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ANOTACE

Predlozend diplomovéa prace se zabyva analyzou aniontovych tenzidi na bazi kyseliny
glutamové pomoci kapalinové chromatografie. Teoreticka ¢ast je zaméfena tenzidy z hlediska
jejich rozdé€leni, vlastnosti a vyuziti. Dale pak prace pojednava o principech kapalinové
chromatografie se zaméfenim na fazové systémy pouzivané pro analyzu tenzidd.
Experimentalni ¢ast aplikuje teoretické poznatky na analyzu vzorkl tenzidl. Je provedena
analyza pomoci kapalinové chromatografie s UV a hmotnostni detekci. V hmotnostnich
spektrech jsou identifikovany jednotlivé mono- a diestery mastnych kyselin obsazenych

Vv kokosovém oleji.

KLICOVA SLOVA

Aniontové tenzidy, kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie
TITLE

Analysis of anionic surfactants based on glutamic acid by liquid chromatography

ANNOTATION

This diploma thesis deals with analysis of anionic surfactants based on glutamic acid by liquid
chromatography. The theoretical part is focused on surfactants from the point of view of their
distribution, properties and use. Furthermore, the thesis deals with the principles of liquid
chromatography focused on phase systems used for surfactant analysis. The experimental part
applies theoretical knowledge to the analysis of surfactant samples. Liquid chromatographic
analysis with UV and mass spectrometric detection is performed. Using mass spectra, mono-

and diesters of fatty acids presented in coconut oil were identified.

KEYWORDS

Anionic surfactants, liquid chromatography, mass spectrometry
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Uvod

Tenzidy jsou organické povrchoveé aktivni latky, které jsou schopny se hromadit jiz
Vv nizkych koncentracich na fdzovém rozhrani a tim snizuji mezifazovou energii. Stabilizuji
nebo v piipadé potieby rusi disperzni systémy, snizuji tfeni, urychluji technologické procesy
aovliviiuji  fyzikalné-mechanické vlastnosti latek. Tenzidy usnadnuji smaceni povrchu
a odstranéni necistot. Nejstarsim a nejpouzivanéj$Sim aniontovym tenzidem je mydlo, coz je
sodna sul vyssich karboxylovych kyselin Ci10-C22. Mydlo je obsazeno v praskovych pracich
prostiedcich, kde pusobi jako odpénova¢. Hlavnimi vychozimi surovinami pro vyrobu
syntetickych aniontovych tenzidii jsou jednosytné alkoholy s del$im uhlikatym fetézcem,
mastné kyseliny a nenasycené uhlovodiky Cg az Cig, dale benzen, naftalen a fenol. Vzhledem

k velkému uplatnéni aniontovych tenzidi je tfeba najit vhodné metody pro jejich analyzu.

V diplomové praci byla studovdna problematika analyzy aniontovych tenzidi na bazi
kyselin glutamové, threoninu a glycinu a jejich estertt s mastnymi kyselinami. Z divodu
obtizné detekce byla zkouméana moznost piipravy p-bromfenacylesterti téchto latek a vlivy

reakénich podminek na ptipravené derivaty.
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1 Teoreticka Cast

1.1 Vyznam a rozdéleni tenzida

Tenzidy jsou organické latky, které jsou schopny se hromadit jiz v nizkych koncentracich

na fazovém rozhrani a tim snizuji mezifazovou energii [1].

Tenzidy jsou povrchové aktivni latky. V disledku specifickych interakci s molekulami
disperzniho prostiedi vyrazné ovliviuji energetické poméry na fdzovém rozhrani, coz se
projevuje predevSim snizenim povrchového napéti. Stabilizuji nebo v pfipad€ potieby rusi
disperzni  systémy, snizuji tfeni, urychluji technologické procesy a ovliviuji

fyzikalné-mechanické vlastnosti latek [2].

Tenzidy usnadiiuji smaceni povrchu a odstranéni necistot. Podstatou povrchové aktivity je
molekularni struktura tenzidu. Hydrofilni poldrni skupina je orientovana smérem k vode,

druha nepolarni ¢ast struktury je smérem k nepolarni ¢asti smac¢eného povrchu [3].

Detergent je smés tenzidi a dalSich latek, ktera ma detergencni vlastnosti. Detergence je

schopnost pfevadét necistoty z pevného povrchu do objemové faze roztoku [1].

Podle iontového charakteru polarni skupiny se daji tenzidy rozdélit na dvé zakladni
skupiny: iontové a neiontové tenzidy. lontové tenzidy obsahuji funkéni skupiny, které ve
vodném roztoku disociuji za vzniku zaporné nebo kladné nabitych ionti. Tyto ionty jsou
nositeli povrchové aktivity. Iontové tenzidy jsou dale déleny na aniontové, kationtové

a amfoterni [2].

1.1.1 Aniontové tenzidy
Hlavni funkéni skupiny jsou: -COOH, -SOsH, -OSO3zH, =PO4. Obchodni druhy tenzida
tohoto typu mtzeme podle poctu polarnich funkénich skupin a poctu disociovanych skupin

rozdélit nasledovné:

a) Monofunk¢ni tenzidy
Mydla s C12 aZ Cis
Sulfaty vysSich mastnych alkoholil
Alkylarylsulfonany
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b) Bifunkéni tenzidy
Obsahuji dvé polarni funkéni skupiny, ze kterych mohou byt disociovany obé
tyto skupiny, nebo pouze jedna z nich; pokud druha skupina neni disociovana,
dochazi k ovlivnéni polarity tenzidu

c) Polyfunkéni tenzidy
Obsahuji vice polarnich funkénich skupin
Jedna nebo vice téchto skupin je disociovanych a ostatni vytvaii polarizované
kovalentni vazby

d) Oligomerni polyfunkéni tenzidy
Maji charakter polyelektrolytti, které obsahuji vice disociovanych funkcnich
skupin a polarnich neionizovanych skupin
Polarni oblast tenzidu zpravidla vytvaii oligomer (nizkomolekularni

polypeptid, polysacharid nebo polyfosfat [2].

Nejrozsitengj$im aniontovym tenzidem je dobie biologicky rozlozitelny linearni
sek-alkylbenzensulfonat sodny. Dal§imi ¢asto pouzivanymi tenzidy jsou a-alfaolefinsulfonaty,
které se vyrabi pifimou sulfonaci o-olefind, pii které vznikda smés alkensulfonatu
a hydroxyalkansulfonatid. Olefinsulfondty se predevSim pouZivaji do kapalnych mycich
prostiedkii. Parafinsulfonaty se vyrabi sulfooxidaci alkanti frakce Ci12-Cis. Maji nizkou
detergen¢ni uc¢innost, ale vybornou smaceci U€innost, a proto jsou pouzivany v kapalnych
mycich, pracich a smacecich prostfedcich. Nejstar§Sim a nejpouzivanéjSim aniontovym
tenzidem je mydlo, coz je sodna sil vysSich karboxylovych kyselin Ci10-Co2. Mydlo je

obsazeno v praskovych pracich prostiedcich, kde pasobi jako odpénovac [1].

1.1.1.1. Syntetické aniontové tenzidy

Hlavnimi vychozimi surovinami pro vyrobu syntetickych aniontovych tenzidii jsou
jednosytné alkoholy s del$im uhlikatym fetézcem, mastné kyseliny a nenasycené uhlovodiky
Cg az Cyg, dale benzen, naftalen a fenol. Jako ¢inidlo se pouzivaja oleum, koncentrovana
kyselina sirova, kyselina chlorsulfonovd a oxid sirovy. Pfi sulfata¢ni reakci se sulfatuji

rychleji hydroxylové skupiny nez dvojné vazby uhlovodika [3].

V diplomové praci se zabyvam analyzou tenzidl na bazi kyseliny glutamové S mastnymi
kyselinami obsazenymi v kokosovém oleji, které jsou detailnéji popsany v ndsledujicich
kapitolach. ObsaZeni jednotlivych mastnych kyselin v kokosovém oleji je uvedeno

v tabulce 1. Obecna struktura tenzidd na bazi kyseliny glutamové je uvedena na obrazku 1.
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. coa’ RCO" : zbytek mastné kyseliny
.y o M  :HN i i
: H, Na, K nebo triethylamin
] MH 0
X 01,2
Obrazek 1 Strukturni vzorec amisoft

Tabulka 1 Obsah mastnych kyselin v kokosovém oleji

Obsah mastnych kyselin v kokosovém oleji
Kyselina kaprylova 9%
Kyselina kaprova 10 %
Kyselina laurové 52 %
Kyselina myristova 19 %
Kyselina palmitové 11%
Kyselina olejova 8 %
Ostatni 53 %

https://www.superkokos.cz/kokosovy-olej-a-jeho-slozeni stazeno 20.4.2019

1.1.1.2 Amisoft CS-11

Amisoft CS-11 je aniontova povrchové aktivni latka vyrobena z Kyseliny glutamové a
kokosového oleje. Je k dispozici ve formé prasku. Ma vynikajici Cistici a pénivé vlastnosti a
soucasné pomaha udrzovat vlasy a pokozku zvlhcenou. Poskytuje vynikajici feSeni pro
pouziti v detergentech bez sirand. Vytvati vynikajici sametové povrchové aktivni systémy. Je
to ptirodni slozka certifikovana spolecnosti COSMOS [4].

1.1.1.3 Amisoft CS-22

Amisoft CS-22 je aniontova povrchové aktivni latka vyrobena z kyseliny glutamové
a mastnych kyselin obsazenych v kokosovém oleji. Ma vynikajici Cistici a pénivé vlastnosti,
napomahd udrzovat zvlhéenou pokozku a vlasy. Poskytuje vynikajici feSeni pro aplikace bez

sirand. Je to pfirodni slozka certifikovana spole¢nosti COSMOS [5].
1.1.1.4 Amisoft CT-12S

Amisoft CT-12S je aniontova povrchové aktivni latka vyrobena z kyseliny glutamové
a mastnych kyselin obsazenych v kokosovém oleji. Ma vynikajici Cistici a pénivé vlastnosti,
pomaha udrzovat zvlhéenou pokozku a vlasy. Poskytuje vynikajici feSeni pro aplikace bez

sirand. Je jemny surfaktant s vynikajicimi pénivymi vlastnostmi [6].

14


https://www.superkokos.cz/kokosovy-olej-a-jeho-slozeni%20staženo%2020.4.2019

1.1.1.5 Amisoft ECS-22SB

Amisoft ECS-22SB je aniontova povrchové aktivni latka vyrobena z kyseliny glutamové
a mastnych kyselin obsazenych v kokosovém oleji. Mé vynikajici Cistici a pénivé vlastnosti
a pomaha udrzovat pokozku a vlasy zvlhéené pomoci aminokyselin, které jsou piitomny
Vv jejim slozeni. Poskytuje vynikajici feSeni pro aplikace bez sirand. Je jemny surfaktant

s vynikajicimi pénivymi vlastnostmi [7].

1.1.1.6 Amilite ET-CS-12

Amilite ET-CS-12 je aniontova povrchové¢ aktivni latka odvozena od kyseliny glutamové,
threoninu a obsahuje mastné kyseliny obsazené v kokosovém oleji. Vytvaii krémovou pénu,
a to 1 za ptitomnosti olejii a soucasné¢ pomaha udrzovat zvlhéenou pokozku a vlasy. Poskytuje
vynikajici feSeni pro aplikace bez siranl. Je jemny surfaktant s vynikajicimi pénivymi

vlastnostmi [8].

1.1.1.7 Amilite GCK-12H

Amilite GCK-12H je aniontova povrchové aktivni latka odvozend od aminokyseliny
glycinu. Vytvati krémovou pénu, a to i za piitomnosti oleji, a sou¢asné¢ pomaha udrzovat
zvlhéenou pokozku a vlasy. Poskytuje vynikajici feSeni pro aplikace bez siranl. Je jemny

surfaktant s vynikajicimi pénivymi vlastnostmi [9].
1.1.1.8 Amilite GCS-12K

Amilite GCS-12K je aniontova povrchové aktivni latka odvozena od glycinu. Vytvaii
krémovou pénu, a to 1 za pfitomnosti olejit a sou¢asné pomaha udrzovat zvlhé¢enou pokozku
avlasy. Poskytuje vynikajici feSeni pro aplikace bez siran. Je jemny surfaktant

s vynikajicimi pénivymi vlastnostmi [10].

1.1.2 Kationtové tenzidy

Kationtovymi tenzidy jsou slouceniny s jednou nebo vice funkénimi skupinami. Tyto
skupiny ve vodném roztoku disociuji za vzniku kladné nabitych organickych iontd, které jsou
nositelem povrchové aktivity [2]. Kationtové tenzidy se vyrabi v menSim rozsahu a maji
predevSim dezinfek¢éni a antiseptické UcCinky. Tyto pfipravky nenarusuji pokozku a maji
zanedbatelnou toxicitu. Uplatiiuji se jako dezinfekéni a koupelové piisady a jako antiseptika.
dvoustupniovou reakci z halogenkarboxylovych kyselin nebo jejich esterti a jednosytnych
alkoholli. Vznikly halogenester reaguje s tercidlnim aminem na kvarterni amoniovou sul

esteru vys$si mastné kyseliny [3].
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Kationtové tenzidy s avivaznimi ucinky a vyznamnym mikrobicidnim efektem jsou
pfitomny v avivaznich prostiedcich, které zajistuji antistatické upravy syntetickych textilnich
vlaken po kazdém prani. Jejich biologicka rozlozitelnost je oproti aniontovym tenzidiim horsi.
Kationtové tenzidy se pouzivaji také do pripravkid pro vlasovou kosmetiku. Kationtové
tenzidy nelze kombinovat v recepturach s aniontovymi, nebot’ se vzajemné srazeji na

nerozpustny aglomerat [1].

1.1.3 Amfoterni tenzidy

Amfoterni tenzidy jsou slouceniny S dvéma nebo vice zasaditymi a kyselymi funkénimi
skupinami, které jsou schopné disociovat ve vodném roztoku a v zavislosti na podminkéach
prosttedi (pH) poskytovat povrchové aktivni latky s aniontovym nebo kationtovym
charakterem. [2 Tenzidy]. Amfoterni tenzidy obsahuji v nedisociované ¢asti molekuly jak
kation, tak anion, ¢imz je dana jejich moznost kombinovat je v recepturach s aniontovymi

i kationtovymi tenzidy [1].

1.1.4 Neiontové tenzidy

Neiontové tenzidy jsou slouceniny, které ve vodném roztoku nedisociuji. Rozpustnost ve
vodé takovych sloucenin umoZiluje pfitomnost funkénich skupin v molekule, které maji
silnou afinitu kvodé. Hlavni typy neiontovych tenzidi jsou: alkylpolyglykolethery,
alkylarylpolyglykolethery, acylpolyglykolethery, acylované nebo alkylované
alkanolaminopolyglykolethery, kopolymery ethylenoxidu s propylenoxidem, estery a ethery
polyalkohol [2]. Pfi vyrobé neiontovych tenzidlii se pouzivaji kondenza¢ni reakce vysSich

mastnych kyselin s aminoalkoholy, kdy vznikaji hydroxyalkylamidy od téchto kyselin [3].

1.2 Charakteristické techniky analyzy

Mezi jednu z nejvyznamnéjsich technik pouzivanych pro analyzy tenzida patii kapalinova
chromatografie. Podle charakteru tenzidu jsou pouzivany ruzné fazové systémy a metody

detekce.

1.2.1 Principy kapalinové chromatografie
Chromatografické metody jsou zalozeny na rozdilné distribuci délenych latek ve smési
mezi dvé rizné nemisitelné faze: mobilni (pohyblivou) a staciondrni (nepohyblivou).

Stacionarni fazi je bud’ tuha latka, nebo kapalina ukotvena na tuhém nosic¢i [11].
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Kapalinova chromatografie umoziiuje déleni organickych méné tékavych kapalnych
I tuhych latek, které jsou rozpustné v béznych organickych rozpoustédlech, ve vodé nebo ve
ziedénych mineralnich kyselindch. K dé€leni latek je mozné vyuzit vratné dvoufazové
separa¢ni mechanismy jako adsorpci, iontovou vymeénu, chemisorpci a rozdélovani mezi

dvéma nemisitelnymi kapalinami [12].

Schéma konstrukce typické pro HPLC je uvedeno na obrazku 2.

Sbér a vyhodnoceni

HPLC kolona
P -
L :1 U l
Detektor ™

D.évkovéni ’l @ i/ ‘\Z

Mobilni faze Odpad/sbér frakci

Obrazek 2 Schéma konstrukce HPLC
http://www.laboratory-journal.com/sites/git-labor.de/files/images/special/53056402__original.jpg stazeno 14.3.2019

V uzavieném chromatografickém systému obstarava pohyb eluentu ¢erpadlo zatfazené pred

kolonou. Cerpadlo musi zaji§tovat konstantni priitok mobilni faze [13].

Gradientova eluce se pouZziva k déleni smési, jejichz slozky se vyrazné lisi retenci pii eluci
s konstantnim sloZenim mobilni faze. Princip spociva v pouZiti mobilnich fazi, jejichZ slozeni
se s casem meéni. Toho se docili michdnim nékolika slozek, vétSinou dvou az tii, v poméru,

ktery se fidi pfedem zvolenym ¢asovym programem [14].

Vedle ucinnych kolon rozhoduje o kvalité separace predevSim pouzity chromatograficky
systém, tj. kombinace stacionarni a mobilni faze. Podle relativni polarity stacionarni a mobilni
faze se rozliSuje na chromatografii v systémech s normalnimi fazemi, kde je stacionarni faze
polarnéjsi neZ faze mobilni a chromatografii v systémech s obracenymi fazemi, kde je mobilni

faze naopak polarngjsi nez faze stacionarni [15].
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1.2.1.1 Chromatografické systémy s normalnimi fazemi

U systémi S normalnimi fazemi (NP-HPLC) jsou pro separaci latek pouzivany polarni
stacionarni faze a mén¢é polarni mobilni faze. VétSinou jde o smési rozpoustédel s odlisnou
polaritou. Retenéni mechanismus na normalnich fazich je zaloZzen na soutézi mezi délenou
latkou a mobilni fazi o lokalizovana adsorp¢ni centra na povrchu stacionarni faze (napt. volné
hydroxylové skupiny silikagelu). Retence je wurcena specifickymi mezimolekuldrnimi
interakcemi latky s povrchem sorbentu a nespecifickymi interakcemi latky s mobilni fazi.
Retence na koloné se zvysSuje s rostouci polaritou analytu a klesa s rostouci koncentraci

polarniho rozpoustédla v mobilni fazi [11].

Nejbézné&jsi stacionarni fazi pro systém s normalnimi fazemi je silikagel. Silikagel lze
pfipravit sruzné¢ nastavenymi fyzikalnimi vlastnostmi. Pro ucely adsorp¢ni kapalinové
chromatografie ma mit specificky povrch (>200 m®g), objem pért (> 0,7 ml/g) a stfedni
priamér pora (8-15 nm). S rostoucim objemem pora klesa specificky povrch adsorbentu a tim
i retence separovanych latek. Hydroxylové skupiny na povrchu silikagelu jsou bud’ izolované
nebo jsou sousedni skupiny vzijemné vdzany vodikovymi vazbami. Na silanolové skupiny se
adsorbuje voda rovnéz vodikovou vazbou. Tato adsorbovana voda Ize odstranit zahfatim na
150 °C. Povrch silikagelu je slabé kysely, takze siln€ji zadrzuje bazické latky, nez latky
kyselé a neutralni. Silikagel je chemicky stabilni pouze pii pH < 8 [16].

Polaritu latky mize ovliviiovat tvorba intramolekularni vodikové vazby, coz se projevuje
v selektivité¢ déleni. Objemné funkcéni skupiny, které stericky stini polarni skupinu
v molekule, jsou pak pfi¢inou snizeni retence. Selektivita déleni pro sousedni homology klesa

s rostoucim poc¢tem atomu uhliku v alifatické fadé [11].

1.2.1.2. Chromatografické systémy s obracenymi fazemi (RP-HPLC)

Pii chromatografii s obracenymi fazemi (RP-HPLC) je mobilni faze polarni. Obvykle jde
0 smés vodné slozky s polarnimi organickymi rozpoustédly, kterd jsou misitelna s vodou
(acetonitril, tetrahydrofuran a alkoholy). Stacionarni faze maji nepolarni charakter. Casto se
jedna o dlouhé uhlikaté fetézce navazané na povrchu nosice jako je silikagel, hybridni sorbent

nebo jiné kovové oxidy. Nejcasteji pouzivanou fazi je C;g [11].

Selektivita nepolarnich stacionarnich fazi k malo polarnim organickym latkdm je urovéana
vyhradné vlastnostmi mobilni faze. Vzajemné polarni interakce mezi molekulami vody jsou
tak silné, ze k jejich piekonani je tfeba zna¢né energie, kterou nemohou poskytnout slabé

dispersni interakce mezi molekulami vody a molekulami malo polarni organické faze. Proto
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jsou tyto latky ve vod¢ a vodnych roztocich malo rozpustné a jsou z mobilni faze vytésiiovany

jejich polarita [16].

Na reverznich stacionarnich fazich se téméf nevyskytuji aktivni adsorpéni centra schopna
polarnich interakei. Povrch stacionarni faze je schopen interagovat pouze slabymi disperznimi
silami. Nespecifické interakce jsou mnohem slabsi nez polarni interakce mezi polarnimi
molekulami mobilni faze a analytu. Tyto polarni interakce zeslabuji nespecifické interakce
molekul analytd a stacionarni faze a ulehCuji tak pfechod molekul analytu do objemu

polarniho elu¢niho ¢inidla [11].

.7

Roztok acetonitrilu (ACN) ve vodé ma vyssi eluéni silu nez stejné koncentrovany roztok
methanolu. Pti pouziti roztokd alkoholli ve vodé jako mobilnich fazi je tfeba vénovat
pozornost i tomu, ze tyto roztoky se vyznacuji neidealnim chovanim [11]. Chromatografie na
nepolarnich adsorbentech se hodi mnohem Iépe k déleni homologickych ftad nez
chromatografie na polarnich adsorbentech. VétSinou poskytuji nizsi selektivitu pro déleni

polohovych isomert [16].

Ve srovnani s nerozvétvenymi nasycenymi latkami pisobi snizeni retence piitomnost
nasobné vazby a rozvétvené uhlovodikové fetézce v molekule separované latky. Tento vliv na
retenci je mozno prikladat ptisobenim disperznich sil mezi nepolarnimi stacionarnimi fazemi
a separovanymi latkami. U nékterych funk¢nich skupin bylo pozorovano sniZeni i zvySeni
retence separovanych latek v zavislosti na po¢tu téchto skupin a jejich poloze v molekule. Pti
piitomnosti vice polarnich skupin v molekule, a pokud je uhlovodikova ¢ast mala nebo jsou-li
ptitomny ionizované funkcni skupiny, muize prevazovat afinita téchto latek k vod€ jako

mobilni fazi a tyto latky se eluuji s mrtvym objemem kolony nebo dokonce jesté diive [16].

1.2.2 Zputsoby detekce
Pro detekci analyzovanych latek se vyuziva jejich specifickych nebo obecnych vlastnosti,

jimiz se tyto latky liSi od mobilni faze. Podle toho se rozliSuji selektivni a univerzalni

detektory [12].

Detektory v HPLC systému jsou umistény za kolonou a zaznamenavaji rozdil v signalu
mezi prichodem cisté mobilni fdze a mobilni faze obsahujici analyt. Detektory se déli na
hmotnostni a koncentracni. Hmotnostni detektory reaguji na zménu hmotnostniho toku slozky
Vv eluentu. Koncentracni detektory reaguji na zménu hmotnostni koncentrace slozky eluentu

nezavisle na rychlosti pfivodu do detektoru. Dale se detektory déli na nedestruktivni
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a destruktivni. V nedestruktivnich detektorech nedochazi k chemické pfeméné detekované

slozky, zatimco v destruktivnich detektorech se detekovana slozka chemicky méni [11].

1.2.2.1. UV-VIS detektory
Mezi nejpouzivangjs$i detektory pro kapalinovou chromatografii patii detektory, které

pracuji v rozmezi vinovych délek odpovidajici ultrafialové a viditelné oblasti [15].

Ptimé spojeni LC/UV-VIS poskytuje ze vSech kombinaci (LC/MS, LC/NMR, LC/FTIR)
sice nejméné informaci o struktufe délenych latek, avsak je nejcitlivéjsi a setkava se

s nejmens$imi technickymi problémy [14].

Citlivost detektoru UV je velka a zéalezi na molarnim absorp¢nim koeficientu analyzované
slozky a na celém objemu cely detektoru. Spektrofotometricky detektor, ktery pracuje v UV
oblasti, je selektivni a vhodny 1 pro gradientovou eluci, nebot’ je mnoho rozpoustédel, jejichz

kombinaci lze gradient uskute¢nit [12].

Eluat protékd mérnou celou, ktera pro analytické ucely ma mit maly objem a velkou
optickou délku (obrazek 3). Tyto cely maji objem 5 az 10 ul a optickou délkou 10 mm.
Levngjsi ptistroje maji jako zdroj UV zéfeni nizkotlakou rtutovou lampu a pracuji jen pfi
jedné vinové délce 254 nm. Nejnovéjsi pfistroje jsou vybaveny deuteriovou vybojkou,

miizkovym monochromatorem a fotoelektrickym nasobi¢em [13].

Kvantitativni vyhodnoceni je zaloZeno na Lambert-Beerové zakoné (rovnice (1)), ktery
vyjadiuje vzajemny vztah mezi tlouStkou absorbujici vrstvy (I), koncentraci absorbujici
slozky (c) a vlastni velikosti absorpce vyjadienou jako absorbanci (A). Molarni absorpcni

koeficient (g) je charakteristicky pro kazdou latku.

A=¢-l-c (1) [11]
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Obrazek 3 Schéma spektrofotometrického detektoru
Piednasky ze separaénich metod analytickych doc. Ing. Petr Cesla, Ph.D..

1.2.2.2. Hmotnostn¢ spektrometricka detekce
Vyhody hmotnostniho spektrometru oproti ostatnim detektoriim pouzivanym v kapalinové

chromatografii jsou dany jak jeho citlivosti, selektivitou, tak univerzalnosti [15].

Hmotnostni spektrometry (MS) jako detektory v HPLC jsou specifické a kromé udaju
z chromatografu poskytuji spektralni tidaje o identit€ latky. Proces identifikace ¢i kvantifikace
latek hmotnostnim spektrometrem se odehrava ve ttech krocich. Nejdiive dochazi k ionizaci
vzorku, kdy jsou neutralni molekuly v iontovém zdroji pfevedeny na ionty. Poté nasleduje
rozdéleni iontd podle poméru m/z (hmotnost/ndboj) a jejich urychleni v analyzatoru
a nakonec detekce a zesileni signalu v detektoru [11]. Castice stejnych efektivnich hmotnosti
vychazi z magnetického pole jako svazky zaostfené na stejné misto detektoru. Intenzita
signdlu je umeérna poctu castic. Vyhodnocovaci software registruje jednotlivé signaly
v zavislosti na hodnotach m/z a vznikne tzv. hmotnosti spektrum. Obsahuje-1i molekulovy ion
piebytek vnitini energie ziskané zionizacniho zdroje, rozpadne se za vzniku iontového
fragmentu a elektroneutralni ¢éstice. Pravdépodobnost rozpadu molekulového iontu roste

s jeho hmotnosti, nasobné vazby naopak zvysuji jeho stabilitu [12].

Pro ionizaci analyti existuje Siroké spektrum ioniza¢nich technik, zadna z nich neni zcela
univerzalni. Volba ioniza¢ni techniky je ovlivnéna tepelnou stabilitou, molekulovou
hmotnosti, t€kavosti a polaritou latky. Nejpouzivanéjsi ioniza¢ni techniky pro spojeni s HPLC
jsou techniky ionizace za atmosférického tlaku, jako ionizace elektrosprejem (ESI; obrazek
4), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI; obrazek 5) a fotoionizace za
atmosférického tlaku (APPI; obrazek 6). V off-line spojeni se pouziva ionizace desorpci

laserem za ucasti matrice (MALDI). Tyto techniky patii mezi tzv. m¢kké ioniza¢ni techniky,
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coz znamena, ze pii ionizaci vznikaji primarné protonované molekuly [M + H]* (pro zdznam
kladnych iontd) nebo deprotonované molekuly [M — H]™ (pro zdznam zapornych iontt)

a nedochazi tak k rozsahlé fragmentaci jako u tvrdych ioniza¢nich technik [11].

lonty

Zmlzujici plyn
|

Aerosol Susici plyn

Obrazek 4 Schéma ionizace elektrosprejem

Prednasky z molekulové spektrometrie prof. Ing. Michal Hol¢apek, Ph.D.
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Obrazek 5 Schéma chemické ionizace za atmosférického tlaku

Prednasky z molekulové spektrometrie prof. Ing. Michal Hol¢apek, Ph.D.
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Obrazek 6 Schéma fotoionizace za atmosférického tlaku

Prednasky z molekulové spektrometrie prof. Ing. Michal Hol¢apek, Ph.D.

1.3 Derivatizace v HPLC

Derivatiza¢ni piistupy lze rozd¢lit podle mista, kde probihé derivatizacni reakce:

1. Ptedkolonova derivatizace (off-line derivatization) — chemicka reakce probiha
pted kolonou
2. Postkolonova derivatizace (on-line derivatization) — chemicka reakce probiha
za kolonou
3. Derivatizace na koloné (on-column derivatization) — chemicka reakce probiha piimo
na koloné
Uvedené postupy derivatizace maji vliv na elu¢ni charakteristiky separovanych latek jako
je ucinnost separace, selektivita a doba analyzy. Pozadavky na vznikajici derivaty jsou
odlisné. Obecné je derivatizace v separanich metodich pouzivana za Ucelem umoznéni
azvyseni citlivosti detekce, umoznéni separace, zvySeni rozliSeni a zamezeni nezadouci
sorpce latek na kolon¢ [11].
Z derivatizacnich reakci vhodnych k ptipravé derivath pro kapalinovou chromatografii se
vyuzivaji predevsim ty, které vedou k tvorbé derivatl s vysokou citlivosti detekce. V podstaté
jde o derivaty vykazujici silnou fluorescenci nebo absorpci v ultrafialové a viditelné oblasti

spektra nebo o derivaty obsahujici zna¢né elementy umoznujici radiometrickou detekci [14].
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1.4 Aplikace LC v analyze

Linearni alkylbenzensulfonat (LAS) je nejbéznéjsi synteticka aniontova povrchoveé aktivni
latka pouzivana v domacich a prumyslovych detergentech. Villar a kol. ji stanovovali
v kalech z ¢istiren odpadnich vod pomoci mikrovinné extrakce a HPLC-FL. Byla pouzita
mobilni faze obsahujici acetonitril a vodu s gradientovou eluci. Vysledna doba analyzy trvala
7 min. Mezni hodnota pro LAS vkalu po aplikaci do pudy je 2600 mg/kg. Metoda
nevyzadovala kroky cisténi nebo zakoncentrovani a nevyzaduji zadné specidlni vybaveni.

Metoda poskytuje dobry vykon, pokud jde o pfesnost, linearitu, LOD a LOQ a vytézky [17].

Pro analyzu &tyf (aniontovych, amfoternich, neiontovych a kationtovych) tfid povrchové
aktivnich latek v Samponech a vlasovych kondicionérech Hyun a kol. pouzil HPLC-RP
s detekci rozptylu svétla (ELSD) bez ptedchoziho zakoncentrovani. Mobilni faze byla smés
acetonitrilu a kyseliny trifluoroctové (TFA) obsahujici vodu a tetrahydrofuran (THF). Pritok
byl po celou dobu 0,8 ml/ min. Poc¢ate¢ni mobilni faze byla smés 5 % ACN —5 % TF — 90 %
vody (0,5 % TFA) ponechana po dobu 5 min. Obsah ACN a TF byl linearné zvysen z 5 na
70 % ACN a z 5 na 30 % TF po dobu 40 min p#i 30°C. Tuto metodu lze pouzit ke stanoveni
koncentraci povrchové aktivnich latek v komercnich produktech. Nicméné presna
kvantitativni analyza nebyla moZzna kvili nedostatku standardd. Distribuce homologlh mezi
standardem a surovinami v komer¢nich produktech nejsou stejné, ale podobné, proto byly
standartni materialy studovanych surovych latek odebirany z komer¢nich produkti podle

informaci o jejich slozeni [18].

Pro identifikaci a kvantifikaci homologti alkoholovych sulfati (AS) a ethoxysulfatd (AES)
alkoholu ve vzorcich z mofskych a fi¢nich sedimenti Fernandez-Ramos a kol. vyvinuli novou
metodu. Metoda zahrnuje extrakci 5g suchého vzorku methanolem s pouzitim extrakce
kapalinou za zvyseného tlaku (PLE) a kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS). Jako wvnitini standard byla pouzita sodna sul kyseliny
2-oktylbenzensulfonové. Pro separaci byla pouzita kolona Zorbax Eclipse XDB-C1s. Mobilni
faze byla smés roztoku triethylaminu a kyseliny octové (50 mM) ve vod¢€ (rozpoustédlo A)
a roztok acetonitril:voda (80:20 obj. %) (rozpoustédlo B). Pro separaci homologl byl pouzit
nasledujici gradient: 0 az 30 min, 50-100 % B; zpét na 50 % B za 5,0 min, aby se obnovily
podminky. Pratok byl 0,5 ml/min a teplota kolony byla udrzovéana na 30°C. Pro ethoxyestery
AES byly podminky gradientu nasledujici: 0 az 15 min, 30-100 % B; zpét na 30 % B za
5 min. Pritok byl 0,5 ml/min a teplota kolony 30°C. Pro MS/MS detekci byla pouzita
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ionizace elektrosprejem (ESI) v rezimu negativnich ionti. Nejvyssi koncentrace AS a AES
byly zjiStény ve vzorcich fi¢nich sedimentd. Také byly pozorovany rozdily mezi chovanim

sloucenin s kratkym fetézcem (C12) a slouéenin s dlouhym fetézcem (C14-C18) [19].

Jandera a kol. zkoumali retencni chovani sulfitovych oligoethylenglykol-
nonylfenyletherovych aniontovych povrchové aktivnich latek v systému s normalnimi fazemi
Snitrilovymi a aminovymi stacionarnimi fazemi a smobilni fazi obsahujici
tetraalkylamoniové piisady. Za pouziti gradientové eluce bylo mozné odd¢lit sulfatové
oligomery a jejich matef'ské nesulfatové analogy v jednom systému. Aby bylo mozné oddélit
jednotlivé sulfatové oligomery, bylo nutné snizit jejich retenci pouzitim mobilnich fazi
obsahujicich iontovou pfisadu. Zjistili, Ze kationtové tetraalkylamoniové soli jako je CTAB
(cetyltrimethylamonim bromid) a TBAB (tetrabutylamonim bromid) jsou pro tento ucel

vhodné, protoze maji dobrou rozpustnost v nevodném prostiedi [20].

Aparicio a kol. vyvinuli multidisciplinarni metodu pro stanoveni znecistujicich latek
Vv listnaté a kofenové zelenin€é. Metoda byla aplikovéna na listovou zeleninu (hldvkovy salat
a Spenat) a kofenovou zeleninu (mrkev, tufin, brambory). Mezi vybrané slouceniny patfilo
Sest  perfluoralkylovych  sloucenin  (perfluorkarboxylové  kyseliny a  kyseliny
perfluoroktansulfonové), tfi  neiontové  povrchové  aktivni  latky  (nonylfenol
a nonyfenolethoxylaty), osm aniontovych povrchové aktivnich latek (alkylsulfaty a linearni
alkylbenzensulfonaty), Ctyfi konzervacéni latky (parabeny), biocidy (triclosan a triklokarban),
zmé&kcovadla (bisfenol A a di-4,2-cthylhexylftalat), benzofenony a hormony. Metoda je
zalozena na extrakci pomoci ultrazvuku, €isténi pii extrakci na pevné fazi (SPE) a analyze
pomoci kapalinové chromatografie standemovou hmotnosti spektrometrii s trojitym
kvadrupdlem a ionizaci elektrosprejem (ESI). Separace byla provedena na koloné HALO C18
pii 25 °C pomoci 10 mM vodného roztoku octanu amonného a metanolu pii pritoku
0,6 ml/min. Eluce byla provadéna s gradientem s linearnim zvySenim obsahu metanolu
z 23 % na 70 % za 14 min, pak na 80 % v 19 min a na 100 % v prubéhu 3 min [21].

Piere a kol. studovali a porovnavali protokol pro kvantitativni a kvalitativni analyzu
kationtovych povrchov€ aktivnich latek na bazi argininu pomoci HPLC a CE. Povrchové
aktivni homology byly analyzovany jako dihydrochloridové soli: arginin, decylamid arginin,
dodecylamid, arginin tetradecylamid a arginin hexadecylamid. Separace byla provadéna na
koloné LiChrocart 250x4 mm, Lichrospher 100 CN za laboratorni teploty a pratoku 1 ml/min.

Kyvalitativni i kvantitativni analyza fady argininovych alkyl amid dihydrochloridi homologt
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(C10-C16) byla uspésné dosazena pomoci HPLC a CE. Pouziti organickych modifikatord je
nezbytné pro dosazeni rozliSeni mezi homology kationtovych povrchové aktivnich latek

s dlouhym fetézcem [22].

Gomez a kol. pouzili pro stanoveni 16 neiontovych a aniontovych povrchové aktivnich
latek ve vzorcich vody SPE v kombinaci s kapalinovou chromatografii s hmotnostni
spektrometrii s ionizaci elektrosprejem. Vliv suprese iontl byl studovan ve vodnich matricich
Z Cistiren odpadnich vod, uUpraven pitné vody a zafizeni na odsoleni motské vody. LC
separace byla provedena na koloné¢ C18 s reverzni fazi pii teploté¢ 35 °C a prutoku mobilni
faze 1 ml/min. ESI rozhrani bylo pouZito se dvéma ioniza¢nimi rezimy: pozitivni ionizaci (PI)
a negativni ionizaci (NI). Pro PI byla pouzita mobilni faze: voda (A) a methanol (B). vychozi
podminky gradientu byly 60 % methanol (B), linearn¢ zvyseno na 100 % za 20 min. V NI
rezimu byla pouzita nasledujici mobilni faze: voda obsahujici 5 mM triethylaminu (A)
a methanolu (B). Elu¢ni gradient byl zahajen 40 % methanolem (B) a byl zvySen na 100 % za
7 min a dale udrZzovan za téchto podminek 10 min. Vyvinutd metoda je citlivd, jednoducha
a vykazuje dobry linedrni rozsah a ma detekéni limity niz§i nez 50 ng/L pro vétSinu

testovanych sloucenin [23].

Jandera a Proke§ zkoumali retenéni chovani nesulfatovanych a sulfatovanych
oligiethylenglykol-nonylfenyl ethert a aniontovych povrchové aktivnich latek v LC
systémech s normalni fazi s chemicky véazanou aminovou staciondrni fazi v organickych
mobilnich fazich obsahujici vodu a cetyltrimethylamonium bromid (CTAB). V tomto systému
bylo mozno oddélit nizsi sulfatované a nesulfatované oligomery v jednom cyklu za 10-15

minut za izokratickych podminek [24].

Park a Rhee pouzili LC/ELSD pro souasnou a rychlou analyzu rtiznych aniontovych
a neiontovych povrchové aktivnich latek. Osm povrchové aktivnich latek (APG, LAE7, CDE,
NPE7, LAE9-cap, SLS, AOS, AOT) bylo oddéleno béhem 30 minut v jednom cyklu LC na
silikagelové koloné s vazanym C18 s gradientem methanolu a vody s pouzitim ELSD detekce.
Gradient zacinal na 70 % methanolu a 30 % vody pfi pritoku 0,8 ml/min po dobu 6 min,
obsah methanolu vzrostl linedrné ze 70 na 100 % po dobu dalSich 14 minut, pfi¢emz tento
stav byl udrzovan po dobu 4 minut a poté byl priitok zvySen na 2 ml/min. Tato metoda ma
vSak ur€itd omezeni. Naptiklad chromatogramy LAS a lauryethoxylenovaného siranu

sodného (SLES) byly pfili§ Siroké na to, aby byly kvalitativné analyzovany do konce.
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Na druhé¢ strané¢ nebylo mozno oddé€lit homology povrchové aktivnich latek, jako je NPE7,

LAE7 a LAE9-cap [25].

Lara-Martin a kol. vyvinuli novou metodu pro soucasné stanoveni nejpouzivanéjSich
aniontovych  povrchové aktivnich latek: linedrni alkylbenzensulfonaty (LAS),
alkylethoxysulfonaty (AES) a alkylsulfaty (AS) ve vodach a sedimentarnich vzorcich.
Predkoncentrace a cisténi se provadi pomoci SPE. Identifikace a kvantifikace cilovych
sloucenin se provadi pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
vybavenym elektrosprejem (ESI) v negativnim iontovém rezimu. Separace byla provedena za
pouziti analytické kolony C18 sreverzni fazi. Byla pouzita nasledujici mobilni féze:
acetonitril:voda 80:20 (A) a voda s 5 mM triethylaminem (B). Gradient zacal s 47 % A a byl
linedrné¢ zvySen na 100 % A béhem 40 minut a udrzovan isokraticky po dobu 10 min.

Rychlost pratoku byla 0,15 ml/min [26].

Benetio-Cambra a kol. popsali zplisob separace, charakterizace a stanoveni ethoxylatt
mastnych alkoholl (FAE) a alkylether sulfaith (AES) ve vzorcich primyslovych
a environmentalnich. Oddéleni dvou tfid povrchové aktivnich ¢inidel bylo dosazeno v médiu
50:50 metanol:voda zadrzenim AES na silném aniontovém vyméniku (SAX) zatimco vétSina
FAE byla eluovdna. Po promyti SAX byly zbytkové hydrofobni FAE eluovany zvySenim
methanolu na 80 %. Nakonec byly AES eluovany za pouziti 80:20 a 95:5 methanolu.
Methanol a voda byly odstranény z frakci FAE a AES a zbytky byly rozpustény v
1,4-dioxanu. V tomto médiu byla provedena esterifikace FAE a transesterifikace AES
cyklickym anhydridem. K derivatizaci povrchové aktivnich latek v primyslovych vodach a
extraktech z mofi byly pouzity anhydridy kyseliny ftalové a difenové, pficemz separace
derivatizovanych derivati byla dosazena gradientovou eluci na koloné¢ C8 s acetonitrilem a

vodou Vv piitomnosti 0,1% kyseliny octové [27].

Seguar a kol. popsali zpiisob stanoveni povrchové aktivnich latek, vcetné ethoxylath
mastnych alkoholli (FAE), alkylethersulfonati (AES) a linearnich alkylbenzensulfonatii
(LAS). Vzorky byly zfedény 50% methanolem pii pH 4 pted extrakci na pevné fazi na slabém
iontoménici/anexu (WAX). Tridy surfaktantii AES a LAS byly zachovany, zatimco neiontové
slozky vcetné¢ vétSiny FAE oligomert byly eluovany. Po promyti WAX patrony pro
odstranéni kationtll byly zbyvajici hydrofobni FAE oligomery eluovany za pouziti horkého
80% methanolu pti pH 4. Tyto eludty byly spojeny za vzniku neiontové frakce. Poté byly
AES a LAS eluovany za pouziti 80% methanolu s 3 M NH3 néasledovanym 95% methanolem
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50,75 M NHas. Dva eluaty ziskané v zésaditém médiu se spojily, aby se vytvotila aniontova
frakce. Rozpoustédla se odpaii, zbytky se rozpusti v 1,4-dioxamu a provede se esterifikace
alkoholll a transesterifikace AES anhydridem kyseliny ftalové. Separace derivatizovanych
oligomeru byla dosaZzena gradientovou eluci na koloné C8 s mobilni fazi acetonitril:voda
s ptitomnosti 0,1% kyseliny octové a 0,1 M NaClO4. Metoda byla aplikovana na praci

a pramyslové Cistici prosttedky, Sampony a sprchové gely [28].

Guo a kol. vyhodnotili potencionalni vyuziti vicevrstvych uhlikovych nanotrubek
(MWCNTS) jako adsorbentu pro extrakci na pevné fazi (SPE) pro predkoncentraci linearnich
alkylbenzesulfonati (LAS) za pouziti ionparové-SPE s tetrabutylamoniumhydroxidem
(TBAH). Homology LAS pfitomné ve vodném vzorku vytvofily iontovy par s TBAH a roztok
byl veden pfes MWCNT. Analyty zadrZzené v patroné¢ byly eluovany methanolem
a koncentrovany methanolovy extrakt byl analyzovan pomoci HPLC-UV [29].

Wangkarn a kol vyvinuli novou metodu pro separaci a stanoveni linedrnich
alkylbenzensulfonati C10-C13 (LAS). Pro HPLC-UV separaci LAS v riznych vzorcich byla
pouzita kolona Zorbax Eclipse XDB C8. Jako mobilni faze byla pouzita smés metanolu
a vody v poméru 80:20 (obj./obj.) obsahujici 1,5 mM octan amonny. Pro potvrzeni slouc¢enin
LAS ve vzorcich vody byla pouzita hmotnostni spektrometrie s negativni ionizaci

elektrosprejem [30].

Escrig-Doménech a kol. vyvinuli metodu pro soucasné stanoveni nejpouzivangjsich skupin
povrchové aktivnich latek linedrnich alkylbenzensulfonati (LAS), alkylethersulfonatti (AES),
ethoxylati mastnych alkohold (FAE) a oleinti (mydla, soli mastnych kyselin) v Cisticich
prostfedcich. BéZné kolony C8, pentafluorfenylu a bifenylu s reverzni fazi nebyly schopny
oddélit aniontové tiidy LAS a AES; nicméné protoze jediny LAS absorbuje v UV, tyto dvé
ttidy byly nezavisle kvantifikovany pouzitim kolony C8 a sériové zapojeného UV a ELSD
detektoru. Nejlepsiho kompromisu pro vyieseni separace Ctyt tiid povrchové aktivnich latek
a oligomeru ve tfidach bylo dosazeno pomoci kolony C8 a gradientu ACN:voda. Pro zvySeni
retence aniontovych povrchové aktivnich latek byl pouZit octan amonny jako ¢inidlo pro
parovani iontl kompatibilni s ELSD detekci. Také pro posun pikii oleini vzhledem
k oligomerim FAE byla pouzita kyselina octova. V optimalizovaném zpusobu byla
poskytnuta modulace mobilni faze s pouzitim octanu amonného béhem eluce LAS a AES
a kyseliny octové po eluci LAS a AES. Kvantifikace ptekryvajicich se tfid LAS a AES byla

dosazena pouzitim UV detektoru. Pro separaci byla pouzita kolona C8. Rychlost priitoku byla
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1 ml/min a UV detekce byla nastavena na 225 + 10 nm za pouziti 360 + 60 nm jako reference.
Separace byla provedena pii 15°C s pouzitim gradientu ACN:voda, dosazeného smichanim
Ctyf roztokd V parech (A-B a C-D) nasledujicim zptisobem. Roztok A obsahoval 10 mM
NHsAcO ve vodé a roztok B byl 90:10 ACN-voda ve smési obsahujici 10 mM NH4ACcO.
Roztok C byl 17,5 mM (0,1%) vodny roztok HAcO, zatimco D také obsahoval 17,5 mM
(0,1%) HAcO, ale ve smési 90:10 ACN-voda. Eluce gradientu byla zahajena smichanim A
a B. Pro optimalizovany postup bylo procento B linearné zvyseno v 50 na 65 % za 12 minut.
Po 12 minutach byly roztoky A a B nahrazeny roztoky C a D, ale pfi nahrazeni roztoku bylo
udrzovano 65 % D. Pak byl obsah D zvySen ze 65 na 100 % po dalSich 28 minut. Celkovy ¢as
gradientu byl 40 minut [31].

Lara-Martin a kol. také vyvinuli metodiku schopnou soubézné analyzy hlavnich povrchové
aktivnich latek: linearnich alkylbenzensuofonati (LAS), alkylethoxysulfonati (AES),
alkylsulfati (AS), nonylfenolpolyethoxylati (NPEOs) a alkoholovych polyethoxylatti (AEO)
— a jejich karboxylovych mataboliti: sulfofenylkarboxylové kyseliny (SPC)
a alkylfenolethoxykarboxylaty (APEC) ve vzorcich zivotniho prostfedi. Extrakce se provadi
extrakci na pevné fazi (SPE) a tlakovou extrakci (PLE) z vody a sedimentu. Identifikace
a kvantifikace cilovych slou¢enin byla provedena pomoci systému kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) s elektrosprejovou ionizaci. Chromatograficka separace
byla provedena za pouziti kolony C18. Jako mobilni faze byla smés metanolu (A) a voda
s 5mM kyselinou octovou a 5 mM ethylaminem (B). Elu¢ni gradient pro prvni minutu byl
0% A a byl linearné zvysen na 70 % A v prub¢hu 15 minut, pak linearné€ vzrostl na 100 % A
béhem dalsich 15 minut. Rychlost pratoku byla 0,15 ml/min [32].

Pro stanoveni 16 povrchové aktivnich latek v odpadnich vodéach, suspendovanych pevnych
latkach a biologickych kalech Bergé a kol. vyvinuli jednoduchou, rychlou, efektivni
a multirezidualni metodu zaloZenou na extrakci na pevné fazi s vyuzitim syntetickych matric.
Separace byla provedena pomoci kapalinového chromatografu s tandemovou hmotnostni
spektrometrii LC-MS/MS s ionizaci elektrosprejem. Jako mobilni faze byl pouzit 0,1 M octan
amonny v Milli-Q vod¢ (A) Milli-Q voda (B) a acetonitril (C). Poc¢ateéni podminky gradientu
byly po 1 min: 65 % Milli-Q vody (B) a 30 % ACN (C) a byl zah3jen elu¢ni gradient a ACN

linearné vzrostl na 85 % za 7 min a udrzovan po dobu 12 minut [33].

29



14

2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pftistrojové vybaveni
K vlastni analyze byly pouzity tyto pfistroje:

e Dvoupaprskovy spektralni fotometr UV-2600 Shimadzu (Kyoto, Japonsko)

e Modularni kapalinovy chromatograf Shimadzu XR (Kyoto, Japonsko) sestavajici
z dvou vysokotlakych cerpadel LC-20ADXR, autosampleru SIL-20A HT, UV
detektoru SPD-20A atermostatu kolon LCO102 (ECOM Praha), spojeny
S hmotnostnim spektrometrem QTRAP4500 (AB Sciex, Framingham, MA, USA).

2.2 Kolona, gradienty mobilni faze a podminky analyzy

Pti analyze ptipravenych derivatii tenzid kapalinovou chromatografii byla pouzita kolona
Luna Omega C18 délky 100 mm, vnitiniho priméru 2,1 mm, plnéné pln€ poréznimi ¢asticemi
o velikosti 1,6 um. Teplota kolony byla v pribéhu analyzy udrzovana na 30 °C. Na kolonu

byl davkovan vzorek o objemu 1 pl.

Jako mobilni faze byl pouzit acetonitril ve smési s deionizovanou vodou. Pritok mobilni
faze ¢inil 0,1 ml/min a pro gradientovou eluci byl pouzit nasledujici program: 0 min — 70 %
(v/v) acetonitrilu ve vod¢, 15 min — 100 % (v/v) acetonitrilu ve vodé, 28 min — 100 % (v/v)
acetonitrilu ve vod¢, 28,1 min — 70 % (v/v) acetonitrilu ve vod€. Analyza byla zastavena ve
30. min. Pted kazdou analyzou byla kolona promyta mobilni fazi s pocate¢nim sloZzenim po

dobu 10 min.

Analyzy byly zaznamenavéany jednak pomoci UV detekce pii vinové délce 254 nm a dale
byla méfena hmotnostni spektra s ionizaci elektrosprejem, pfistroj pracoval Vv reZimu linearni
iontové pasti S dynamickym plnénim (Enhanced MS) a byly zaznamenavany kladné ionty.
Spektra byla zaznamenavana v rozsahu m/z 50-1000 se skenovaci rychlosti 10 000 Dal/s.
Dalsi nastaveni hmotnostniho spektrometru byla nasledujici: pritok plyni CUR (Curtain gas)
25 psi (172 kPa), zmlzujici plyn GS1 40 psi (276 kPa), susici plyn GS2 50 psi (345 kPa);
napéti na zdroji 4500 V, teplota susiciho plynu 200 °C, deklastera¢ni potencial 60 V, vstupni
potencial 10 V a kolizni energie 10 V. Napéti na detektoru bylo nastaveno na 2700 V.
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2.3 Pouzité chemikalie

Amisoft CS-11 Na N-cocoyl-L-glutamate
Amisoft CS-22 Na N-cocoyl-L-glutamate
Amisoft CT-12S Na Triethanolamine N-cocoyl-L-glutamate

Amisoft ECS-22SB Na N-cocoyl-L-glutamate
Amilate ET-CS-12 Na N-cocoyl-L-glutamate resp. Na N-cocoyl-L-Threonine
Amilate GCK-12H K N-cocoyl-glycinate + K Cocoate
Amilate GCK-12K Na N-cocoyl-glycinate
Vzorky tenzidii byly poskytnuty firmou Ajinomoto (Tokio, Japonsko).
Acetonitril, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Deionizovana voda pfipravena pomoci zatizeni Milli-Q Reference System (Molsheim,
Francie)
Ethanol, denaturovany, ze zasob na Katedfe analytické chemie
Fenolftalein, ze zasob na Katedie analytické chemie
Hydroxid sodny, LachNer (Neratovice, CR)
p-bromfenacylbromid, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

2.4 Ptiprava vzorkl

2.4.1 Priprava p-bromfenacylesteru

K derivatizaci bylo do vialek odpipetovano 0,5 ml kapalnych vzorkl a navazeno 125 mg
pevného vzorku. Pevny vzorek byl rozpustén ve 2 ml destilované vody. Ke kazdému vzorku
bylo pfidano 0,5 ml ethanolu. Dale byla provedena neutralizace tak, ze ke vzorkiim byla
pfidana kapka fenolftaleinu a po kapkach byl pfiddvan hydroxid draselny do prvniho
razového zbarveni. Poté byl pfidan po kapkach c¢isty vzorek do odbarveni fenolftaleinu.
Vzorek Amisoft ECS-22SB mél fialové zbarveni hned po ptidani fenolftaleinu. Dale bylo ke
vzorku pfidano 125 mg p-bromfenacylbromidu. Vialky byly uzavieny a vlozeny do vodni
lazng, kde byly zahtivany. Po ochlazeni se vyloucil krystalicky derivat, ktery byl piefiltrovan

a promyt destilovanou vodou.
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Analyza UV

Vzorky tenzidi byly nejprve prométeny na UV spektrometru. Namétena spektra vzorkl
tenzidl jsou uvedena v piiloze 1 (obrazky P1-1 az P1-7). Ze spekter bylo zjisténo, Ze samotné
vzorky tenzidi absorbuji zafeni pii vlnové délce mensi nez 200 nm, ktera vSak neni pfili§
vhodna jako detekéni vlnova délka pro chromatografickou analyzu z divodu znacné
nespecifické absorbce mnoha latek, véetné pouzivanych rozpoustédel. Z toho divodu byly

ptipraveny p-bromfenacylestery, aby byla mozna UV detekce téchto latek.

Derivaty tenzidi byly pfipravovany postupem dle Jurecka [34]. Pied samotnou reakci
S p-bromfenacylbromidem je vzorek derivatizované karboxylové kyseliny nejprve
neutralizovan na fenolftalein. Vzorek tenzidu ECS-22SB mél fialové zbarveni ihned po
pfidani fenolftaleinu, proto byl pfipraven derivat jak s neutralizaci NaOH, tak bez ni. Oba
derivaty byly proméfeny na UV spektrometru a zdznamy byly porovnany se spektrem
p-bromfenacylbromidu. Porovnani zdznamu je uvedeno na obrazku 7. Ze zaznamu je vidét, ze
derivat ptipravovany s NaOH i bez NaOH maji stejné UV spektrum. Proto byly dalsi derivaty

od tohoto vzorku pfipravovany bez neutralizace NaOH.
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Obrazek 7 Porovnani UV spekter derivatu ECS-22SB s neutralizaci NaOH a bez NaOH

s p-bromfenacylbromidem
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3.2 Analyza p-bromfenacylesteri tenzida

Vzorek k analyze byl pfipraven nasledujicim zptisobem. Ke krystalu derivatu ve vialce byl
ptidan 1 ml acetonitrilu a rozpustén v ultrazvuku. Takto pfipraveny vzorek byl nasledné
analyzovan pomoci kapalinové chromatografie v Systému s obracenymi fazemi
s gradientovou eluci a byl zaznamenan signal absorbance pfi 254 nm, tak i hmotnostni spektra

pro potvrzeni identity pfipravenych derivatu.

Dale jsme se v experimentalni Casti snazili ovéfit vliv podminek piipravy derivati na

vytézek derizatizace, a proto byly derivaty piipravovany pii ctyfech riznych podminkach.

1. Pti 70°C po dobu 30 minut.
2. Pti 70°C po dobu 60 minut
3. Pii 70°C po dobu 90 minut
4. Pti 80°C po dobu 60 minut

LC/UV zéaznamy analyz jednotlivych derivati od kazdého vzorku jsou uvedeny v piiloze 2.

V LC/UV zaznamu derivatu tenzidt na bazi kokosového oleje s kyselinou glutamovou byly
identifikovany piky nalezici mono- a di-p-bromfenacylesteriim tenzidu obsahujici kyselinu
kaprylovou, kaprovou, laurovou, myristovou, palmitovou a dale pik p-bromfenafylbromidu
jako nezreagovaného derivatiza¢niho ¢inidla. Piiklad zdznamu s identifikovanymi piky je
uveden na obrazku 8. Separace jsou vyneseny jako zavislost % absorbance z nejvyssi hodnoty

absorbance v daném zaznamu na dase.
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Obrazek 8 LC/UV zdznam derivatu vzorku CS-22 piipravovaného pii 70 °C po dobu 30 minut s

identifikovanymi piky

V LC/UV zéaznamu derivatu tenzidu na bazi kokosového oleje sthreoninem byly
identifikovany piky nalezici monoesterim od threoninu a di-p-bromfenacylesterim od
kyseliny glutamové s kyselinou kaprylovou, kaprovou, laurovou, myristovou, palmitovou a

pik ¢inidla p-bromfenafylbromidu. Zdznam s identifikovanymi piky je uveden na obrazku 9.
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Obrazek 9 LC/UV zaznam derivatu vzorku ET-CS-12 piipravovaného pti 70 °C po dobu 60 minut s

identifikovanymi piky
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V LC/UV zéaznamu derivati tenzidd na bazi kokosového oleje s glycinem byly
identifikovany piky nalezici mono-p-bromfenacylesterim tenzidu s kyselinou kaprylovou,
kaprovou, laurovou, myristovou, palmitovou, olejovou a pik p-bromfenafylbromidu. Zaznam

s identifikovanymi piky je uveden na obrazku 10.
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Obrazek 10 LC/UV zaznam derivatu vzorku GCK-12K pfipravovaného pti 70 °C po dobu 90 minut
s identifikovanymi piky

Zporovnani vSech zaznaml separace pfipravenych derivati p-bromfenacylesterti
aniontovych tenzidi (obr. 8-10) vyplyva, Zze nejvétsi obsah ve vzorcich maji derivaty kyseliny
laurové, nasledované ostatnimi mastnymi kyselinami s niz§im (kaprylova, kaprova) a vy$$im
poctem uhlikii v alkylu (myristova, palmitova, olejova kyselina). Toto slozeni odpovida
typickému zastoupeni mastnych kyselin v kokosovém oleji, které je uvadéno v literatute
(tabulka 1). Déle potfadi eluce latek v gradientu odpovida typickému retenénimu chovani
VvV systému s obracenymi fazemi, kdy del§i alkylovy fetézec poskytuje vys8i retencni
charakteristiky a zbyvajici ¢ast struktury pfispiva k retenci mensim dilem. Di-p-bromfenacyl
estery maji vys$i retencni Casy v porovnani s mono-p-bromfenacylestery stejného tenzidu

a délce tetézce mastné kyseliny, pravdépodobné diky ptispévku benzenového jadra k retenci.
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Tabulka 2 Sumarni vzorce a vypoctené monoizotopické hmoty derivata s kyselinou glutamovou

glutamat monoester diester
vzorec vzorec Mr vzorec Mr vzorec Mr

k. glutamova CsHyO4N 147,05

p-bromfenacyl- | CsHsOBTr» 277,89

bromid

k. kaprylové C8H1602 C13H2305N 273,16 C21H2905NBI’ 470,12 C29H35O7N Br; 667,08
k. kaprové C10H2002 C15H2705N 301,19 C23H3305NBI’ 498,15 C31H3907N Br; 695,11
k. laurova C1oH240; | C17H310sN | 329,22 | CysH3706NBr | 526,18 | CasHa3O7NBr;, | 723,14
k. myristova C1aH2802 | C19H350sN | 357,25 | CorHa1OsNBr | 554,21 | C3sH4;O7NBr, | 751,17
k. palmitové C16H3202 C21H3905N 385,28 C29H4505NBI’ 582,24 C37H5107N Br; 779,20
k. OlejOVé C13H3402 C23H4305N 413,31 C31H4905NBI’ 610,27 C39H55O7N Br; 807,23

Pomoci vypoctenych

monoizotopickych hmot derivati

uvedenych v tabulce 2 byly

Vv hmotnostnim spektru tenzidu Amisoft CS-11 na bazi kyseliny glutamové identifikovany

diestery mastnych kyselin a to kaprylové, kaprové, laurové, myristové a palmitové. Jednotliva

hmotnostni spektra téchto kyselin jsou uvedena na obrazku 11-15. V hmotnostnich spektrech

v

se jako nejintenzivnéjsi ion projevila protonovana molekula [M+H]*, nasledovana aduktem

s kyselinou mraven¢i [M+HCOOH+H]". Jednotlivé derivaty byly identifikovany na zakladé

shody hodnoty m/z protonovanych molekul s vypoétenou hodnotou v tabulce 2. Obdobnym

zpusobem byla provedena identifikace také u vzorku obsahujicich tenzidy s threoninem

a glycinem.
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Obrazek 11 MS spektrum z LC/MS analyzy tenzidu CS-11, spektrum pro diester kyseliny kaprylové.
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[ 4BV 14,092 to 14,153 min from Sample 19 (CSLL, 708G, 30mir) of Lenka_ PErFAE. 20190401 wiff (Turbo Spray), subtracted (13,626 0 13,878 .. Vex. 5,604 cpe|
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Obrazek 12 MS spektrum z LC/MS analyzy tenzidu CS-11, spektrum pro diester kyseliny kaprové.

[ W 4EVS: 16677 to 16,756 min from Sanple 19 (CSLL, 708tC, 30nir) of Lenka_PBrFAE. 2019040L wiff (Turbo Spray), subtracted (16,396 10 16,653 .. Vex. 1,2¢4 cpe|
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Obrazek 13 MS spektrum z LC/MS analyzy tenzidu CS-11, spektrum pro diester kyseliny laurové.
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[ 4BV 19,530 to 19,601 min from Sampie 19 (CSLL, 708(C, 30ir) of Lerka_ PBrFAE. 20190401 wif (Turbo Spray), subtracted (18,892 0 19,17... Vex. 1330,1 cpe|

7522

1100

1000

Intensity, cps

2534 82 o s 6616 7762
100 1687 fogo  OBA | ems T4 851

g 439 | 2609 kel [MBH  lid 1, I
b0 LT ) LA O e, it b

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

Obrazek 14 MS spektrum z LC/MS analyzy tenzidu CS-11, spektrum pro diester kyseliny myristové.
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Obrazek 15 MS spektrum z LC/MS analyzy tenzidu CS-11, spektrum pro diester kyseliny palmitové.

38



Pomoci monoizotopickych hmot vypoctenych v tabulkach 2 az 4 byly identifikovany
mono- a di-p-bromfenacylestery tenzidt s riznymi mastnymi kyselinami. Jejich reten¢ni ¢asy

spolu s plochou pikti z UV zaznamu jsou uvedeny v piiloze v tabulkach P3-1 az P3-8.

Tabulka 3 Sumarni vzorce a vypoctené monoizotopické hmoty derivatt s glycinem

glycinat monoester
vzorec vzorec Mr vzorec Mr

glycin C;HsO:N 75,03

p-bromfenacyl-bromid | CsHsOBI, 277,89

k. kaprylové CgH1602 C1oH1903N 201,13 Ci18H22404NBr | 397,09
k. kaprové ClonoOZ Cle2303N 229,17 C20H2804N Br 425,12
k. laurova C12H240, C1aH27OsN | 257,19 C22H3204NBr | 453,15
k. myristova C14H250, Ci6H310sN | 285,23 C24H3s04NBr | 481,18
k. palmitové C16H3202 C18H3503N 313,26 C25H4004N Br 509,21
k. OlejOVé C18H3402 C20H37O3N 339,28 C28H4204N Br 535,23

Pomoci vypoctenych monoizotopickych hmot derivati uvedenych v tabulce 3 byly
vV hmotnostnim spektru tenzidu Amilite GCK-12K na bazi glycinu identifikovany monoestery
mastnych kyselin a to kaprové, laurové, myristové. Jednotlivd hmotnostni spektra téchto

kyselin jsou uvedena na obrazku 16-18.
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Obrazek 16 MS spektrum z LC/MS analyzy tenzidu GCK-12K, spektrum pro monoester kyseliny

kaprové.
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[ 4BV 12,295 to 12,508 min from Sapie 17 (GOKIZK, 708G, 30min) of Lenka_PBrFAE. 20190401 wiff (Turbo Spray), subtracted (11,900 10 12.... Vex. 1,266 ope|
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Obrazek 17 MS spektrum z LC/MS analyzy tenzidu GCK-12K, spektrum pro monoester kyseliny

laurové.
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Obrazek 18 MS spektrum z LC/MS analyzy tenzidu GCK-12K, spektrum pro monoester kyseliny

myristove.
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Tabulka 4 Sumarni vzorce a vypoctené monoizotopické hmoty derivata s threoninem

threoninat monoester
vzorec vzorec Mr vzorec Mr

threonin CsHsO3N 119,06

p-bromfenacyl-bromid | CsHsOBI, 277,89

k. kaprylové CsH160- C1oH2204N 244,15 C2oH2s0sNBr | 441,12
k. kaprové CmHzoOz C14H2604N 272,19 C22H3205N Br 469,15
k. laurova C12H2402 C16H3004N 300,22 C24H3505N Br 497,18
k. myristova C14H250; CigsH3404sN | 328,25 CasH0OsNBr | 525,21
k. palmitova Ci6H320; C2oH3s0sN | 356,28 CasH440sNBr | 553,24
k. olej ova C18H3402 C22H4oO4N 382,30 C30H4605N Br 579,26

Pomoci vypoétenych monoizotopickych hmot derivatd uvedenych v tabulce 4 byly
V hmotnostnim spektru tenzidu Amilite ET-CS-12 na bazi threoninu identifikovany diestery
mastnych kyselin a to kaprové, laurové, myristové a palmitové. Jednotliva hmotnostni spektra

téchto kyselin jsou uvedena na obrazku 19-22.
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Obrazek 19 MS spektrum z LC/MS analyzy tenzidu ET-CS-12, spektrum pro monoester kyseliny

kaprové.
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Obrazek 20 MS spektrum z LC/MS analyzy tenzidu ET-CS-12, spektrum pro

laurové.

monoester kyseliny
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Obrazek 21 MS spektrum z LC/MS analyzy tenzidu ET-CS-12, spektrum pro monoester kyseliny

myristové.
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[ 4EVS; 18,864 t0 19,187 min from Sanpie 21 (ETSCL, 708G, 30in) of Lerka_ PBIFAE. 2019040Lwiff (Turbo Spray), subtracted (18,311 10 18,7... Vex. 6,004 cpe|
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Obrazek 22 MS spektrum z LC/MS analyzy tenzidu ET-CS-12, spektrum pro monoester kyseliny

palmitové.

Z namétenych ploch pikd pro vzorek CS-11 vypsanych v tabulce v piiloze P3-1 byl
sestrojen graf zastoupeni jednotlivych di-p-bromfenacylesteri tenzidd s riznymi mastnymi
kyselinami v zavislosti na podminkach ptipravy derivati. Tento graf je uveden na obrazku 23.
Z grafu je zfejmé, ze nejvyssi vytézek diesterti mastnych kyselin poskytl derivat pfipravovany
pti 70 °C po dobu 30 minut, zatimco nejniz§i vytéznost poskytl derivat ptipravovany pti
70 °C po dobu 60 minut. ZvySenim doby zahfivani sice vytéznost vzrostla, ale potrad se
nevyrovna vytéznosti pii nejkratsi dobé. ZvySeni vytéznosti je mozno dosdhnout zvySenim
teploty na 80 °C po dobu 60 minut. ZvySena teplota v§ak ptinasi prakticky stejny benefit jako

krat$i doba reakce pfi nizsi reakéni teploté.
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kaprylové kaprova laurova myristova palmitova

Obrazek 23 Graf zastoupeni jednotlivych diesterti mastnych kyselin v zavislosti na podminkach

derivatizace pro vzorek CS-11

Dale z namé&fenych ploch pikt pro vzorek CS-22 vypsanych v tabulce v ptiloze P3-2 byl
sestrojen graf zastoupeni jednotlivych diesterii mastnych kyselin v zavislosti na podminkéch
pripravy derivati. Tento graf je uveden na obrazku 24. Z grafu je ziejmé, ze nejvyssi vytézek
diesterd mastnych kyselin poskytl derivat ptipravovany pii 80 °C po dobu 60 minut. Avsak
derivat ptipravovany pii 70 °C po dobu 30 minut, kter}'l u pfedchoziho vzorku mél nejvy§§1

cvwr

70 °C po dobu 60 minut.
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Obrazek 24 Graf zastoupeni jednotlivych diesteri mastnych kyselin v zavislosti na podminkach

derivatizace pro vzorek CS-22
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Z naméienych ploch pikia pro vzorek CT-12S vypsanych v tabulce Vv piiloze P3-3 byl také
sestrojen graf zastoupeni jednotlivych diesteri mastnych kyselin v zavislosti na podminkéach
pripravy derivati. Tento graf je uveden na obrazku 25. Z grafu je ziejmé, ze jako u jediného
vzorku tenzidu poskytl nejvyssi vytézek diesterit mastnych kyselin derivat ptfipravovany pii
70 °C po dobu 90 minut. Jako druhy nejvyssi vytézek poskytl derivat pripravovany pii 70 °C
po dobu 60 min. Nejnizs$i vytézek vSak poskytl derivat pfipravovany pii 70 °C po dobu
30 min, ktery vSak u jinych derivatu poskytl nejvyssi vytézky.

20
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14
12 m 70 °C 30 min
10 m 70 °C 60 min
170 °C 90 min
80 °C 60 min

kaprylové kaprova laurova myristova palmitova

plochapiku
N B~ » oo

Obrazek 25 Graf zastoupeni jednotlivych diesteri mastnych kyselin v zavislosti na podminkach

derivatizace pro vzorek CT-12S

Z namétenych ploch pikt pro tenzid ECS-22SB vypsanych v tabulce v ptiloze P3-4 byl
sestrojen graf zastoupeni diester mastnych kyselin v zavislosti na podminkéach ptipravy
derivati. Tento graf je uveden na obrazku 26. Derivaty piipravované pii 70 °C po dobu 30 a

60 minut maji shodné vytézky.
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Obrazek 26 Graf zastoupeni jednotlivych diesteri mastnych kyselin v zavislosti na podminkach

derivatizace pro vzorek ECS-22SB

Z namé&fenych ploch pikt pro glutamatovou ¢ast vzorku ET-CS-12 vypsanych v tabulce
v piiloze P3-5 byl také sestrojen graf zastoupeni jednotlivych diesterii mastnych kyselin
Vv zavislosti na podminkach ptipravy derivatd. Tento graf je uveden na obrazku 27. Z grafu je
ziejmé, ze nejvyssi vytézek diesterti mastnych kyselin poskytl derivat ptipravovany pii 70 °C

po dobu 60 minut. Jako druhy nejvyssi vytézek poskytl derivat pripravovany pti 70 °C po

dobu 90 min. Nejnizsi vytézek vSak poskytl derivat pfipravovany pii 80 °C po dobu 60 min.
30
25
20
2 70 °C 30 min
= ) .
%s 15 m 70 °C 60 min
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Obrazek 27 Graf zastoupeni jednotlivych diestert mastnych kyselin v zavislosti na podminkach

derivatizace pro vzorek ET-CS-12 glutamatova ¢ast
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Z naméfenych ploch pika pro threoninatovou cast vzorku ET-CS-12 vypsanych v tabulce
v ptiloze P3-6 byl také sestrojen graf zastoupeni jednotlivych monoesteri mastnych kyselin
v zavislosti na podminkach piipravy derivatd. Tento graf je uveden na obrazku 28. Z grafu je
ziejmé, ze nejvyssi vytézek monoesterti mastnych kyselin poskytl derivat pfipravovany pfti
70 °C po dobu 60 minut, stejn¢ jako u glutamatové ¢asti tohoto vzorku. Jako druhy nejvyssi

Cv v

poskytl derivat ptipravovany pii 70 °C po dobu 90 min.

4
3,5
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g" m 70 °C 30 min
o
s 2 m 70 °C 60 min
Li 170 °C 90 min
15 80 °C 60 min
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0’5 I I

kaprova laurova myristova palmitova

Obrazek 28 Graf zastoupeni jednotlivych monoesteri mastnych kyselin v zavislosti na podminkach

derivatizace pro vzorek ET-CS-12 threoninatova ¢ast

U vzorku GCK-12H byly v hmotnostnim spektru identifikovany pouze tfi mastné kyseliny
a to kaprylova, laurova a myristova. Z namétenych ploch pikli vypsanych v tabulce v ptiloze
P3-7 byl sestrojen graf zastoupeni jednotlivych monoesterd mastnych kyselin v zavislosti na
podminkach pfipravy derivati. Tento graf je uveden na obrazku 29. Z grafu je ziejmé, ze
nejvyssi vytézek monoesterti mastnych kyselin poskytl derivat pfipravovany pii 70 °C po

dobu 30 minut. Jako druhy nejvyssi vytézek poskytl derivat pripravovany pii 70 °C po dobu

cv w7
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Obrazek 29 Graf zastoupeni jednotlivych monoesterit mastnych kyselin v zavislosti na podminkach
derivatizace pro vzorek GCK-12H

Pro vzorek GCK-12K bylo v hmotnostnim spektru identifikovano $est mastnych kyselin
ato kaprova, kaprylova, laurova, myristova, palmitova a olejova. Z naméfenych ploch pikl
vypsanych v tabulce v ptiloze P3-8 byl sestrojen graf zastoupeni jednotlivych monoestert
mastnych kyselin Vv zavislosti na podminkach pfipravy derivati. Tento graf je uveden na
obrazku 30. Z grafu je ziejmé, ze nejvyssi vytézek monoesterd mastnych kyselin poskytl opét
derivat ptipravovany pii 70 °C po dobu 30 minut. Jako druhy nejvyssi vytéZzek poskytl derivat
piipravovany pii 70 °C po dobu 60 min stejné jako u vzorku GCK-12H, ktery je také na bazi
glycinu a kokosového oleje. Nejnizsi vytézek poskytl derivat piipravovany pii 70 °C po dobu

90 minut stejné jako u threoninatové ¢asti tenzidu ET-CS-12.
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Obrazek 30 Graf zastoupeni jednotlivych diesteri mastnych kyselin v zavislosti na podminkach

derivatizace pro vzorek GCK-12K

Vzorek tenzidu ET-CS-12 obsahuje jak kyselinu glutamovou tak threonin. Na obrazku 31 a
32 jsou pro porovnani uvedeny LC/UV zéznamy derivatu tenzidu CS-11 pfipravovaného pii
70 °C po dobu 30 minut a tenzidu ET-CS-12 také ptipravovaného pii 70 °C po dobu 30
minut. Z porovnani zaznam je zfejmé, ze v LC/UV zaznamu derivatu tenzidu ET-CS-12 jsou
piitomny mono-p-bromfenacylestery od threoninu a také di-p-bromfenacylestery od kyseliny

glutamové.
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Obrazek 31 LC/UV zaznam derivatu tenzidu CS-11, pfipravovaného pii 70 °C po dobu 30 minut.
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Obrazek 32 LC/UV zaznam derivatu tenzidu ET-CS-12, pfipravovaného pii 70 °C po dobu 30 minut.
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4 Zaveér

Teoreticka Cast diplomové prace byla zpracovana formou reserSe. Vzorky aniontovych
tenzidii byly podrobeny derivatizaci. Derivatizace byla provedena p-bromfenacylbromidem.
Pro zjisténi vlivu podminek pfipravy derivati na vytézek derivatizace byla derivatizace
provedena pii ¢tyfech riznych podminkéch. Pti teploté¢ 70 °C po dobu 30 minut, pfi teploté
70 °C po dobu 60 minut, pfi teploté¢ 70 °C po dobu 90 minut a pii teploté 80 °C po dobu 60
minut. Pfipravené derivaty byly upraveny pro LC/UV a LC/MS analyzu. Analyzy s UV
detekci byly provedeny pii 254 nm za pouziti gradientové eluce. Na zakladé vypoctenych
predpokladanych monoizotopickych hmot jednotlivych p-bromfenycylestrii tenzidd byla
provedena identifikace latek ve vzorku, kde v souladu s deklaraci vyrobce byly identifikovany

p-bromfenacylestery tenzidt v rozsahu kyselin od kyseliny kaprylové po kyselinu olejovou.

Z hlediska reak¢nich podminek byla pro nékteré tenzidy lepsi krat$i doba reakce a nizsi

teplota. Pro jiné potom byla vyhodné&jsi delsi doba reakce nebo zvyseni teploty.

Zatimco pro derivat threoninatu a glycinatu byly v MS spektrech pozorovany pouze
mono-p-bromfenacylestery tak u derivatu glutamatu  byly identifikovany jak
mono-p-bromfenacylestery tak i di-p-bromfenacylestery a to diky dvéma funkénim skupinam
ptitomnym v molekule kyseliny glutamové. Di-p-bromfenacylestery mély mnohem vyssi

zastoupeni neZ mono-p-bromfenacylestery.
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6 Piilohy

Ptiloha 1 UV spektra jednotlivych tenzida
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Obrazek P1-1 UV spektrum vzorku tenzidu CS-11, rozpusténého ve vodé.

0,8
0,7
0,6

Absorbance
o o
N o

o
w

o o
R Y

o
|

150 200 250 300 350 400
Vinova délka

Obrazek P1-2 UV spektrum vzorku tenzidu CS-22, rozpusténého ve vode.
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Obrazek P1-3 UV spektrum vzorku tenzidu CT-12S, rozpusténého ve vodé.
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Obrazek P1-4 UV spektrum vzorku tenzidu ECS-22SB, rozpusténého ve vode.
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Obrazek P1-5 UV spektrum vzorku tenzidu ET-CS-12, rozpusténého ve vodeg.
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Obrazek P1-6 UV spektrum vzorku tenzidu GCK-12H, rozpusténého ve vodé.
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Obrazek P1-7 UV spektrum vzorku tenzidu GCK-12K, rozpusténého ve vode.
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Ptiloha 2 LC/UV zaznam jednotlivych derivati
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Obrazek P2-1 LC/UV zéaznam derivatu tenzidu CS-11, pfipravovaného pii 70 °C po dobu 30 min.
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Obrazek P2-2 LC/UV zéaznam derivatu tenzidu CS-11, pfipravovaného pii 70 °C po dobu 60 min.
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Obrazek P2-3 LC/UV zéaznam derivatu tenzidu CS-11, pfipravovaného pii 70 °C po dobu 90 min.
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Obrazek P2-4 LC/UV zaznam derivatu tenzidu CS-11, pfipravovaného pii 80 °C po dobu 60 min.
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Obrazek P2-5 LC/UV zéaznam derivatu tenzidu CS-22, pfipravovaného pii 70 °C po dobu 30 min.
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Obrazek P2-6 LC/UV zaznam derivatu tenzidu CS-22, pfipravovaného pii 70 °C po dobu 60 min.
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Obrazek P2-7 LC/UV zaznam derivatu tenzidu CS-22, pfipravovaného pii 70 °C po dobu 90 min.
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Obrazek P2-8 LC/UV zaznam derivatu tenzidu CS-22, pfipravovaného pii 80 °C po dobu 60 min.
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Obrazek P2-9 LC/UV zéaznam derivatu tenzidu CT-12S, ptipravovaného pii 70°C po dobu 30 min.
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Obrazek P2-10 LC/UV zaznam derivatu tenzidu CT-12S, ptipravovaného pii 70°C po dobu 60 min.
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Obrazek P2-11 LC/UV zaznam derivatu tenzidu CT-12S, piipravovaného pii 70 °C po dobu 90 min.
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Obrazek P2-12 LC/UV zaznam derivatu tenzidu CT-12S, ptipravovaného pii 80 °C po dobu 60 min.
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Obrazek P2-13 LC/UV zaznam derivatu tenzidu ECS-22SB, pfipravovaného pii 70 °C po dobu
30 min.
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Obrazek P2-14 LC/UV zaznam derivatu tenzidu ECS-22SB, piipravovaného pii 70 °C po dobu
60 min.
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Obrazek P2-15 LC/UV zaznam derivatu tenzidu ECS-22SB, ptipravovaného pii 70 °C po dobu
90 min.
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Obrazek P2-16 LC/UV zaznam derivatu tenzidu ECS-22SB, piipravovaného pii 80 °C po dobu
60 min.
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Obrazek P2-17 LC/UV zaznam derivatu tenzidu ET-CS-12, pfipravovaného pti 70 °C po dobu 30 min.
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Obrazek P2-18 LC/UV zaznam derivatu tenzidu ET-CS-12, ptipravovaného pii 70 °C po dobu 60 min.
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Obrazek P2-19 LC/UV zaznam derivatu tenzidu ET-CS-12, ptipravovaného pii 70 °C po dobu 90 min.
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Obrazek P2-20 LC/UV zaznam derivatu tenzidu ET-CS-12, ptipravovaného pii 80 °C po dobu 60 min.
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Obrazek P2-21 LC/UV zaznam derivatu tenzidu GCK-12H, ptipravovaného pii 70 °C po dobu 30 min.
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Obrazek P2-22 LC/UV zaznam derivatu tenzidu GCK-12H, ptipravovaného pii 70 °C po dobu 60 min.
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Obrazek P2-23 LC/UV zaznam derivatu tenzidu GCK-12H, ptipravovaného pii 70 °C po dobu 90 min.
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Obrazek P2-24 LC/UV zaznam derivatu tenzidu GCK-12H, ptipravovaného pii 80 °C po dobu 60 min.
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Obrazek P2-25 LC/UV zaznam derivatu tenzidu GCK-12K, ptipravovaného pii 70 °C po dobu 30 min.
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Obrazek P2-26 LC/UV zaznam derivatu tenzidu GCK-12K, ptipravovaného pii 70 °C po dobu 60 min.
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Obrazek P2-27 LC/UV zaznam derivatu tenzidu GCK-12K, ptipravovaného pii 70 °C po dobu 90 min.
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Obrazek P2-28 LC/UV zaznam derivatu tenzidu GCK-12K, ptipravovaného pii 80 °C po dobu 60 min.
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Ptiloha 3. Tabulky s elu¢nimi daty jednotlivych tenzidt

Tabulka P3-1 Elué¢ni parametry pro jednotlivé derivaty tenzidu Amisoft CS-11

70 °C 30 min
diester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha primer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,85 | 11,01 10,93 2,979 2,992 2,986
kaprové 13,88 | 13,86 13,78 3,792 3,679 3,736
laurové 16,69 | 16,64 16,67 30,19 30,42 30,31
myristové 19,15 | 19,22 19,19 11,86 11,91 11,89
palmitové 21,79 | 21,96 21,88 2,409 2,403 2,406

70 °C 60 min
diester t1 t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,94 | 10,81 10,88 1,165 1,180 1,173
kaprové 13,85 | 13,73 13,79 1,316 1,307 1,312
laurové 16,66 | 16,67 16,67 10,87 11,17 11,02
myristové 19,19 | 19,35 19,27 3,224 3,316 3,270
palmitové 21,90 | 22,13 22,02 0,970 0,994 0,982

70 °C 90 min
diester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha primer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,81 | 10,96 10,89 1,851 1,797 1,824
kaprové 13,86 | 13,94 13,90 2,085 2,277 2,181
laurové 16,66 | 16,79 16,73 18,10 18,09 18,09
myristové 19,25 | 19,14 19,19 5,909 4,867 5,388
palmitové 22,01 | 22,20 22,11 1,091 1,080 1,086

80 °C 60 min
diester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,96 | 10,94 10,95 2,632 2,646 2,639
kaprové 1392 | 13,84 13,88 2,986 3,515 3,251
laurové 16,75 | 16,74 16,75 24,93 25,15 25,04
myristové 19,34 | 19,37 19,36 8,231 8,301 8,266
palmitové 22,07 | 22,13 22,10 1,525 1,559 1,542
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Tabulka P3-2 Elu¢ni parametry pro jednotlivé derivaty tenzidu Amisoft CS-22

70 °C 30 min
diester t1 t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,91 | 10,85 10,88 0,441 0,445 0,443
kaprové 13,87 | 13,75 13,81 0,561 0,584 0,573
laurové 16,73 | 16,69 16,71 5,431 5,482 5,457
myristové 19,28 | 19,34 19,31 1,779 1,792 1,786
palmitové 22,01 | 22,10 22,06 0,327 0,327 0,327

70 °C 60 min
diester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha primer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,91 | 10,91 10,91 0,367 0,365 0,366
kaprové 13,86 | 13,80 13,83 0,475 0,475 0,475
laurové 16,74 | 16,61 16,68 4,371 4,371 4,371
myristové 19,41 | 19,30 19,36 1,272 1,396 1,334
palmitové 22,17 | 22,07 22,12 0,249 0,248 0,249

70 °C 90 min
diester t1 t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,93 | 10,79 10,86 0,618 0,622 0,620
kaprové 13,85 | 13,79 13,82 0,762 0,759 0,761
laurové 16,72 | 16,60 16,66 7,158 7,150 7,154
myristové 19,36 | 19,21 19,29 2,341 2,323 2,332
palmitové 22,12 | 21,98 22,05 0,396 0,418 0,407

80 °C 60 min
diester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,91 | 10,69 10,8 0,758 0,763 0,761
kaprové 13,75 | 13,68 13,72 0,921 0,968 0,945
laurové 16,61 | 16,57 16,59 8,399 8,371 8,385
myristové 19,24 | 19,24 19,24 2,656 2,652 2,654
palmitové 21,97 | 22,00 21,99 0,468 0,468 0,468
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Tabulka P3-3 Elu¢ni parametry pro jednotlivé derivaty tenzidu Amisoft CT-12S

70 °C 30 min
diester t1 t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,86 | 11,00 10,93 0,499 0,457 0,478
kaprové 13,77 | 13,96 13,78 0,604 0,595 0,599
laurové 16,63 | 16,84 16,67 6,651 6,628 6,639
myristové 19,23 | 19,21 19,19 2,407 1,299 1,853
palmitové 21,94 | 22,24 21,88 0,497 0,486 0,492

70 °C 60 min
diester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha primer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 11,00 | 10,96 10,98 1,083 1,097 1,09
kaprové 13,97 | 13,84 13,91 1,415 1,374 1,395
laurové 16,84 | 16,58 16,71 14,39 14,44 14,42
myristové 19,40 | 19,11 19,26 5,163 5,116 5,140
palmitové 22,08 | 21,87 21,98 1,043 1,036 1,040

70 °C 90 min
diester t1 t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,96 | 10,90 10,93 1,311 1,293 1,302
kaprové 13,86 | 13,90 13,88 1,787 1,806 1,797
laurové 16,74 | 16,76 16,75 18,76 18,63 18,69
myristové 19,38 | 19,28 19,33 6,762 6,769 6,766
palmitové 22,14 | 22,01 22,08 1,418 1,439 1,429

80 °C 60 min
diester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,93 | 10,86 10,89 0,762 0,771 0,767
kaprové 13,97 | 13,84 13,91 0,928 0,964 0,946
laurové 16,79 | 16,64 16,72 9,98 9,95 9,965
myristové 19,39 | 19,15 19,27 3,436 3,427 3,432
palmitové 22,18 | 21,81 21,99 0,709 0,713 0,711
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Tabulka P3-4 Elu¢ni parametry pro jednotlivé derivaty tenzidu Amisoft ECS-22SB

70 °C 30 min
diester t1 t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,95 | 10,91 10,93 3,157 3,207 3,182
kaprové 13,92 | 13,80 13,78 2,990 3,022 3,006
laurové 16,82 | 16,62 16,67 24,24 24,16 24,20
myristové 19,43 | 19,19 19,19 7,645 8,097 7,871
palmitové 22,19 | 21,92 21,88 1,432 1,487 1,459

70 °C 60 min
diester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha primer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 11,02 | 10,86 10,94 3,371 3,548 3,459
kaprové 13,88 | 13,86 13,87 3,190 3,221 3,206
laurové 16,77 | 16,73 16,75 24,21 24,30 24,26
myristové 19,30 | 19,30 19,30 8,201 8,142 8,172
palmitové 22,00 | 22,00 22,00 1,448 1,472 1,460

70 °C 90 min
diester t1 t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,74 | 10,92 10,83 2,730 2,880 2,805
kaprové 13,80 | 13,84 13,82 2,525 2,512 2,519
laurové 16,77 | 16,68 16,73 21,10 21,04 21,07
myristové 19,38 | 19,32 19,35 6,790 6,817 6,804
palmitové 22,12 | 22,10 22,11 1,216 1,230 1,223

80 °C 60 min
diester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 11,00 | 10,98 10,99 0,741 0,745 0,743
kaprové 14,00 | 13,87 13,94 0,697 0,743 0,720
laurové 16,89 | 16,79 16,84 6,220 6,235 6,228
myristové 19,48 | 19,45 19,47 1,922 1,928 1,925
palmitové 22,21 | 22,21 22,21 0,347 0,351 0,349
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Tabulka P3-5 Elué¢ni parametry pro jednotlivé derivaty tenzidu Amilite ET-CS-12 - glutamat

70 °C 30 min
diester ty t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 11,01 | 10,88 10,95 1,246 1,224 1,235
kaprové 13,95 | 13,87 13,91 1,224 1,224 1,224
laurové 16,76 | 16,79 16,78 12,71 12,72 12,72
myristové 19,35 | 19,39 19,37 4,098 4,053 4,076
palmitové 22,12 | 22,14 22,13 0,870 0,901 0,886

70 °C 60 min
diester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha primer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,67 | 10,96 10,815 3,163 3,158 3,161
kaprové 13,56 | 13,96 13,76 3,155 3,095 3,125
laurové 16,53 | 16,81 16,67 27,19 26,20 26,69
myristové 19,22 | 19,23 19,23 9,382 9,386 9,384
palmitové 22,04 | 21,83 21,94 2,059 2,044 2,052

70 °C 90 min
diester ty t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,91 | 10,91 10,91 2,629 2,635 2,632
kaprové 13,98 | 13,85 13,92 2,458 2,524 2,491
laurové 16,82 | 16,78 16,80 22,49 22,83 22,66
myristové 19,26 | 19,42 19,34 7,480 7,472 7,476
palmitové 21,93 | 22,21 22,07 1,632 1,635 1,634

80 °C 60 min
diester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 10,98 | 10,93 10,955 0,995 0,995 0,995
kaprové 13,85 | 13,83 13,84 0,987 0,965 0,976
laurové 16,73 | 16,76 16,75 9,978 9,939 9,959
myristové 19,37 | 19,46 19,42 3,214 3,162 3,188
palmitové 22,09 | 22,27 22,18 0,699 0,698 0,699
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Tabulka P3-6 Elu¢ni parametry pro jednotlivé derivaty tenzidu Amilite ET-CS-12 - threoninat

70 °C 30 min
monoester t1 t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprové 8,40 8,29 8,345 0,098 0,097 0,098
laurové 11,85 | 11,73 11,79 1,357 1,355 1,356
myristové 15,47 | 15,44 15,46 0,552 0,548 0,550
palmitové 18,53 | 18,56 18,55 1,455 1,446 1,451

70 °C 60 min
monoester t1 t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprové 8,22 8,35 8,285 0,301 0,297 0,299
laurové 11,53 | 11,80 11,67 3,468 3,437 3,453
myristové 15,16 | 15,52 15,34 1,327 1,318 1,323
palmitové 18,36 | 18,44 18,40 2,833 2,825 2,829

70 °C 90 min
monoester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha primer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprové 8,42 8,34 8,38 0,081 0,083 0,082
laurové 11,83 | 11,78 11,81 0,984 0,984 0,984
myristové 1541 | 15,41 15,41 0,403 0,402 0,403
palmitové 18,55 | 18,62 18,59 1,029 0,969 0,999

80 °C 60 min
monoester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprové 8,30 8,33 8,315 0,229 0,229 0,229
laurové 11,78 | 11,76 11,77 2,746 2,678 2,712
myristové 15,53 | 15,42 15,48 1,069 1,041 1,055
palmitové 18,47 | 18,58 18,53 1,727 1,924 1,826
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Tabulka P3-7 Elu¢ni parametry pro jednotlivé derivaty tenzidu Amilite GCK-12H

70 °C 30 min
monoester ty t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprové 8,69 8,81 8,75 1,450 1,439 1,445
laurové 12,20 | 12,18 12,19 6,780 6,831 6,806
myristové 15,45 | 15,40 15,43 2,973 2,977 2,975

70 °C 60 min
monoester ty t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprové 8,77 8,78 8,775 1,086 1,087 1,087
laurové 12,22 | 12,25 12,235 6,014 5,991 6,003
myristové 1541 | 1548 15,445 1,637 1,651 1,644

70 °C 90 min
monoester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha primer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprové 8,80 8,78 8,79 0,451 0,447 0,449
laurové 12,19 | 12,18 12,185 2,802 3,210 3,006
myristové 15,49 | 15,44 15,465 1,087 1,093 1,090

80 °C 60 min
monoester ty t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprové 8,66 8,78 8,72 0,283 0,271 0,277
laurové 12,11 | 12,27 12,19 1,598 1,656 1,627
myristové 15,40 | 15,46 15,43 2,255 2,393 2,324
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Tabulka P3-8 Elu¢ni parametry pro jednotlivé derivaty tenzidu Amilite GCK-12K

70 °C 30 min
monoester t1 t2 t pramer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 6,11 6,10 6,105 1,515 1,510 1,513
kaprové 8,81 8,84 8,825 1,393 1,366 1,379
laurové 12,29 | 12,25 12,27 8,421 8,701 8,561
myristové 15,78 | 15,77 15,78 1,981 1,951 1,966
palmitové 18,59 | 18,35 18,47 5,270 5,258 5,264
olejové 21,50 | 21,20 21,35 1,358 1,357 1,358

70 °C 60 min
monoester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 6,41 6,06 6,235 1,893 1,708 1,801
kaprové 10,24 | 8,83 9,535 1,344 1,339 1,342
laurové 13,39 | 12,24 12,82 8,455 8,170 8,313
myristové 16,69 | 15,79 16,24 1,909 1,700 1,805
palmitové 19,20 | 18,59 18,89 5,192 5,216 5,204
olejové 21,96 | 21,55 21,76 1,606 1,606 1,606

70 °C 90 min
monoester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 6,10 6,08 6,09 0,731 0,738 0,735
kaprové 8,77 8,79 8,78 0,590 0,647 0,619
laurové 12,15 | 12,26 12,21 0,493 0,499 0,496
myristové 15,71 | 15,85 15,78 1,433 1,428 1,431
palmitové 18,50 | 18,55 18,53 3,140 3,138 3,139
olejové 2142 | 21,43 21,43 0,942 0,941 0,942

80 °C 60 min
monoester t1 t2 t primer plocha 1 plocha 2 plocha pramer
kyseliny [min] | [min] [min] [min] [min] [min]
kaprylové 6,16 6,11 6,14 0,752 0,763 0,758
kaprové 8,94 8,90 8,92 0,733 0,745 0,739
laurové 12,42 | 12,28 12,35 5,133 5,037 5,085
myristové 15,83 | 15,73 15,78 1,463 1,465 1,464
palmitové 18,44 | 18,55 18,49 1,800 1,443 1,622
olejové 21,23 | 21,43 21,33 0,431 0,431 0,431
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