_HILIC_OH5_GRAD 2018-03-06 15-09-30\2AB-1703.0)
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Zaznamy z méteni v HILIC systému na kolon¢ OHs v mobilni fazi acetonitril-75 mM octan

amonny, gradient 13

VWDT A, Wavelength=350 nm (PETRAPETRA_HILIC_OH5_GRAD 2018-03-06 15-09-30\2AD-2303.D)
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VWDT A, Wavelength=350 nm (PETRAPETRA_HILIC_OH5_GRAD 2018-03-06 15-09-30\2AC-2203.D)
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VWD1 A Wavelength=350 nm (PETRAPETRA_HILIC_OH5_GRAD 2018-03-06 15-09-3012AB-2101.D)
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