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ANOTACE

Diplomova prace je zaméfena na stanoveni kalafuny v organickych pigmentech. V teoretické
¢asti jsou stru¢né uvedeny organické pigmenty, jejich klasifikace a vlastnosti. Hlavni ¢ast je
vénovana kalafuné, jejimu chemickému slozeni, zptisobtim modifikace, pouziti v rtiznych ob-
lastech primyslu a toxicité s uvedenim prislusné legislativy. Zaveér teoretické Casti se tyka ka-
palinové chromatografie, jejimu historickému vyvoji a soucasné instrumentaci. V praktické
¢asti jsou popsany postupy extrakce kalafuny z pigmenta a jeji nasledné stanoveni pomoci ka-
palinové chromatografie. Ziskané vysledky jsou diskutovany a porovnany se stavajici metodou

pro stanoveni kalafuny v pigmentech.

KLICOVA SLOVA

organické pigmenty, extrakce, pryskyfice, kalafuna, toxicita kalafuny, kyselina abietova, kyse-
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TITLE

Determination of rosin in organic pigments

ANNOTATION

The thesis deals with the determination of rosin in organic pigments. In the theoretical part,
there are briefly mentioned organic pigments, their classification and properties. The main part
is dedicated to rosin, its chemical composition, methods of modification, usage in various in-
dustrial areas and toxicity information as stated in appropriate legislation. In the conclusion of
the main part, there is information regarding liquid chromatography, its historical
development and contemporary instrumentation. The practical part describes the process
of rosin extraction from pigments and its determination by liquid chromatography.

The obtained results are discussed and compared with the existing method.

KEYWORDS

organic pigments, extraction, resin, rosin, rosin toxicity, abietic acid, neoabietic acid
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UVOD

Kalafuna je prirodni latka, ktera se ziskava z pryskyfice. Pii poruseni kiry jehlicnanu unika
balzam, ktery ma za tikol chranit strom proti skiidctim, na vzduchu tento balzam ztvrdne a vznika
tak pryskyfice, ktera je z chemického hlediska tvofena smési slabych organickych kyselin a ter-
pentynu. Oddestilovanim t€kavych latek se ziskava kalafuna, ktera je nepostradatelnou surovinou
V riznych oblastech prumyslu, od priamyslu natérovych hmot, elektrotechniky az po péci
0 strunné nastroje. Pro n€které aplikace je nutné kalafunu modifikovat hydrogenaci, pii které se
ztraci jeji toxické vlastnosti a Ize ji poté pouzit naptiklad i v potravinafstvi.

Kalafuna se vyuziva i pfi vyrobé organickych pigmentt. Mezi sledované vlastnosti pig-
mentll patii naptiklad odstin, transparence, reologie nebo stalost vi¢i vnéjsim vlivim, nékteré
Z téchto vlastnosti se ovliviiuji pfidavkem kalafuny béhem syntézy.

Pro stanoveni kalafuny v organickych pigmentech je nutné nejdiive extrahovat kalafunu
z pigmentu vhodnou technikou, ur€it jeji sloZeni a nasledné stanovit jednotlivé slozky. Nejbez-
n¢jsi technikou pro stanoveni kalafuny je plynovéa chromatografie, kterd ma vsak fadu omezeni
a nevyhod.

Cilem této prace je zavést novou metodu, stanoveni kalafuny v organickych pigmentech
kapalinovou chromatografii s DAD detektorem a nasledné metodu optimalizovat. Teoreticka
¢ast prace zahrnuje uvod do organickych pigmentt a jejich rozdé€leni, a dale informace o spolec-
nosti Synthesia, a. s., vénuje se pryskyfici a kalafuné, jejimu slozeni, hodnoceni jakosti, zpu-
sobum modifikace a pouziti, v zavéru je popsana technika kapalinové chromatografie. Experi-
mentalni ¢ast popisuje optimalizaci separa¢nich podminek a extrakce kalafuny z pigmentu,

a nasledné porovnani se stavajici metodou pro stanoveni kalafuny v organickych pigmentech.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Organické pigmenty
1.1.1 Koloranty

Koloranty jsou latky schopné¢ absorbovat elektromagnetické zafeni z viditelné oblasti spek-
tra ve vlnovém rozsahu 380—780 nm. Pro intenzivni vybarveni substratu musi mit dostate¢n¢
vysoky molarni absorpéni koeficient (10 000-40 000 I-mol*-cm™) a pfilnavost, kterd zavisi
na chemické konstituci. Dal$i pozadavky se tykaji konkrétniho pouziti: kolorant pro barveni tex-

tilii musi mit dobrou stabilitu pfi prani, pro externi pouziti zase stalobarevnost na svétle [1].

Obrazek 1 Ohromujici barevnost pigmenti [2]

Koloranty Ize podle rozpustnosti rozdélit do dvou skupin, na barviva a pigmenty (obra-
zek 1). Barviva jsou rozpustné latky, na substrat se aplikuji vétSinou v roztoku, kde vytvaii vy-
hradné¢ monomolekuldrni disperzi. Narozdil od barviv, pigmenty jsou Spatné¢ rozpustné nejen
ve vodé, ale 1 v mnoha organickych rozpoustédlech. V rozpoustédle tvoii aglomeraty, coz se
ve vysledném produktu projevuje nezddoucimi teCkami ¢i skvrnami nebo ztratou lesku. Neroz-
pustnost je zptuisobena absenci solubiliza¢nich skupin v molekule (napi. -COOH, -SO3H) nebo
molekula sice tyto skupiny obsahuje, ale vytvaii nerozpustnou sul (lak) [3,4].

Organické pigmenty jsou slozité molekuly, jejichZ nejbéznéjsi klasifikace je na zakladé

koloristickych vlastnosti nebo chemické struktury [3].
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1.1.2 Klasifikace koloranti podle tzv. Colour index systému

Koloranty jsou klasifikovany pro komercni Gc¢ely podle jejich nazvu a chemického slozeni.
Colour Index™ (C. I.) vyvinula Americka asociace barvari a barviit (The Society of Dyers and
Colourists) ve spolupraci s Americkou asociaci textilnich chemiki a kolorista (American Asso-
ciation of Textile Chemists and Colorists). Jedna se o dualni klasifika¢ni systém, ktery se sklada
zColour Index  Generic Name (CIGN) a Colour Index  Constitution
Number (CICN):

. CIGN charakterizuje chemické slozeni, odstin a sériové ¢islo, napt. C.I. Acid Blue 52 nebo
C.1. Pigment Yellow 176. Pod timto nazvem se nachazi komeréni produkty stejného che-
mického sloZeni, vzniklé toutéz chemickou reakci.

J CICN tvoii péticiferné ¢islo. Podle prvnich dvou ¢isel Ize urcit chemickou strukturu kolo-
rantu, napt. C.I. Pigment Blue 15 mé CIGN 74160 a lze ho zatadit mezi ftalocyaninové

pigmenty (rozmezi 74000—-74999) [5,6].

1.1.3 Klasifikace organickych pigmenti podle chemické struktury

a)  Azo pigmenty
Azo pigmenty obsahuji azoskupinu —N=N- v molekule. Syntéza téchto pigmenti je eko-
nomicky velice pfitazliva, protoze nejprve se pfipravi diazoniova sul, ze které Ize v nasledujicim
kroku vyrobit pomérné Siroky sortiment azo pigmenta.
Priklady:
o Monoazo pigmenty
o Diazo pigmenty
o B-naftolové pigmenty

o Pigmenty odvozené od naftolu AS [7].

b)  Polycyklické pigmenty

Polycyklické pigmenty obsahuji kondenzované aromatické nebo heterocyklické kruhy.
Maji dobrou stalobarevnost na svétle, dobie odolavaji povétrnostnim vliviim i organickym roz-

poustédliim, migruji jen velice malo. Cena oproti azo pigmentiim je znané¢ vyssi.
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Priklady:

J Ftalocyaninové pigmenty
J Chinakridonové pigmenty
J Antrachinonové pigmenty

o Flavanthronové pigmenty [7].

c) Dioxazinové pigmenty

Nejznaméjsim predstavitelem této skupiny je pigment Violet 23, ktery ma vynikajici sta-
lobarevnost na svétle i v povétrnosti, nemigruje. Pouziva se do natérovych hmot, plasti, tiskat-

skych barev a pro barveni vlaken [7].
d)  Triarylkarboniové pigmenty

Rozd¢€luji se na dvé zékladni skupiny:
J Vnitini soli trifenylmetan sulfonovych kyselin

o Komplexni soli heteropolykyselin obsahujicich v molekule P, W, Mo, Si nebo Fe [7].

1.1.4  Vlastnosti organickych pigmenti

Vyrobci organickych pigmentt charakterizuji vybrané fyzikalni parametry, jako je napfi-
klad velikost ¢astic (stupeni distribuce), krystalinita, specificky povrch nebo povrchova struktura,
pro porovnani mezi jednotlivymi pigmenty. Kazda aplikace vyZaduje specifické vlastnosti pig-

mentu [1].

Tvorba a rist krystala

Zakladni velikost ¢astic vétSiny komer¢nich pigmentl je mensi nez 1 um, ¢asto dokonce
mensi nez 0,3 um (podélny rozmér anisometrickych ¢astic). S klesajici velikosti pigmenti roste
u téchto malych ¢astic povrchova energie a pro jeji snizeni dochazi k aglomeraci ¢astic. Praskové
organické pigmenty potom obsahuji smés krystaliti a jednoduchych krystalii. Pro rozsiteni apli-
kacnich mozZnosti pigmentu je potieba tyto aglomeraty rozrusit tak, jak je to jen mozné. Poté uz
nasleduje spojeni pigmentu s vhodnym pojivem. Hotovy nezpracovany pigment je tvoien pri-
marnimi krystaly, které mohou mit tvar krychli, desticek, jehlic nebo tplné nepravidelny tvar [1].

Agregaty jsou primarni ¢astice, které rostou spolecné a maji i spolecny povrch, celkova
povrchova plocha je mensi nez soucet povrchll jednotlivych ¢astic. Agregaty se nedaji rozdélit

pomoci dispergace [1].
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Aglomeraty nerostou spolecné, po ukonceni riistu se spoji pouze ptes rohy nebo hrany,
celkova plocha se tedy podstatné nelisi od souctu plochy jednotlivych ¢astic. Tato uskupeni mo-

hou byt narozdil od agregatl pomoci dispergace rozdélena na jednotlivé krystaly ¢i agregaty [1].

Specificky povrch

Hodnoty velikosti specifického povrchu u organickych pigmentti se pohybuji mezi 10
a 130 m?/g. Experimentalné se uréuje pomoci latky, ktera se adsorbuje na povrch, nejrozsifendjsi
je technika BET pracujici s adsorpénimi plyny (N2, Ar nebo Kr). Tento parametr pigmentu je
dulezity naptiklad pti aplikaci riiznych aditiv do pigmentu, mezi ktera patii napiiklad emulzifi-

katory nebo pryskytice [1].

1.2 Vyroba pigmentii ve spole¢nosti Synthesia
1.2.1  Spole¢nost Synthesia, a.s.

Spole¢nost Synthesia (Obrazek 2) se rozklada v arealech Semtin a Rybitvi na okraji Pardu-
bic. Patii k nejvyznamnéjSim primyslovym podnikiim pardubického regionu, ktery brzy oslavi
100 let své existence. Na pracovistich se vystiidaly téméft Ctyfi generace zaméstnancil a spolec-
nost se zménila z vybusninafské tovarny na vyznamny chemicky zavod, ktery vyvazi vice
nez 75 % svych vyrobkli do 60 zemi svéta, pficemz prevazna ¢ast exportu smefuje do prumys-

lové vyspélych zemi [8].

Obrazek 2 Budova spole¢nosti Synthesia, a.s. [9]
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V roce 1994 se spole¢nost transformovala na akciovou spolecnost Synthesia, a.s. a 0d roku

2003 je rozdélena do Ctyf samostatnych vyrobnich divizi (SBU):

SBU Nitroceluléza

. Primyslova nitroceluldza — derivaty piirodni nitrocelulézy nachazejici uplatnéni piede-
v§im v oblasti natérovych hmot a laki

. Energeticka nitroceluldza — vyroba sttelnych prachii a primyslovych trhavin

o Anorganické kyseliny a soli — pro vlastni vyuziti v dal§im provozu Synthesie i pro externi

zékazniky
. Oxyceluldza — Synthesia je jednim z pfednich vyrobet pro chirurgické aplikace [8].
SBU Organicka chemie

. Farmacie — jediny evropsky vyrobce vitaminu D>

J Pesticidy — Synthesia nabizi G¢inné latky pro vyrobu herbicidi

. Zikaznické syntézy — vyrobky dle individudlnich pozadavkl zékazniki zaloZené
na fosgenaci, hydrogenaci a nitraci

o Polotovary — vyroba farmaceutickych polotovart pro vyrobu RTG kontrastnich latek [8].

SBU Energetika
o Vyroba a distribuce elektrické energie a pary pro vSechny vyrobni ¢asti Synthesie a dalsi

subjekty v arealu spole¢nosti [8].

SBU Pigmenty a barviva

. Piedni svétovy vyrobce vysoce jakostnich organickych pigmentd a pfedni evropsky pro-
ducent barviv pro piirodni a syntetické materialy

J Organické pigmenty pro barveni plastl, textilnich vlaken, natérovych hmot a tiskovych
barev

. Nejvétsi ¢ast vyroby je zaméfena na vysoce jakostni 1 klasické azo pigmenty.

V roce 2009 se vlastnikem spole¢nosti Synthesia, a.s. stal Agrofert Holding, a.s. [8].

1.2.2  Historie vyroby pigmenti a barviv

Historie vyroby pigmentl spolecnosti Synthesia za¢ina v roce 1938, kdy byla uzaviena
smlouva mezi usteckym Spolkem a Explosii o vybudovani zavodu na vyrobu organickych bar-
viv, barvarskych polotovarti a farmaceutik, v tésném sousedstvi jiz existujicich semtinskych za-

vodu. Plocha budouciho zavodu byla symetricky rozdélena pro komplex tficeti tovarnich budov
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se standardnim ptidorysem 90 x 20 metrii podle vzoru Bat'ovy tovarny. Od 50. let se piesunuly
podstatné &asti barvaiské chemie z Usti nad Labem do Pardubic a zfizenim VCHZ, VUOS a

VSCHT v Pardubicich se rybiteviti chemici stali hybnou silou barvéaiského vyzkumu a vyroby
[10].

1.2.3  Soucasny sortiment pigmenti

Spolecnost Synthesia, a.s. vyrabi a vyviji celou fadu kvalitnich pigmentt. Krom¢ klasic-

kych azovych pigmentl je vyznamnym evropskym vyrobcem vysoce jakostnich pigmentt (High

Vv

laci [8].

Ptiklady pigmentt pro natérové hmoty:

o P.Y. 74 (monoazo pigment, Versalova zlut' 5GXS, 5GXW)

o P.Y. 94 (diazo kondenzac¢ni, Versalova zlut 6G)

J P.R. 254 (diketopyrrolopyrrolovy pigment, Versalova ¢ervenn DP3G)
o P.B. 15:3 (ftalocyaninovy pigment, Versalova modi LBS) [11].

Priklady pigmenti pro tiskové barvy:

J P.Y. 150 (kovokomplexni pigment, Versalova zlut' E5G)

o P.O. 36 (benzimidazolonovy pigment, Versalova oranz HLD)
o P.R. 166 (diazo kondenzacni pigment, Versalovy Sarlat R)

J P.G. 7 (ftalocyaninovy pigment, Versalova zeleti BG) [12].

Priklady pigmentii pro barveni plasti:

o P.Y. 180 (benzimidazolonovy pigment, Versalova zlut' HG)

J P.R. 254 (diketopyrrolopyrrolovy pigment, Versalova cerven DP3G)
J P.Y. 147 (antrachinonovy pigment, Ostaplast zluty AGR) [13].

Kromé pigmenti uréenych K piipravé natérovych hmot, tiskovych barev a pigmenti
pro barveni plasti vyrabi spole¢nost Synthesia pigmenty pro specialni aplikace nebo pro prepa-
race [13].
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1.3 Pryskyrice

Jehli¢énaté stromy obsahuji pficné nebo podélné pryskytiéné kandlky, které vznikaji roze-
stoupenim parenchymatickych bun¢k. Tyto buiiky do pryskyfi¢ného kanalku vylucuji tzv. bal-
zam, coz je roztok isomernich pryskyfi¢nych kyselin v tekutych tékavych monocyklickych
a bicyklickych terpenech, terpenovych alkoholech a seskviterpenech. Jeho hlavni tlohou je
ochrana stromu pfed hmyzem a mikroorganismy. PoruSenim pryskyfiénych kanalkid zaéne bal-
zadm vytékat na povrch. Pfi styku se vzduchem se odpafi terpeny a vznika pryskyfice — tvrda
hmota, kterou tvofi vykrystalizované kyseliny [14-16].

Prace spojené se sbérem a dopravou pryskyfice se nazyvaji t€Zbou pryskyftice, uziva se
také pojem smolafeni. Voli se méné kvalitni porosty, které by se daly t€zko vyuZit pro téZbu
dieva. Ze stromu se nejprve odstrani borka (vytvofii se tzv. lizina), a poté se protfezavaji drazky
(obrazek 3). Mén¢ Castym zptsobem je vrtani otvori ¢i vydlabani dutin, protoze dochazi ke zne-
hodnoceni dfeva. Z kmene o objemu 1 m®se ziska 3—4 kg pryskyfice za rok [16].

Na tizemi CR se pryskyfice téZila ve velkém mnozstvi pouze v obdobi obou svétovych
valek. V soucasnosti se pro tézbu pryskyfice vyuzivaji predeviim borovice v Cing, Francii, Ame-
rice a Indonésii. Hlavnim zdrojem v Evrop¢ je borovice piimotska (Pinus pinaster), péstovana
hlavné ve Francii v departementech Gironte a Landes, v severni Evropé je to borovice lesni (P.
sylvestris), ve Spojenych statech americkych borovice bahenni (P. palustris) a borovice kadi-
dlova (P. taeda) [14-16].

Obrazek 3 Sbér pryskyfiice ze stromu [17]
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1.3.1 Vyznam prysky¥ice pro chemicky primysl

Surové pryskyfice se po precisténi od jehlici, kiiry, ¢asti dfeva apod. destiluje, ¢imz se
ziskavaji terpentynové silice, které se pouzivaji jako slozky laki, barev, mydel nebo kosmetic-
kych ptipravki. Terpentyn ze smrku a jedle je oznaovan jako Strasbursky, z modfinu jako be-
natsky. Tuhy zbytek po oddestilovani terpentynu z pryskyftice se nazyva kalafuna. Tento produkt

se pouziva naptiklad pro vyrobu lepidel nebo jako soucast tiskaiskych barev [16].

1.4 Kalafuna

Kalafuna je kiehka, transparentni, sklovitd pevna latka, ktera se ziskava oddestilovanim
t€kavého terpentynu z pryskyfice. Jeji pojmenovani je odvozeno od starofeckého mésta
Kolofon, které bylo vyznamnym vyvozcem pryskyfice [18,19].

Rozlisuji se tii typy kalafun:

o balzamova kalafuna: z pryskyfice odebrané z zivych stromi (obrazek 4)

o dievna kalafuna: z pryskyfice, ktera je extrahovana z patrezl

J talovy olej: izoluje se destilaci z talového mydla po pfidani mineralni kyseliny [20,21].
Talové mydlo je meziproduktem pfi vyrobé papiru, je tvofené zejména solemi mastnych

a pryskyti¢nych kyselin [20,21].

Obrazek 4 Balzamova kalafuna [15]

1.4.1 Chemické sloZeni

Chemické slozeni kalafuny je ovlivnéno druhem jehli¢nanu i jeho geografickym umisté-

nim. Kalafuna je slozena z 90-95 % z diterpenoidnich monokarboxylovych kyselin sumarniho
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vzorce C19H20COOH. Zbyla procenta tvoii odpovidajici estery (reziny), aldehydy a alkoholy (re-
zinoly) [20,22].

Nejbéznéjsi kyseliny v kalafuné ziskané z borovice jsou kyselina abietova, pimarova a
isopimarova. Pryskyfi¢né kyseliny v kalafun¢ jsou rozdéleny do dvou skupin (obrazek 5): kyse-
liny abietového typu s konjugovanymi dvojnymi vazbami (tvoii 90 % z obsahu kyselin) a pima-

rového typu, u kterych dvojné vazby v konjugaci nejsou [14,20].

Kyseliny abietového typu

Sl

HsC  COOH H,C" COOH HsC' COOH
Kyselina abictova Kyselina neoabietova Kyselina dehydroabictova
CHj CHs CH,
HaC CH;  He CHy  Hye CHs
O
HsC~ COOH HsC" COOH HsC" COOH
Kyselina Kyselina palustrova Kyselina levopimarova

7-oxodehydroabietova

Kyseliny pimarového typu

HC_'_CHQ 3 CHQ 3 CH2
H,C" COOH H,C~ COOH H,C~ COOH
Kyselina pimarova Kysclina isopimarova Kyselina sandarakopimarova

Obrazek 5 Struktura pryskyri¢nych kyselin vyskytujicich se v kalafuné,
upraveno podle [20]

Pomér jednotlivych kyselin se podle riiznych zdroju lisi. Chen a kol. uvedl nasledujici slo-
zeni blize nespecifikované balzamové kalafuny: kyselina abietova 18-33 %, neoabietova 14—16
%, palustrova 6-35 %, pimarova 5-6 %, isopimarova 18 %, dehydroabietova 69 %, levopima-
rova [23].

Joye a kol. zkoumal obsah kyselin v jednotlivych druzich borovic. Dale analyzoval
10 vzorkt kalafuny. Kyselina abietova tvorila 22-50 % a kyselina neoabietova mezi 2,2-24 %
z celkové hmotnosti kalafuny [24].
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Kondenzaci pryskyti¢nych kyselin vznikaji produkty (obrazek 6), které maji velky vyznam
Vv primyslu zabyvajicim se vyrobou lepidel, inkoust nebo natérovych lakii. Mohou se vyskyto-

vat napiiklad ve smole, vedlejsim produktu destilace talového oleje [25].

COOCH,

Obrazek 6 Priklady riznych kondenzaénich produktia kalafuny, upraveno podle [23]

1.4.2  Rozpustnost

Kalafuna patfi mezi latky ve vodé nerozpustné. Rozpustnost kalafuny ve vod¢ je
0,9-8,1 mg/l (20 °C). Peng a kol. zkousel rozpustnost pryskyfiénych kyselin ve vodé. Rozpust-
nost kyseliny abietové po 72hod michani byla 2,75 mg/l. U ostatnich kyselin se pohybovala mezi
1,7 a 5,11 mg/ml (nejvice rozpustna je kyselina dehydroabietova) [26].

Monovalentni sul kalafuny ma ve vodé rozpustnost mnohem vyssi, zac¢ina na hodnoté
438 mg/l a mize se i neomezené misit. U divalentni soli se rozpustnost pohybuje v rozmezi
18,2-65 mg/ml [27].

Hodnoty rozpustnosti v organickych rozpoustédlech nejsou v dostupné literatuie deklaro-

vany.
1.4.3 Toxicita

Hlavni komponentu kalafuny, kyselinu abietovou, uvadéji nékteré zdroje jako alergen zpii-
sobujici astma a kontaktni dermatitidu. Podle jinych zdroji ma samotna kyselina abietova zane-
dbatelné alergenni vlastnosti, tuto vlastnost maji spiSe produkty, které vznikaji jeji oxidaci
na vzduchu, naptiklad 7-oxodehydroabietovéa kyselina nebo 15-hydroperoxyabietova kyselina
(silny alergen) [20,28].

Dalsi pohled na toxikologické hodnoceni kalafuny se zaméfuje na to, zda se kalafuna vy-
skytuje ve formé volné kyseliny nebo soli. Kalafunat (CAS 68201-60-5) v koncentraci vyssi nez
1 hm. % je drazdivy pro oko, senzibilizujici pro kizi a toxicky pro vodni organismy, kalafuna

(CAS 8050-09-7) ve stejné koncentraci je pouze senzibilizujici pro kazi [43].
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144 Isomerace

Kyseliny abietového typu maji sklon k isomeraci (obrazek 7), a to bud’ termalni (pfi teploté
nad 175 °C) nebo pisobenim ziedénych mineralnich kyselin [20].

Ptredpoklada se, ze termalni isomerace probiha pii zahtati kyselin nad jejich bod meknuti,
pti¢emz kyseliny pimarového typu jsou vici isomeraci odolngjsi nez kyseliny abietového typu.
Naptiklad po hodinovém zahtivani kyseliny abietové na 200 °C vysledny produkt obsahuje
81 % kyseliny abictové, 14 kyseliny palustrové a 5 % kyseliny neoabietové [23].

CH,
HsC CH,
—_—
B S—
HaC” ‘COOH Hyc” ‘cooH
(Kysclina levopimarova) Kyselina palustrova Kyselina abietova Kyselina ncoabictova
l CH3
H3C CHs
HaC’ ‘COOH

Kyselina dehydroabietova (DHA)

l CHj \ CHs o4

HsC CH; CH,
- OH .
HsC' COOH HsC" 'COOH
Kyselina 3-hydroxy-DHA Kyselina 7-hydroxy-DHA Kysclina 15-hydroxy-DHA
CHjz CH3 oy
CHa HaC CHj
d 7 OH
H3C COCH H:C COOH
Kysclina 7-oxo-DHA Kyselina 7,15-dihydroxy-DHA
¢Hs_om

HiC CHa
- 0

H3;C COOH

Kyselina 15-hydroxy-7-oxo-DHA

Obrazek 7 Piredpokladany zpisob isomerace a oxidace kyselin, upraveno podle [29]
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1.45  Absorpce pryskyFi¢nych kyselin v UV oblasti

V UV oblasti nejvice absorbuje kyselina abietova a neoabietova, déale pak palustrova, le-

vopimarova a nejmensi absorpCi z kyselin abietového typu ma kyselina dehydroabietova (ta-
bulka 1) [18].

Tabulka 1 Hodnoty molarnich absorpénich koeficientt pryskyfi¢nych kyselin [18]

Kyselina abietova 24 150
Kyselina neoabietova 24 540
Kyselina palustrova 9 060
Kyselina levopimarova 5800
Kyselina dehydroabietova 698

Absorpéni maxima pryskyfi¢nych kyselin jsou nasledujici: 240 nm (k. abietova), 250 nm
(k. neoabietova), 266 nm (k. palustrova), 272 nm (k. levopimarova). Kyselina dehydroabietova

byla vyhodnocovana pii 268 nm (obrazek 8) [18].

800 _— Kyselina neoabietova

700

Kyselina abietova
600

500

mAU

400 Kyselina palustrova

/

300 Kyselina levopimarova

200

Kyselina

100 dehydroabietova

240 260 280 300 320

Wavelength (nm)

Obrazek 8 Absorpéni spektra pryskyfi¢nych kyselin (c = 1 mmol/l), upraveno podle [18]

Pro kyselinu dehydroabietovou Ize pouzit i fluorometrickou detekci (excitace 225 nm,
emise 285 nm) [30].
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1.46  Hodnoceni kvality kalafuny

Kvalita kalafuny se obvykle uruje pomoci jeji barvy nebo teploty méknuti. Plati imeéra,
ze kalafuna svétlejsi barvy je kvalitnéjsi. Nej€istsi kalafuna je oznacovana jako Extra-White (X),
nabizena je ovSem ziidkakdy. Nejvice Zadana je dobie dostupna kalafuna Water-White (WW).
O néco mén¢ kvalitni je kalafuna Window-Glass (WG). Dalsi kalafuny (napt. N, M, K, I, H) jsou
podstatné tmavsi barvy. Barva je ovlivnéna zejména ro¢nim obdobim, béhem néhoz byl proveden
sbér pryskyftice. Pryskyfice ziskand na konci zimy ¢i z kraje jara ma svétle zlutou barvu, kdezto
letni a podzimni sbér se vyznacuje tmavsi pryskyfici mékké konzistence [18,31].

Bod méknuti se bézn¢ pohybuje mezi 70 az 80 °C, vyssi bod méknuti prezentuje kalafunu
lepsi jakosti. Dal§im kritériem, hodnoticim jakost kalafun, je ¢islo kyselosti; vyhovujici hodnoty
jsou 160-170 mg KOH/g kalafuny. Procenta nezmydelnitelné hmoty znaéi ¢ast kalafuny, ktera
neni tvofena pryskyfi¢nymi kyselinami. Pfijatelnd hodnota je pod 10 %, vy$$i hodnota znaci
mensi kvalitu kalafuny [14].

Ptehled standardd zabyvajicich se stanovenim sledovanych parametrt kalafuny lze nalézt

na webovych strankach American Society for Testing and Materials (ASTM):

o D 269-92 Nerozpustny podil kalafuny

o D 464-92 Cislo zmydelnéni

e D 465-92 Cislo kyselosti

J D 509-70 Vzorkovani a klasifikace

o D 889-58 Obsah tekavého oleje

o D 1063-51 Obsah prachu

. D 1064-58 Obsah zeleza

o D 1065-92 Nezmydelnitelny podil

o D 3008-90 Stanoveni pryskyti¢nych kyselin plynovou chromatografii
o E 28-92 Stanoveni bodu méknuti [14].

1.4.7  Modifikace kalafuny

Kalafuna je diky nenasycenym vazbdm pomérné malo stabilni latka. Aby se rozsifila oblast
jeji pouzitelnosti do riznych oblasti, je vhodné ji nejprve chemicky modifikovat a utvofit z ni tak
latku stabilnéjsi. Takto modifikovat Ize jak balzamovou, tak i dfevnou kalafunu a talovy ole;.
Prikladem modifikace kalafuny je esterifikace, hydrogenace, dimerizace nebo funkcionalizace

[32].
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a) Esterifikace

Ester je produkt reakce mezi pryskyfi¢nou kyselinou a alkoholem, typicky methanolem,
triethylen glykolem, pentaerythritolem ¢i glycerolem (obrazek 9). Esterifikace je rovnovazna re-
akce, jejiz rovnovahu lze posunout ve prospéch produkti odebiranim vody. Vybér alkoholu po-
uzitého k esterifikaci zavisi na pozadovanych vlastnostech vysledné modifikované kalafuny (ba-
rva, stabilita). Pokud je vyzadovan produkt o vysoké tepelné stabilité, spiSe se upravuje

hydrogenaci [32].

COOH  HO—CH, O—CH;
S

COOH + HoO—cCH  — O—=CH 4+ 3H0
o

COOH HO——CH, O—=CH,
5

Obrazek 9 Vznik tri-esteru kyseliny abietové, upraveno podle [32]

b) Hydrogenace

Hydrogenace (obrazek 10) je béZzna metoda ke zlepSeni tepelné stability kalafuny. Pribéh
reakce lze kontrolovat a pfipravit tak bud’ ¢aste¢né hydrogenovany produkt (napi. Staybelite-
E™) &i tplné hydrogenovany (napi. Foral™ AX-E). Molekula bez dvojnych vazeb je odolngjsi

vuci oxidaci, dochazi také k zesvétleni barvy [32].

CH3 CHs CH4
H, H,
—_— —_—
HsC COOH HzC COOH H;C COCH
Kyselina abietova Kyselina dihydroabietova Kyselina tetrahvdroabietova

Obrazek 10 Hydrogenace kyseliny abietové, upraveno podle [32]

Hydrogenovana kalafuna mé fadu vyhod:

. svétlejsi barva

. lepsi stabilita

. snizena schopnost sensibilizace (mensi alergenni potencial)

o mén¢ absorbuje v UV oblasti [32].
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c) Dimerizace

CH3 Ch

HsC HsC HOOC CHj
HOOC_ CH,
—_—
H,C” 'COOH HiC CO
H3C s CH,
CHy
Kyselina abietova (2 molekuly) Dimer

Obrazek 11 Dimerizace Kkyseliny abietové, upraveno podle [32]

Dimerizaci molekul (obrazek 11) dochazi také ke zlepSeni tepelné stability a zvySeni

bodu méknuti [32].

d) Reakce nenasycené dikarboxylové kyseliny (napf. maleinové nebo fumarové) s esterem kala-

funy
e) Reakce s fenolem
f) Redukce karboxylové skupiny na hydroxylovou [32].

g) Disproporcionace
Pti teploté nad 200 °C kyselina abietova disproporcionuje za vzniku kyseliny dehydroabi-

etové, tetrahydroabietové a dihydroabietové (obrazek 12) [20].

CHj CHs CHj CHa
HaC CH, HsC CH; HaC CHs HsC CH;
+ +

H;C COCH HsC COCH H,C COOCH HsC COCH
Kyselina abietova Kysclina dehydroabictova (DHA) Kyselina dihydroabietova Kyselina tetrahydroabictova

Obrazek 12 Disproporcionace kyseliny abietové, upraveno podle [29,32]
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1.4.8 Pouziti

e  Specialni protiskluzové natéry
Upravena kalafuna se vyuziva pfi piipravé specialnich natért ur¢enych pro tvorbu vodo-
rovnych dopravnich znacek (pfechod pro chodce, do¢asné zmény organizace silni¢niho provozu,

protiskluzova uprava vozovky apod.) [33].

e  Fyzikalni pénidlo
Reakeci kalafuny s hydroxidem lze piipravit mydlo, které funguje jako fyzikalni pénidlo
pfi piipravé pénového betonu. Vznikem dutinek v betonu (obrazek 13) se nejen Setii material

a snizi se jeho hustota, ale vylepsi se tim hlavné jeho mechanické vlastnosti a trvanlivost [34].

Obrazek 13 Pénovy beton [34]
o Lepidlo

o Antimikrobidlni prostiedek
Kyselina abietovd miiZe byt pfevedena na abietylamin acetat, ktery inhibuje rist fas, bak-

terii a plisni.

e  Pajeni (obrazek 14)

Obrazek 14 Tavidlo urcené k pajeni soucastek [35]

e  Potravinatsky primysl

Kalafuna po hydrogenaci se pouziva pii vyrobé zvykacek.

e Impregnace a ochrana dieva
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e Klizidlo v papirenském pramyslu

e  Zmg¢kcovadlo v gumarenském pramyslu
Pridavek kalafuny do gumy zvysuje jeji plasticitu, tepelnou odolnost a anti-abrazivni vlast-

nosti. Dale se pouziva jako dispergacni ¢inidlo a emulzifikator [33].

e  Zvyseni tfeni u smyccovych nastrojii
Pro spravnou funkci smyc¢covych nastroji je nejprve nutné namazat koiiské zing€ kalafunou
— bez ni by smyc¢ec nevydaval zadny zvuk. Mnozstvi nanesené kalafuny ovliviiuje zvuk a celko-
vou kvalitu tonu. Duty ton naznacuje malé mnozstvi, naopak piebytek je indikovan skiipavym
zvukem. Zde se také rozliSuje mezi svétlou a tmavou kalafunou — tmava kalafuna (obrazek 15)
se 1épe hodi pro pouziti v nizsi teploté, zatimco svétla kalafuna s vy$$§im bodem tani je vhodné;jsi

pro pouziti v teple, nastroj pak vydava velmi €isté tony [36].

Obrazek 15 Kalafuna uréena pro udrzbu smyécovych nastroju [36]

1.49  Pouziti kalafuny pro vyrobu barev a natérovych hmot

Kalafuna ma své vyuZiti mimo jiné i pfi vyrobé pigmentl. Pfidava se ve formé sodné ¢i
draselné soli béhem kopula¢ni reakce Ci po jejim probehnuti. Mnozstvi zachycené kalafuny se
ovlivituje hodnotou pH, ¢asem, michanim a dal§imi podminkami. Kalafuna obali povrch ¢astice
pigmentu, inhibuje rist krystalii a ptechazi tak vzniku aglomeratt. Z takto upraveného pigmentu
Ize ptipravit vysledny produkt o vétsi transparenci (mensi kryvosti) [4,6].

Stupen kalafunace pigmentu je velmi dilezity u pigmenti ur€enych pro inkousty na vodni
bazi. Kalafuna vyznamné ovliviiuje reologické vlastnosti natérové hmoty, pfi vysokém piidavku
kalafuny miZze mit tendenci k houstnuti a zatuhnuti — zcela nevhodné zejména pro flexotisk a
sitotisk [4,6].

Navzdory dulezitosti kalafunovani pigmentu specifické interakce mezi kalafunou a pig-

mentem zatim nebyly vysvétleny. Mezi mozné interakce patii van der Waalsovy interakce
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(interakce funkénich skupin, vodikové vazby, dipdl-dipol interakce). Riddel a kol. tyto interakce
zkoumal na diarylidovém pigmentu P.Y. 13 pomoci nuklearni magnetické rezonance
(*3C CP/MAS NMR) a rentgenové difrakéni analyzy (XRD). K dispergaci pouzil dvé disperga¢ni
¢inidla: kyselinu abietovou a ¢aste¢né hydrogenovanou kalafunu Staybelite. Vysledky experi-
mentu potvrzuji, ze kalafuna pokryvajici pigment je amorfni latka, ma nepravidelnou strukturu.
Kalafunovany pigment ma lepsi uspotfadani krystalti (Obrazek 16 vlevo), mechanismus ptisobeni
je v8ak nejasny. Mozné je Cisté fyzikalni plisobeni kalafuny, kdy vrstva kalafuny piisobi tlakem

na krystaly pigmentu a tak zlepsi krystalovou strukturu [38].

Obrazek 16 Porovnani kalafunovaného pigmentu (vlevo) a pigmentu vyrobeného bez pii-

davku kalafuny (vpravo), upraveno podle [39]

1.4.10 Metody pro kvalitativni stanoveni kalafuny

Liebermann-Storch test

Liebermann-Storch reakce rovnéz znama jako Storch-Morawski reakce slouzi ke kvalita-
tivnimu stanoveni kalafuny ve vzorku. Patii ke klasickym testim pro stanoveni kalafuny a jejich
derivatd (volné kyseliny abietové, jejich soli a esteril), podrobny postup 1ze nalézt ve standardu
ASTM D1542. Vzorek reaguje s acetanhydridem za varu, po ochlazeni se vzorek okyseli kyse-
linou sirovou a vznika specifické fialové zbarveni, které trva pouze par sekund a poté se méni
do hnéda [40,41].

Fosilni pryskyfice s nazvem Kauri, ktera se tézi na Novém Z¢landu a tvoii jednu z nejpo-
uzivangjSich pryskyfici pfi vyrobé natérovych lakd, dava totozné zbarveni pii Liebermann-

Storch testu jako kalafuna. Podobné zbarveni davaji dal§i fosilni pryskyfice
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(napf. Amber, Manila, Pontianak, Borneo), které reaguji na tmavé ¢ervenou barvu s ptechodem
do hnédé ¢i ptimo na hnédou barvu. To je divodem, pro¢ pii analyzach dochazi k falesné pozi-

tivité u vzorku, které jsou vyrobcem deklarovany jako prosté kalafuny [40,41].

Modifikoevany Liebermann-Storch test (Michel)
Vzorek se rozpusti v chloroformu, pfida se kyselina sirova a fadné se promicha. Po odd¢-
leni organické faze se po kapkach prida acetanhydrid. V pfitomnosti byt stopovych mnozstvi

kalafuny se organicka vrstva zbarvi do fialova [41].

Halphen-Hick test
Pro tento test je potieba ptipravit dvé reagencie:
1. Fenolova — jeden objemovy dil fenolu je rozpustén ve dvou dilech tetrachlormethanu;

2. Bromova — jeden objemovy dil bromu je rozpustén ve ¢tyfech dilech tetrachlormethanu.

Malé mnozstvi vzorku je rozpusténo v 1-2 ml reagencie 1. Jamka kapkovaci desti¢ky se
naplni roztokem vzorku tak, aby ¢ast tekutiny pretekla do ostatnich jamek. Do pfilehlé jamky
se okamzité prida 1 ml reagencie 2, pary bromu se rozsiii nad jamku se vzorkem (je vyhodné

desticku ptikryt hodinovym sklem). Vznika kratce trvajici fialové zbarveni [41].

Marini test
Ve zkumavce se pomalu zahieje 0,2—1,0 g vzorku pryskytice s 2-3 g oxidu vapenatého.

V pozitivnim piipad¢ vzniklé pary zbarvi kyselinu dusi¢nou do ¢ervené-fialové barvy [41].

Cohen Test

Smicha se jeden objemovy dil kyseliny chlorsulfonové s péti dily chloroformu. 1 ml tohoto
roztoku se ptida k 1% roztoku pryskyfice v chloroformu. Kalafuna je indikovana fialové cerve-
nym zbarvenim. Dfevna kalafuna dava rizové Cervené zbarveni. Tungovy olej a olej z Inéného

seminka zde neinterferuji [41].

Donath Test

Tento test se pouziva pro kvantitativni stanoveni kalafuny ve véelim vosku, ceresinu apod.
(tyto latky nezbarvuji kyselinu dusi¢nou). Ke vzorku je pfidan pétinasobny objemovy dil kyse-
liny, néasleduje var po dobu jedné minuty. Pfid4 se stejné mnozstvi vody a prebytek amoniaku.

Cervené zbarveni znaci pfitomnost kalafuny. Tato metoda se povazuje za orientacni [41].

Test s octanem méd’natym
Test je zalozen na reakci anhydridu kyseliny abietové, ktery je pfitomny v kalafuné, s octa-
nem méd’natym. Vznikd médnata siil kyseliny abietové rozpustnéa v benzinu, kde tvoii smarag-

dové zeleny roztok [42].
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1411 Metody pro kvantitativni stanoveni kalafuny

Acidobazicka titrace
Acidobazicka titrace umoziuje stanoveni volné kalafuny (tzn. stanoveni vSech pryskyfic-
nych kyselin s pfepoctem na kyselinu abietovou), celkové kalafuny a dopocet kalafuny ve formé

soli kyselin (kalafunatu) [43].

Plynova chromatografie

Plynovéa chromatografie byla prvni a v soucasnosti je nejpouzivanéjsi technikou ke stano-
veni kalafuny, a to po derivatizaci pryskyfiénych kyselin na methylestery. Nevyhodou této me-
tody je zejména nestabilita derivatizovanych produktd, jejich toxicita, pfipadné vybusnost
[18,22].

Kapalinova chromatografie

Separace pomoci HPLC probiha pti laboratorni teploté, tim se lze vyhnout isomeraci prys-
kyfi¢nych kyselin. Déle neni potfeba zddna derivatizace. Separace pomoci HPLC ma vS§ak 1 své
nevyhody. VSechny pryskyfi¢né kyseliny maji podobnou hydrofobicitu a maji nedostatek chro-

mofort v molekule [20].

1.5  Kapalinova chromatografie

15.1 Historicky vyvoj kapalinové chromatografie

Sviij ndzev ziskala chromatografie na ptrelomu 19. a 20. stoleti, kdy rusky botanik Michail
Semjonovi¢ Cvét separoval rostlinné pigmenty, chlorofyly a xanthofyly, priichodem jejich roz-
toku pfes uhli¢itan vapenaty. Jednotlivé slozky se na jednoduché koloné¢ ukazaly jako
oddélené barevné prouzky, a proto si metoda vyslouZila nazev chromatografie,
z fec. chroma = barva [46,47].

Vice nez 60 let se v chromatografii pouzivaly ¢astice s rozmérem 50-100 um, a eluent pro-
chazel kolonou pouze gravitacné. Timto zpisobem proces probihal i n¢kolik hodin, a proto tech-
nika nesla vyuzit pro analytické uc¢ely. Chromatografie od té doby prosla mnoha zménami. Jedna
pro vyssi Gi¢innost separace jsou potfeba mensi Castice a kolony vyrobené tak, aby snesly pliso-

beni vyssiho tlaku. Az v 70. letech dodavatelé nabidli castice =ze silikagelu
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o pruméru 5 a 10 um, a s tim je spojeny vznik vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)

[46,47].
15.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Moderni separace Vv kapalinové chromatografii je zalozena na distribuci slozky mezi dvé
faze. Prvni z nich se nazyvé stacionarni faze ulozena v kolon¢ (sorbent), druha je faze mobilni,
ktera se pohybuje celym systémem a je v kontaktu se stacionarni fazi. Vzorek je béhem priichodu
kolonou distribuovan mezi obé faze. Slozky, které jsou silné€ zadrzované, se stacionarni fazi po-
hybuji pomalu. Naproti tomu slozky zadrzujici se malo putuji témét stejné rychle jako mobilni
faze. Vysledkem rozdila v retenci se vzorek rozdé€li na jednotlivé slozky (zony), které Ize dale
kvalitativng¢ ¢i kvantitativné analyzovat [46,47].

HPLC je v soucasnosti Siroce rozsifend technika vyuZzivana v potravinaistvi, mediciné, far-
maceutice, analyze zZivotniho prostfedi a mnoha dalSich odvétvich. Lze analyzovat latky od mo-
lekulové hmotnosti 50 g/mol az do n€kolika miliont (ve form¢& molekul, makromolekul, iontd,
dokonce 1 viry). UmozZiuje separaci smési molekul, véetné izomert: strukturnich, geometric-

kych, optickych atp. [46,47].

Schéma HPLC
Na nasledujicim obrazku (obrazek 17) je znazornéno zékladni schéma kapalinového chromato-

grafu:

A

o

Obrazek 17 Obecné schéma kapalinového chromatografu
1 — zasobnik mobilni faze, 2 — ¢erpadlo, 3 — davkovac, 4 — kolona, 5 — detektor,

6 — vyhodnocovaci zafizeni, upraveno podle [48]

Mobilni faze je skladovana v nadobé, jejiz material musi byt kompatibilni s pouzitym roz-
poustédlem, pro chromatografii s normalnimi ¢i obracenymi fazemi se pouziva sklo. Soucasti
ptivodni trubice k ¢erpadlu byva filtracni zatizeni ve formé kovové frity [48].

Hlavnim tikolem ¢erpadla v HPLC je dodat konstantni a bezpulzni tok mobilni faze do ko-
lony. Zatimco konven¢ni HPLC pracuje pii tlaku do 400 bar, pii pouziti ¢astic s primérem men-
§im nez 2 pm se tlak pohybuje mezi 1000 a 1400 bar. Pii nutnosti rozdélit smés latek, jejichz
slozky se vyrazné 1i§i v retenci, se vyuziva gradientova eluce. Pfi této technice dochazi ke smiSeni
ruzné polarnich mobilni fazi, jejichz pomér se méni s Casem a zvysSuje se tak elucni sila mobilni
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faze. Vétsinou se pouziva eluce s dvouslozkovymi (binarnimi) gradienty, ¢ehoz Ize dosdhnout
dvéma zplsoby. Prvni usporadani je nizkotlaké a spociva ve smiseni mobilnich fazi ve sméSovaci
komirce pomoci solenoidovych ventild nebo ¢erpani z dvou az tfi pomocnych podavacich cer-
padel. Vysledna smés je poté dale Cerpana vysokotlakym ¢erpadlem. Druhé uspotadani je vyso-
kotlaké, pti kterém je kazda slozka mobilni faze ddvkovana vlastnim vysokotlakym cerpadlem
do smé&Sovaci komarky pied kolonou (tedy ve vysokotlaké &asti piistroje). Casovou zménu kon-
centrace u¢inné elucni slozky v mobilni fazi oznacujeme jako profil gradientu [48,49].

Dévkovani maze probihat manudlné, nicméné vétSina souCasnych pfistrojii je vybavena
autosamplerem, ktery sam davkuje vzorky z ampulek umisténych v zasobniku ¢i mikrotitracni
desti¢ce. K zavadéni vzorku do toku mobilni faze slouzi davkovaci ventil, ktery umoziluje na-
davkovat vzorek bez pferuseni toku mobilni faze. NejCasteji se k tomu vyuziva tzv. Sesticestny
davkovaci ventil [46].

Chromatograficka kolona je trubice ¢i kapilara naplnénd stacionarni fazi. Plast kolony
musi odolavat vysokym tlakiim, jeho vnitini povrch musi byt dostatecné hladky a samoziejmé
zcela chemicky inertni. Jako material se pouziva nerezova ocel, plast nebo taveny kiemen. Plast
je na koncich uzavien porézni kovovou fritou, ktera soucasné¢ umoznuje prutok mobilni faze a
zabranuje uvoliovani faze stacionarni [50].

V soucasnosti se pouzivaji rizné detektory, které je mozné rozd¢lit do dvou skupin: selek-
tivni (signal je tmérny pouze koncentraci analytu) a univerzalni (signél je umérny celkové vlast-
nosti eluatu jako celku, tzn. mobilni fazi a detekované komponenty). Nejéastéji pouzivané de-
tektory jsou detektor UV/Vis, fluorescencni, elektrochemicky, vodivostni, Chemiluminiscenéni
nebo detektor diodového pole (DAD, diode array detector, obrazek 18), ktery snima celé spek-

trum v realném case bez pieruseni chromatografické separace [50].

WA

i
P c— —
L)

=,

J' i

Obrazek 18 Detektor diodového pole, upraveno podle [50]

Princip DAD je nasledujici: Zateni ze zdroje (1) prochazi stérbinou (2), cockou (3), clonou
(4) a mérnou celou detektoru (5), poté se spektralné rozklada holografickou mitizkou (6) a
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na kazdou z fotodiod (7) dopada zativy tok o urcité vinové délce zeslabeny absorpci v cele de-
tektoru. Kazda z fotodiod je napojena na kondenzator, ktery je nabity na urcitou hodnotu. Dopa-
dem zafeni na diodu vznika fotoelektricky proud, ktery vybije kondenzator. V dalsi fazi se kon-
denzatory nabiji a méfi se proud, kterym se kondenzator dobije na pivodni hodnotu. Sekvence
vybijeni a nabijeni se opakuje (fddové v ms) a zaznamendvaji se udaje o absorbanci pii kazdé
vinové délce. Spektralni rozliSeni je dano poctem diod na poli (obvykle 512-1024). Tyto detek-
tory umoznuji srovnani snimanych spekter s knihovnou nebo vypocitat ¢istotu piku. Vedle téchto
detektort se stale vice pouziva hmotnostni spektrometr jako detek¢ni systém. Vyhodou tohoto
spojeni je moznost identifikace latek po jejich separaci na zaklad¢ jejich hmotnostnich spekter
[50].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1  Pristroje a zaFizeni

. kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity (Waldborn, Némecko)

Kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity (obrazek 19) ma nastavitelny pritok
0,1-10 ml/min, maximalni tlak je 400 bar, autosampler s davkovanym objemem 0,1-100 pl, ko-
lonovy termostat (10-80 °C), detektor diodového pole (rozsah vinovych délek 190-950 nm,

1024 diod, rozliseni 0,74 nm, zaznam analyzy az pii 8 vlnovych délkach soucasn¢).

Obrazek 19 Kapalinovy chromatograf Agilent 1260

J kolona Nucleosil 120 C18, 125 x 4 mm; 5 um (Watrex, CR)

o kolona Poroshell 120 C18, 150 x 3 mm; 2,7 um (Agilent, USA)

e  kolona Discovery HS PEG, 50 x 2,1 mm; 3 um (Supelco/Merck, CR)

. kolona Ascentis Express F5, 150 x 3,0 mm; 2,7 um (Supelco/Merck, CR)
o kolona Kinetex C18, 150 x 6 mm; 5 um (Phenomenex, USA)

Fotografie kolon vyuZitych pro experimentdlni praci je na nasledujici strané

(obrazek 20).
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Obrazek 20 Kolony pouZité pri experimentalni praci

hmotnostni spektrometr AB Sciex 4500 (Framingham, USA)

Tandemovy kvadrupdlovy hmotnostni spektrometr, 2. hmotnostni analyzator mize fungo-

vat jako iontova past.

spektrofotometr Helios Beta (Unicam, UK), kyvety

Jednopaprskovy pristroj k méteni absorbance vzorku v rozsahu vinovych délek 190—

1100 nm. Je vybaveny sedmimistnym karuselem, ktery umoznuje paralelni méfeni az 7 kyvet.

titrator DL 70 (Mettler Toledo, USA)

odstfedivka EBA 200 (Hettich Zentrifugen, Némecko)
ultrazvukova lazeit RK 103 H (Bandelin, Némecko)
analytické vahy AE 200 (Mettler Toledo, USA)

pH metr (WTW, CR)

centrifugaéni nadobky 15 ml (VWR Chemicals, CR)

injekéni stifkacky Norm-Ject 3 ml (VWR Chemicals, CR), membranové filtry PTFE
0,2 um (Sigma—Aldrich, USA)

vialky 2 ml (Agilent Technologies, USA)
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2.2 Chemikalie
o kyselina abietova (Fluorochem, UK)
o kyselina neoabietova (Santa Cruz Biotechnology, USA)
o methanol (Honeywell Chemicals, USA)
o dimethylsulfoxid (Macron Fine Chemicals, USA)
e acetonitril (Sigma — Aldrich, CR)
o tetrahydrofuran (Macron Fine Chemicals, USA)
o kyselina mravenéi (Lach — Ner, CR)

o octan amonny (Sigma — Aldrich, CR)

2.3 Analyzované vzorky

2.3.1 Kalafuna

Spole¢nost Synthesia poskytla pro potieby diplomové prace Sest vzorku balzamové kala-

funy a dva vzorky kalafunovaného mydla (obrazek 21):

e  kalafuna WW (Guangdong, Cina)

kalafuna WW (Sunny, Cina)

e  kalafuna WW (Brenntag, CR)

o kalafuna DRA (Polimeri Europa Portugal, S.A., Portugalsko)
o kalafuna Staybelite-E (Eastman, USA)

o kalafuna Foral AX-E (Eastman, USA)

e 50% sodné mydlo (Porta, CR)

o kalafunat Sylvaros (Arizona Chemical, USA)
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Obrazek 21 Vzorky kalafun, vlastni zpracovani

2.3.2  Pigmenty

Pro potieby diplomové prace poskytla spole¢nost Synthesia dva vzorky Zlutého a pét
vzorku ¢erveného pigmentu. Vzorky od kazdého pigmentu jsou oznaceny pismeny, li$i se mnoz-
stvim i druhem aplikované kalafuny. Vzorky pochazeji z procesu vyroby, nejsou ur¢ené pro ko-
mercni ucely.

Zluty pigment
Po ukonceni syntézy zlutého pigmentu (obrazek 22) se aplikuje sodna stl kalafuny a smés

se homogenizuje. Poté se odfiltruje pevny pigment na kalolisu a susi se na pasové susarné.
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Obrazek 22 Pigment Yellow, vlastni zpracovani

Kazdy ze vzorki zlutého pigmentu byl odebran ve tiech fazich vyroby:

o vodna suspenze pigmentu s kalafunou (odsusena na misce na vzduchu)

o pevna pasta po odfiltrovani tekuté ¢asti a zbaveni necistot promytim technologickou vodou
a demineralizovanou vodou (usus$ena v laboratorni susarn¢)

. vzorky filtratt a promyvacich vod (Sest vzorkl od kazdého pigmentu)

. pevna pasta (Po provoznim odsusenti).

Vzorkovani zlutého pigmentu je také znazornéno na diagramu (0Obrazek 24) na nasledujici

strané.

Cerveny pigment

Pro diplomovou praci bylo poskytnuto 5 vzorki ¢erveného pigmentu (obrazek 23), u vSech
vzorki se jednalo o provozné osusenou pastu. Vzorky A, B obsahuji stejnou davku 50% sodného
mydla. Vzorky ¢erveného pigmentu C, D, E jsou dispergovany pomoci hydrogenované kalafuny

Foral AX-E o ruznych davkach.

Obrazek 23 Pigment Red, vlastni zpracovani
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Zluty
pigment

Vzorek B

Vzorek A Stejné vzorkovani

l jako u vzorku A

Suspenze pigmentu

Aplikace kalafuny,

. Vzorek suspenze
homogenizace

Filtrace, promyvani
technologickou
aDEMIvodou

Pasta

Vzorek pasty
(laboratorni
odsuZeni)

Vzorek pasty
(provozni
odsueni)

Obrazek 24 Diagram znazornujici vzorkovani pigmentu Zlutého pigmentu,

vlastni zpracovani
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2.4 Pracovni postupy

2.4.1  Rozpustnost kalafuny v organickych rozpoustédlech

Ke 100 mg vzorku kalafuny bylo pfidano 0,1;1; 2; 15 a 50 ml rozpoustédla (vody, metha-
nolu, dimethylsulfoxidu, acetonitrilu nebo tetrahydrofuranu, tabulka 2). Smés byla tfepana
po dobu 1 minuty pii laboratorni teploté. V piipadé€, Ze se latka za téchto podminek rozpustila,

zkousela se rozpustnost v 50 ml rozpoustédla v ultrazvuku po dobu 15 minut.

Tabulka 2 Urceni rozpustnosti latky, upraveno podle [51]

Velmi . < . Velmi Spatné
., Snadno Dobre Spatné X
Rozpustnost latky snadno . . . rozpustnd/prak-
, | rozpustna | rozpustna rozpustna . .
rozpustna ticky nerozpustna

2.4.2  Priprava mobilni faze

Voda okyselena kyselinou mravenci

Do odmérné bariky o objemu 500 ml bylo odpipetovano pomoci automatické pipety 50 pl
kyseliny mravenci a doplnéno po rysku deionizovanou vodou. Obsah baiky byl promichan a
prelit do sklenéné lahve uréené pro kapalinovy chromatograf. pH takto pfipraveného roztoku bylo

3,4.

Octan amonny
Na analytickych vahach byl navazen 1 g octanu amonného. Navazka byla rozpusténa v od-
meérné barnce o objemu 1 1. Roztok byl zfiltrovan pies filtr (0,2 um) a ptelit do sklenéné lahve

pro kapalinovy chromatograf.

2.4.3  Priprava kalibra¢ni rady

Kyselina neoabietova

Zasobni roztok byl pfipraven navazenim 0,1010 g kyseliny neoabietové (98% cistota)
na analytickych vahach. Navazka byla ptevedena do 100 ml odmérné banky a doplnéna po rysku
methanolem. Ze zasobniho roztoku byl odpipetovan uréity objem (piehled v tabulce piiloze 3)
do 10 ml banky a doplnéno po rysku methanolem. Byly davkovany 2 ul roztoku.
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Kyselina abietova

Zasobni roztok byl pfipraven navazenim 0,1033 g kyseliny abietové (95% cCistota) na ana-
lytickych vahach. Navazka byla pfevedena do 100 ml odmérné bariky a doplnéna po rysku me-
thanolem. Ze zasobniho roztoku byl odpipetovan urcity objem do 10 ml baniky (ptehled v tabulce

v ptiloze 4) a doplnéno po rysku methanolem. Byly davkovany 2 ul roztoku.

2.4.4  Postup pripravy vzorki k HPLC analyze

Vzorek kalafuny

Pevné vzorky kalafuny byly nadrcené na jemny prasek pomoci misky s tlouckem.
U vzorkl kalafunovanych mydel nebyla potieba specidlni tprava pied analyzou. Pro ptipravu
standardu bylo navazeno 100 mg vzorku kalafuny do 100 ml odmérné bariky a doplnéno po rysku
methanolem. Nasledn¢ byl vzorek piefiltrovan pies PTFE filtr 0.2 um piimo do nadobky pro au-

tosampler a analyzovan.

Vzorek pigmentu

Do 15 ml centrifuga¢ni zkumavky bylo navazeno 250 mg vzorku pigmentu. Automatickou
pipetou bylo ptidano 5 ml methanolu. Vznikla suspenze byla dukladné protiepana a obsah cen-
trifugacni zkumavky odstied’ovan po dobu 5 minut pti 3000 ot./min. Vznikly kapalny podil byl

nasledné prefiltrovan ptes PTFE filtr 0.2 um, extrakt 10x zfedén a analyzovan.

Vzorky filtratu
Z filtratu bylo odpipetovano 2,5 ml do 10 ml banky, doplnéno po rysku methanolem
a barika byla fadné protiepana. Tento roztok byl prefiltrovan pies PTFE filtr 0.2 um, extrakt 4x

ziedén a analyzovan.

245  Acidobazicka titrace

Bylo navazeno 1,0-1,5 g vzorku pigmentu nebo 0,8 g vzorku kalafuny s ptesnosti na 4 de-
setinnd mista do 250 ml kadinky, ptidano 40 ml ethanolu a po dokonalém rozmichani bylo pii-
dano 40 ml destilované vody.

Roztok v kadince byl ztitrovan roztokem hydroxidu sodného 0 koncentraci 0,1 mol/l za po-
tenciometrické indikace na kombinovanou sklenénou elektrodu. Z bodu ekvivalence se vypocetl
obsah kalafuny ve formé kyseliny abietové (Rovnice 1).

Tentyz roztok (po prvni titraci) byl ztitrovan zpét roztokem kyseliny chlorovodikové

o0 koncentraci 0,1 mol/l. Titra¢ni kiivka obsahovala 2 skoky. Z rozdilu spotfeb v bodu
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ekvivalence druhé viny a prvni vlny titrace (nadbytecny hydroxid sodny) se vypocital obsah cel-
kové kalafuny (Rovnice 2). Mnozstvi kalafunatu bylo spocitano z rozdilu celkové a volné
kalafuny (Rovnice 3). Data ziskana z titrace hydroxidem sodnym lze vyuzit pro vypocet experi-
mentalni hodnoty &isla kyselosti (Rovnice 4) a porovnani s hodnotou deklarovanou vyrobcem

(vysledky Ize porovnat v tabulce 15).

Vypocet procent volné kalafuny

Volna kalafuna [%] = W Rovnice 1
A spotfeba odmérného roztoku 0,1 mol/l hydroxidu sodného [ml]
fNaOH ....... faktor odmérného roztoku hydroxidu sodného
M., navazka vzorku [g]

Vypocet procent celkové kalafuny

Celkovd kalafuna [o] = ~/22222 Rovnice 2
Do rozdil spotieb odmérného roztoku 0,1 mol/l kyseliny chlorovodikové [ml]
Z bodu ekvivalence druhé a prvni viny titrace
frer .......... faktor odmérného roztoku HCI
M navazka vzorku [g]
Vypocet procent soli kyselin
Kalafuna ve formé soli [%] = % kalafuny celkové - % kalafuny volné [43] Rovnice 3
Vypocet Cisla kyselosti
Cislo kyselosti [mg KOH/1 g kalafuny] = 2¥eo# 'Mr(KomH)'f </ Naon Rovnice 4
VNaOH «vvvene objem NaOH potiebného k dosaZeni bodu ekvivalence [ml]
Mr o molekulova hmotnost
Foee, prepocet molekulové hmotnosti KOH/NaOH (f = 1,40)
Covrrrerrerreenns koncentrace roztoku hydroxidu sodného [mol/l]
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T NaOH «.vvve. faktor roztoku hydroxidu sodného

Mo navazka kalafuny [g]

2.5 Podminky jednotlivych analyz

2.5.1 UV spektrometrie

Podminky analyzy:

jednopaprskovy UV spektrometr Helios Beta
rozsah vinovych délek: 190-320 nm

tloustka kyvety: 1 cm

2.5.2  IC spektrometrie

Podminky analyzy:

jednoodrazovy ATR nastavec MIRacle (Pike), pozadi: ¢isty ATR krystal
spektrometr Nicolet 6700 FTIR

rozsah vlnodtii: 640-4000 cm™ (rozliseni 4 cm™, 64 skent).

253 NMR

Podminky analyzy:

ptistroj Bruker AVANCE 111 HD 400
400,13 resp. 100,62 MHz, pti laboratorni teploté
vzorky byly rozpustény v deuteriochloroformu (CDCIs)

'H a BC chemické posuny byly vztazeny viiéi centralnimu signélu rozpoustédla nebo TMS
(6 =7,27 resp. 77,0 nebo 0.00).

254 HPLC/MS

hmotnostni spektrometr AB Sciex 4500 (Framingham, USA) s trojitym kvadrupdlem/line-

arni iontovou pasti
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HPLC podminky:
. kolona Ascentis Express F5, 150 x 3 mm; 2,7 um
o gradient 40-90 % MeOH za 5 minut, dale isokraticky 90 % do 10 min

J pratok 0,5 ml/min.

MS podminky:

curtain gas: 20 psi

o ion source gas 1: 40 psi

o ion source gas 2: 50 psi

. teplota 400 °C

o ion spray voltage: -4500 V
. vstupni potencial: -10 V

o deklasteracni potencial -120 V.

255 HPLC/UV
Kolona Nucleosil 120
Podminky analyzy:
J kolona: Nucleosil C18, 4 x 125 mm; 5 um (Watrex, CR)
J pratok: 1 ml/min
J detekce UV: 220, 241, 254, 272 nm
o teplota: 30 °C

J mobilni faze: isokraticka eluce methanol-5% kyselina octova-voda 85:5:10.

Kolona Poroshell 120
Podminky analyzy:
o kolona: Poroshell 120 C18, 3 x 150 mm; 2,7 um (Agilent, USA)

J pratok: 1 ml/min
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e  detekce UV: 220, 241, 252, 266, 300 nm
. teplota: 35 °C
o mobilni faze: gradientova eluce acetonitril-octan amonny

J casovy prub¢ch gradientové eluce:

0

40 60

90 10

6,1 90 10
12 90 10

12,1 40 60
15 40 60

Kolona Discovery HS

Podminky analyzy:

e  kolona: Discovery HS PEG 50 x 2,1 mm; 3 um (Supelco/Merck, CR)
o pratok: 1 ml/min

. detekce UV: 220, 241, 252, 266, 272 nm

o teplota: 30 °C

° mobilni faze: isokraticka eluce acetonitril-voda 70:30.

Kolona Kinetex C18

Podminky analyzy:

o kolona: Kinetex C18, 150 x 6 mm; 5 um (Phenomenex, USA)
. pratok: 1 ml/min

o  detekce UV: 220, 240, 250, 270 nm

. teplota: 30 °C

. mobilni faze: isokraticka eluce acetonitril-0,01% HCOOH 70:30.
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2.6 Software k vyhodnoceni dat

Vyhodnoceni chromatogramui probéhlo v programu OpenLab CDS (Agilent). VVzorce che-
mickych sloucenin uvedené v teoretické ¢asti byly vytvoreny pomoci programu ACD/ChemS-
ketch, ktery je k dispozici ve freeware verzi. Diagram vzorkovani Zlutého pigmentu (obrazek 24)
je vytvoreny v programu MS Visio, ktery je dostupny na terminalovém serveru Univerzity Par-

dubice.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1  Popis vzorku

3.1.1 Vzorky kalafun

Jednotlivé vzorky kalafun se od sebe velmi lisi a to barvou, hrubosti nebo zdpachem. Nej-
svétlejsi je vzorek hydrogenované kalafuny Foral AX-E, ktera je téméf bilé barvy, kalafuna Sta-
ybelite a kalafuny jakosti WW maji srovnatelnou svétle Zlutou barvu. Nejtmavsi je kalafuna
DRA, ktera je barvou na prvni pohled velice odli$na od ostatnich. Kalafuna WW od dodavatele
Brenntag se od ostatnich li§i hrubosti. Zatimco ostatni vzorky jsou ve formé rizn¢ velkych krys-
talkdl, tato kalafuna je uspotfadana do desticek. Kalafuna Foral AX-E i Staybelite jsou téméf

bez zapachu, ostatni vzorky jsou piijemné citit po pryskyfici.
3.1.2 Vzorky pigmenti

Vzorky pigment jsou praskové, bez zapachu (obrazky 22, 23).

3.2 Urc¢eni slozeni vzorka kalafun

K identifikaci latek obsazenych v kalafuné byla vyuzita UV, IC, NMR a MS spektra. Vy-

brané vzorky byly analyzovany také pomoci emisni spektralni analyzy (ESA).

3.21 UV spektra

Vzorky kalafun byly rozpustény v methanolu a prométeny v blizké oblasti UV zateni
Vv rozsahu vinovych délek 190-320 nm (obrazky 25-30). Vysledna data byla standardizovana
tak, aby nejvyssi bod spektra mél jednotkovou absorbanci a tvar vyslednych absorpcnich spekter
vzorkl kalafun mohl byt navzajem porovnan.

U vSech vzorkd je zfetelny absorpéni pas s maximem Amax = 210 nm (vyjimkou je absorpcni
spektrum sodného mydla kalafuny, které obsahuje pas s maximem pii 200 nm), nejspise odpovi-
dajiciho aromatickému systému. Z moznych potencidlnich struktur kyselin obsazenych v kala-
funé se mize jednat o kyselinu dehydroabietovou nebo z ni odvozené oxidované slouceniny,
obsahujici aromatické jadro a hydroxy- ¢i oxo-skupinu (obrazek 7). U vzorku kalafuny jakosti
WW od riiznych dodavatel je vidét riizna intenzita absorpce pii 210 nm.

Dale vsechny vzorky obsahuji zfetelny pas s maximem Amax = 240 nm, které odpovida ky-

seling abietové (Viz obrazek 8).
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Absorpcni spektrum kalafuny

WW Guangdong
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
190 210 230 250 270 290 310
A [nm]
Obrazek 25 Absorpéni spektrum kalafuny WW Guangdong
Absorpcni spektrum kalafuny
WW Sunny
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
190 210 230 250 270 290 310

A [nm]

Obrazek 26 Absorp¢ni spektrum kalafuny WW Sunny
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Absorpcni spektrum
sodného mydla kalafuny

A
08
0,6
0,4
0,2
0
190 210 230 250 270 290 310
A [nm]
Obrazek 27 Absorpéni spektrum 50% sodného mydla kalafuny
Absorpcni spektrum kalafuny
DRA
1
A
08
0,6
0,4
0,2
0
190 210 230 250 270 290 310

A [nm]

Obrazek 28 Absorp¢ni spektrum kalafuny DRA
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Absorpcni spektrum
castecné hydrogenované kalafuny

A Staybelite
0,8
0,6
0,4
0,2
0
190 210 230 250 270 290 310

A [nm]

Obrazek 29 Absorp¢ni spektrum ¢asteéné hydrogenované kalafuny Staybelite

Absorpcni spektrum
hydrogenované kalafuny

! Foral AX-E
A
0,8
0,6
0,4
0,2

0

190 210 230 250 270 290 310

A [nm]

Obrazek 30 Absorp¢ni spektrum uplné hydrogenované kalafuny Foral AX-E
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3.2.2  IC spektra

vvvvvv

e  pas naleZici volné karboxylové skuping (-COOH): 1690 cm™
e pas-C-O- skupiny: 1273 cm™
e  pasy nalezici solim karboxylovych kyselin: 1533 a 1390 cm™

e alifaticky skelet: pasy 2928, 2867, 1459 cm a 1385 cm™.

Prvnim tkolem bylo porovnat kalafuny jakosti WW od vice dodavatelu (obrazek 31). Uka-
zalo se, ze vzorky od dodavatele Guangdong a Sunny maji z hlediska vysledkli infracervené
spektrometrie prakticky stejné slozeni. Intenzita odpovidajici volné karboxylové skupiné i solim

je u obou vzorku prakticky shodna.

0.23:

022
— WW (Sunny)

021 — WW (Guangdong)

0.20;
0.19:
0.18;
017
0.16:
0.15;
014
013

0.11
0.10
0.00
0.08
0.07
0.06
0.05 .\-\
0.04
0.03
0.02
0.01

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm-1)

Absorbance
o
I

Obrazek 31 Porovnani ATR spekter kalafuny jakosti WW od vice dodavatela

K dispozici byly také dva vzorky kalafunatu: 50% sodné mydlo a kalafunat Sylvaros. Z po-
rovnani spekter (Obrazek 32) Ize pozorovat intenzivni narist piislusnych pasi a dale lze vyvodit,
ze mydlo Sylvaros obsahuje podstatné méné soli karboxylovych kyselin oproti kalafunatu s 50%

obsahem sodného mydla.
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0.32

0.30- —— 50% sodné mydlo

—— mydlo Sylvaros
0.28

Absorbance

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm-1)

Obrazek 32 Porovnani ATR spekter 50% sodného mydla a mydla Sylvaros

WW (Guangdong)

0.22 —— hydrogenovana Foral AX-E

0.20

0.16

0.14

Absorbance

3500 3000 2500 2000 1500 1000
‘Wavenumbers (cm-1)

Obrazek 33 Porovnani ATR spekter nehydrogenované a hydrogenované kalafuny

Pii porovnani kalafuny s konjugovanym systémem dvojnych vazeb (kalafuna WW) a
hydrogenované kalafuny (Obrazek 33) se ukazuje, ze kalafuna WW obsahuje navic pasy o vl-
nodtech 895 a 882 cm™. Tyto pasy obsahuji obé kalafuny WW, &aste¢né hydrogenovana kalafuna

Staybelite obsahuje pouze pas 882 cm™.
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022
—— DRA

0204 — WW (Sunny)
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Obrazek 34 Porovnani spekter disproporciované kalafuny DRA a WW (Sunny)

Pfi porovnani kalafuny DRA s kalafunou WW (obrazek 34) Ize u kalafuny DRA pozorovat
navic piitomnost past 1609 a 1497 cm™. Tyto pasy nejspise odpovidaji aromatickému systému,

ktery je u kalafuny DRA ve vyssi koncentraci.

3.2.3  Emisni spektralni analyza

Vzorky kalafuny WW (Guangdong), hydrogenované kalafuny Foral AX-E a 50% sodného
mydla byly analyzovéany z hlediska obsahu kovi.

Podle vysledkt analyz dodanych externim servisnim pracovistém obsahuje sodné mydlo
48 064 mg/kg sodiku, dale obsahuje draslik, vapnik a v malém mnozstvi také Zelezo, fosfor, hli-
nik @ mangan. Vzorky kalafun obsahuji stejné kovy, v pomérech jednotlivych kovi se vSak lisi.
V kalafuné¢ WW se vyskytuje ¢tyfnasobné mnozstvi sodiku, trojnasobné mnozstvi vapniku a po-
loviéni mnozstvi drasliku nez v hydrogenované kalafuné. Z toho vyplyva, Ze hydrogenovana
kalafuna tedy obsahuje vétsi mnozstvi volnych karboxylovych kyselin.

Vsechny vzorky obsahuji velky pocet kovovych iontd, z nichz vétSina je ale pod limitem
kvantifikace, v¢etné toxickych kovi (As, Cd, Pb, Hg). Piesné hodnoty jsou uvedeny v tabulce

Vv ptiloze 1.
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3.24 NMR spektra

Technika NMR neni pfili§ Casto vyuzivana k analyze pryskyfiénych kyselin. Skakovsii je
autorem jedné z mala praci zaméfenych na toto téma. Ve své praci uvadi chemické posuny jed-

notlivych vodikd v *H-NMR spektrech piislusnych kyselin [52].
a) H-NMR spektra

Ve spektru lze pozorovat posuny odpovidajici vodikiim na dvojné vazbé (4—8 ppm) a dale
vodiktim na jednoduché vazbé (0-3 ppm), jejichz signaly se navzajem piekryvaji. Experimen-
taln€ bylo potvrzeno, ze literarni udaje lze pouzit k identifikaci kyselin v kalafuné. Byl prométen
analyticky standard kyseliny neoabietové (Obrazek 35 nahofte), vzorek samotné kalafuny WW
(obrazek 35 uprostied), dale kalafuny s ptidavkem standardu kyseliny neoabietové. Pfi srovnani

spekter byl pozorovan pfiristek signalu (obrazek 35 dole) [52].

pind. spletaacarvuosl |
Scale : 1.4142° L

| Kyselina neoabietova

Analyticky standard
kyseliny neoabietové

14 [rel]

12

1 5pL6Y anravvuosll—
Scale : 3.0467 |

Kalafuna WW v

Afbpspin .Spls\daca\WUS‘

ocgpaler 3o6leg [~ b
Kalafuna WW s pfidavkem W
kyseliny. neoabietw
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Obréazek 35 'H-NMR spektrum standardu Kyseliny neoabietové (nahote), kalafuny WW

(uprostied) a kalafuny WW s pridavkem kyseliny neoabietové (dole)

V kalafuné WW (Guangdong) byla nalezena kyselina abietova (6 = 5,78 a 5,38 ppm), ky-
selina neoabietova (6 = 6,21 ppm) a kyselina dehydroabietova (6 = 7,20; 7,04 a 6,92 ppm) [52].

NMR spektrum hydrogenované kalafuny Foral AX-E obsahuje pouze signaly vodiki z aro-

matického jadra, které ptislusi kyseliné dehydroabietové (obrazek 36).
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Obréazek 36 'H-NMR spektrum kalafuny Foral AX-E

b) ¥C-NMR spektra

13C-NMR spektra 1ze vyuzit k identifikaci po¢tu karboxylovych skupin. V kalafuné WW
(Guangdong) bylo nalezeno 9 signalti karboxylovych skupin (obrazek 37 uprostied). Narozdil
od 'H-NMR spekter, zde signal standardu kyseliny neoabietové (obrazek 37 nahote, signdl 1)
neodpovidal chemickym posunem zadnému signalu ve spektru. S pomoci pfidavku standardu
do vzorku kalafuny se ale jeji ptitomnost potvrdila, opét 1ze pozorovat nartst jejiho signalu (ob-

razek 37 dole).
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Obrazek 37 1*C-NMR spektrum kyseliny neoabietové (nahoie), kalafuny WW (uprostied)
a kalafuny WW s pridavkem kyseliny neoabietové (dole)
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Ve smési ostatnich pryskyfiénych kyselin doslo ke zméné hodnoty chemického posunu
signalu karboxylové skupiny kyseliny neoabietové. Hodnota chemického posunu chloroformu
(7,27 ppm) ani hodnoty ostatnich uhlikovych signali posunuté nebyly. Pfesny divod neni
znamy, muze to byt naptiklad vznikem kondenza¢nich produkti.

V hydrogenované kalafuné bylo nalezeno 12 signdlti karboxylové skupiny, ptficemz
podle hodnot chemického posunu se nejedna o stejné kyseliny jako ve vzorku kalafuny WW
(obrazek 38).
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Obrazek 38 13C-NMR spektrum kalafuny Foral AX-E

Vzhledem k zménam hodnot chemickych posunt signali karboxylovych skupin ve smési

jsou 3C-NMR spektra k identifikaci pryskyfi¢nych kyselin méné vhodna.

3.25 Hmotnostni spektra

Vzorek kalafuny WW (Guangdong) byl analyzovan HPLC/MS systémem. Na obrazku 39
je uveden celkovy iontovy chromatogram vzorku pro rozsah m/z = 50-600 a dale iontovy chro-
matogram pro konkrétni rozsah m/z = 300-302 odpovidajici kyselinam pfitomnym v analyzova-
nych vzorcich. Na obrazku 43 a ptilozenych hmotnostnich spektrech (obrazek 40) jednotlivych
latek je patrné, ze piky s retencnimi casy 7,58 min a 7,45 min obsahuji isomerni kyseliny
s m/z =302 (kyselina abietova a jeji isomery) a pik s reten¢nim ¢asem 6,80 min obsahuje kyse-

linu s m/z = 300.
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3.3 Rozpustnost kalafuny

Podle postupu uvedeného v kapitole 2.4.1. byla zkouSena rozpustnost u péti vzorka kala-

funy: kalafuny WW, ¢astecné hydrogenované kalafuny Staybelite, hydrogenované Foral AX-E,

sodného mydla od dodavatele Porta a mydla Sylvaros. Pokud byl roztok upIln¢ homogenni, latka

byla oznac¢ena za danych podminek za rozpustnou (+). V ptipadé, ze zustal podil nerozpustén,

latka byla oznacena jako nerozpustna (-). Pokud se vzorek nerozpustil po protiepani ani v 50 ml

rozpoustédla, byl umistén na 15 minut do ultrazvukové 1azné a znovu odecten vysledek (ta-

bulky 3-7).

Tabulka 3 Rozpustnost kalafuny WW

Kalafuna WW
(Guangdong,
Sunny,
Brenntag)

Voda - - - -
Methanol + + + +
Acetonitril - + + +
Dimethylsulfoxid + + + +
Tetrahydrofuran - + + +

Casteéné
hydrogenovana
kalafuna
Staybelite

Voda - - - -
Methanol + + + +
Acetonitril - - - +
Dimethylsulfoxid + + + +
Tetrahydrofuran - + + +

Uplné
hydrogenovana
kalafuna
Foral AX-E

Voda - - - -
Methanol + + + +
Acetonitril - - - +

Dimethylsul- + + + +
Tetrahydrofuran + + + +

50% sodné
mydlo kalafuny

Voda

Methanol

Acetonitril

Dimethylsulfoxid

Tetrahydrofuran

64



Tabulka 7 Rozpustnost kalafunovaného mydla Sylvaros

Voda + + + + + +
, Methanol - - + + + +
Kalafunat —
Acetonitril - - - - - -
Sylvaros -
Dimethylsul- - - + + + +
Tetrahydrofuran + + + + + +

Zkouseni rozpustnosti neprobéhlo za ucelem urceni piesné hodnoty rozpustnosti dan¢ latky
Vv rozpoustédle za danych podminek, nybrz pro porovnani rozpoustédel mezi sebou a vybér opti-
malniho rozpoustédla pro extrakci kalafuny z pigmentu.

Vzorky kalafuny WW, ¢asteéné hydrogenované kalafuny Staybelite a hydrogenované ka-
lafuny Foral AX-E se ve vod¢ nerozpustily ani po 15min plisobeni ultrazvukové lazné. V litera-
tufe jsou deklarovany hodnoty 0,9—-8,1 mg/l, coz odpovida latce ve vodé nerozpustné. U vzorku
sodné¢ho mydla stac¢i pro rozpusténi navazky 1 ml rozpoustédla, ve vodé je dobie rozpustné.

Co se tyka organickych rozpoustédel, nejvhodnéj$im rozpoustédlem pro kalafunu je me-
thanol nebo dimethylsulfoxid, kdy pro uplné rozpusténi navazky vzorku staci 1 ml rozpoustédla.
O néco méné rozpustna je v tetrahydrofuranu a nejméné v acetonitrilu. Sodné mydlo 1ze dobie

rozpustit také v methanolu.
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3.4 Optimalizace podminek pro extrakci a analyzu kalafuny

v pigmentech

3.41  Vybér chromatografické kolony

Kolona Nucleosil 120 C18

Pro detekci byly zvoleny vinové délky absorpénich maxim pryskyfi¢nych kyselin, které se
v kalafun¢ nejcastéji vyskytuji, tj. kyseliny abietové (240 nm), neoabietové (252 nm),
palustrové (266 nm) a levopimarové (270 nm). Na obrazku 41 je ukdzkovy chromatogram sepa-
race kalafuny WW (Guangdong) pti 254 nm, kde je mozné vidét koeluci dvou kyselin v piku

S reten¢nim ¢asem 6,3 min.
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Obrazek 41 Zaznam separace kalafuny WW (Guangdong) na koloné Nucleosil 120 C18
pri 254 nm. Experimentalni podminky viz kapitola 2.5.5.

Kolona HS Discovery
Stacionarni faze v koloné HS Discovery je polyethylenglykolova, pryskyficné kyseliny
kni maji velmi malou afinitu. Kyselina abietova eluovala pfili§ blizko mrtvého objemu

(Vm=0,186 ml, uréen pomoci thiomocoviny). Na obrazku 42 je ukazkovy chromatogram

pti 252 nm.
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Obrazek 42 Zaznam piku standardu kyseliny abietové na koloné HS Discovery PEG
pri 252 nm. Experimentélni podminky viz kapitola 2.5.5.

Kolona Poroshell 120 C18

Jako dalsi byla zvolena kolona s oktadecylsilikagelovou stacionarni fazi, stejné jako v pfi-
pad¢ kolony Nucleosil, od které se kolona Poroshell lisi rozméry i velikosti ¢astic. Pti pouziti
gradientu doslo k ¢astetnému rozdéleni kyseliny neoabietové (tr = 10,6 min) od abietové

(tr = 10,8 min), uplného rozdéleni se na této kolon¢ nepodatilo dosahnout (obrazek 43).
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Obrazek 43 Zaznam separace kalafuny WW (Guangdong) na koloné Poroshell 120 C18
pri 252 nm. Experimentalni podminky viz kapitola 2.5.5.
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Kolona Kinetex C18

Na koloné Kinetex C18 se rozdélila kyselina abietova a neoabietova za isokratické eluce
70% acetonitrilem. Pro zlepSeni tvaru pikii a zabranéni disociace byla vodna ¢ast mobilni faze
okyselena 0,01% kyselinou mravencéi. V kalafuné¢ WW (Guangdong) byla pti 250 nm identifiko-
vana Kys. neoabietova s tr = 9,3 min a abietova s tr = 9,9 min (obrazek 44). Pii 220 nm bylo

mozné pozorovat i kyselinu dehydroabietovou, ktera eluovala jiz v 6. minuté (obrazek 45).
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Obrazek 44 Zaznam separace kalafuny WW (Guangdong) na koloné Kinetex C18
pri 250 nm. Experimentalni podminky viz kapitola 2.5.5.
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Obrazek 45 Zaznam separace kalafuny WW (Guangdong) na koloné Kinetex C18
pri 220 nm. Experimentalni podminky viz kapitola 2.5.5.
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Absorpéni UV spektra pikt kyseliny dehydroabietové, neoabietové a abietové
(obrazek 46) z predchoziho chromatogramu (obrazek 45) odpovidaji absorpénim spektriam ky-

selin uvedenych v literarnich zdrojich (obrazek 8).
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Obrazek 46 Absorpéni UV spektra pika z obrazku 45 odpovidajici pryskyFi¢nym kyseli-

nam Vv kalafuné

Z testovanych kolon bylo dosazeno nejlepsich vysledkii na koloné Kinetex C18, proto tato

kolona a odpovidajici separa¢ni podminky byly pouzity pro dalsi analyzy.

3.4.2  Vybér vhodného extrakéniho ¢inidla

Pro extrakci byla pouzita ¢tyfi organicka rozpoustédla, ktera byla dostupna v Cis-
toté pro HPLC: methanol, acetonitril, tetrahydrofuran a dimethylsulfoxid. Extrakty zlutého pig-
mentu pomoci riznych organickych rozpoustédel mély odlisné zbarveni. Methanolovy extrakt
mél svétle Zlutou barvu, acetonitrilovy stfedné zlutou, tetrahydrofuranovy oranzovou a dimethyl-

sulfoxidovy extrakt temné rudou barvu (obrazek 47).

Obrazek 47 Riizna zbarveni extrakti ze vzorku Zlutého pigmentu, vlastni zpracovani
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Jak jiz bylo ovéteno pti zkouSeni rozpustnosti (tabulky 3-7), kalafuna je snadno rozpustna
ve vSech organickych rozpoustédlech s vyjimkou acetonitrilu, ktery je pro extrakci méné vhodny,
timto extrakénim ¢inidlem Se vV porovndni s ostatnimi ¢inidly vyextrahovala méné nez polovina

celkového mnozstvi kalafuny (tabulka 8).

Tabulka 8 Extrakce kyselin ze zlutého pigmentu B riznymi extrakénimi ¢inidly

Methanol 156,0+ 1,0 350,4+1,1

Acetonitril 58,7+1,3 133,0+3,1
Tetrahydrofuran 149,23 +£1,6 358,0+3,1
Dimethylsulfoxid 159,32+1,0 366,05 + 2,7

Kazdy vzorek byl prométen 3x, kompletni hodnoty jsou v pfiloze 2. Vysledky extrakce
kalafuny z pigmentu koresponduji s rozpustnosti kalafuny v pfislusném c¢inidle. Jako nejvhod-

néjsi extrakeni ¢inidlo byl zvolen methanol.

3.4.3  Vliv doby ultrazvukové extrakce na vytéZnost

Byl testovan vliv doby ptsobeni ultrazvukové lazné na vyextrahované mnozstvi kalafuny
z pigmentu. Experiment byl proveden na vzorku zlutého pigmentu B, ktery byl extrahovan me-
thanolem bez ptsobeni ultrazvuku (vzorek byl dikladné protiepan s rozpoustédlem v centrifu-
gaéni nadobce, odstfedén a zanalyzovan), po 5min, 15min a 30min (tabulka 9) ptisobeni ultra-

zvukové extrakce. Kazdy vzorek byl proméfen 3x, hodnoty jsou v piiloze 3.

Tabulka 9 Vliv doby ultrazvukové extrakce na vytéZnost

0

153,4+0,5 348,34+ 1,6
5 154,3+2,1 350,7 £4,7
15 154,9+1,4 348,6 £ 0,4
30 158,3+4,2 356,8+7,5

Z vysledkt méfeni vyplyva, Zze doba ultrazvukové extrakce nema vliv na vyextrahované
mnozstvi kalafuny z pigmentu. Ob¢ pryskyfi¢né kyseliny lze tedy vyextrahovat bez pisobeni
ultrazvukové lazné, coz vypovida o velmi slabé interakci mezi pigmentem a kalafunou.

3.4.4  Vicenasobna extrakce s vybranym rozpoustédlem

Vicendsobna extrakce methanolem byla provedena na dvou vzorcich zlutého pigmentu a

dvou wvzorcich cerveného pigmentu. Vzorky byly pfipraveny zpisobem uvedenym
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v kapitole 2.4.4. Zbytek methanolu v centrifuga¢ni nadobce po prvni extrakci byl poté dekanto-

van, bylo aplikovano ¢isté rozpoustédlo, vzorek znovu extrahovan a extrakt analyzovan. Postup

-----

a) Zluté pigmenty
Z vysledki opakované extrakce kalafuny methanolem (tabulky 10 a 11) vyplyva, ze prvni

extrakci se ze zlutych pigmentt vyextrahuje ptiblizné 90 % celkového mnozstvi kalafuny.
Tabulka 10 Vicenasobna extrakce kalafuny ze Zlutého pigmentu A

Kyselina neoabietova 251,4 90,5 26,4 9,5 - -
Kyselina abietova 628,3 90,2 68,3 9,8 - -

Tabulka 11 Vicenasobna extrakce kalafuny ze Zlutého pigmentu B

Kyselina neoabietova 252,1 89,2 26,9 9,5 3,7 1,3
Kyselina abietova 339,8 88,2 40,1 10,4 5,4 1,4

Vysoky podil vyextrahovaného mnoZzstvi jiz v prvni extrakce opét potvrzuje predpoklad,
ze kalafuna neni silné¢ vazana na pigment. Data z tabulek jsou také graficky znazornéna na ob-
razcich 48, 49.

- Zluty pigment A

90
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70
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—@— Kyselina abietova

40 —@— Kyselina neoabietova

30

Vyextrahované mnozstvi [%]
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0 — o

Pofadi extrakce 3
Obrazek 48 Vicenasobna extrakce kalafuny ze Zlutého pigmentu A
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Zluty pigment B

50 —&— Kyselina abietova

—@— Kyselina neoabietovd

Vyextrahované mnozZstvi [%]

0 — )

Pofadi extrakce 3

Obrazek 49 Vicenasobna extrakce kalafuny ze Zlutého pigmentu B

b) Cervené pigmenty
Stejné jako v piipadé Zlutych pigmenti, vicenasobna extrakce methanolem byla provedena
na dvou vzorcich ¢erveného pigmentu. Vysledky uvedené v tabulkach 12 a 13 ukazuji, ze prvni
extrakci se vyextrahuje pfiblizné stejny podil kalafuny z obou vzorkt ¢ervenych pigmenti i po-
dobny relativni podil ve srovnani se Zlutymi pigmenty (cca 85-90 %). Data jsou graficky zna-

zornéna na obrazcich 50 a 51.

Tabulka 12 Vicenasobna extrakce kalafuny z ¢erveného pigmentu A

Kyselina neoabietova

17,6

83,7

2,9

13,7

0,6

2,7

Kyselina abietova

172,5

83,6

28,0

13,6

5,9

2,9

Tabulka 13 Vicenasobna extrakce kalafuny z ¢erveného pigmentu B

Kyselina neoabietova

17,2

84,6

2,7

13,3

0,4

2,1

Kyselina abietova

178,7

84,6

27,6

13,1

4,9

2,3
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Obrazek 50 Vicenasobna extrakce kalafuny z ¢erveného pigmentu A
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Obrazek 51 Vicenasobna extrakce kalafuny z ¢erveného pigmentu B

3.5 Kalibraéni méreni

Podle postupu uvedeného v kapitole 2.4.3. byly ptipraveny kalibra¢ni roztoky vybranych
pryskyfi¢nych kyselin, kyseliny abietové a neoabietové. V ptilohach 4 a 5 jsou pipetované ob-
jemy a vysledné primérné plochy pikli (méfeni bylo provedeno tfikrat). U kazdé kyseliny byla
sestrojena zavislost primérné plochy piku na koncentraci (Obrazky 52, 53), ktera byla prolozena
linedrni regresni zavislosti. Parametry kalibracnich zavislosti, koeficienty determinace, meze de-

tekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) pro jednotlivé standardy jsou uvedeny v tabulce
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v piiloze 6. Mez detekce a mez kvantifikace byly vypocteny jako trojnasobek resp. desetinasobek

smérodatné odchylky Sumu zékladni linie.
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Obrazek 53 Kalibra¢ni primka Kkyseliny abietové

3.6  Finalni chromatograficka separace

Finalni zoptimalizovand separace pryskyfi¢nych kyselin byla provedena na koloné
Kinetex C18, 150 x 6 mm; 5 um. Nastiik vzorkt extraktu z pigmentu byl 2 ul, u vzorku kalafun
byl snizen na 1 pl (sodné mydlo 2 ul). Abietova i neoabictova kyselina byly detekovany
pii 250 nm. V tabulce 18 jsou uvedena hmotnostni procenta danych kyselin ve vzorcich kalafun
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(pramér ze tii méfeni, kompletni data jsou v tabulce v pfiloze 7). Ve vSech vzorcich byla identi-

fikovana i kyselina dehydroabietova, ke které nebyl dispozici analyticky standard.

Tabulka 14 Obsah kyseliny abietové a neoabietové ve vzorcich kalafuny

WW Guangdong 1,8+0,4 29,0+0,2 +
WW Sunny 1,8+0,2 27,7+1,2 +
WW Brenntag 4,3+0,4 28,1+1,0 +
50% Sodné mydlo 0,3+0,01 6,5+0,3 +
DRA 0 0 +
Staybelite 0 0 +
Foral AX-E 0 0 +

U kalafun WW od dodavateltt Guangdong, Sunny a Brenntag byly nalezeny hodnoty
27,7-29 % kyseliny abietové, coz koresponduje s hodnotami uvedenymi v literatute [23,24].

Dale byly prométeny extrakty ze vzorka pigmentd. V suspenzi zlutych pigmenta bylo na-
lezeno nizsi procento kyselin nez v provozné odsusené pasté, coz je zpusobeno piitomnosti soli
a necistot, které se vymyji v pribéhu promyvani (kalafuna tak v suspenzi tvoii mensi podil).
V kone¢ném pigmentu (provozné odsusené pasteé), tvoii kyselina abietova 3 % ve zlutém pig-
mentu A a 1,6 % ve zlutém pigmentu B. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 19 (kompletni data
jsou v prilohach 8 a 9). V souladu s davkovanim kalafuny se béhem technologického procesu

V pigmentu A navazala pfibliZzné dvojnasobna davka kyseliny abietové.

Tabulka 15 Obsah kyseliny abietové a neoabietové ve vzorcich Zlutych pigmentia

Odsusena suspenze 0,6 £0,01 2,6 £ 0,003 +

Zluty pigment A Pasta odsusena v susarne 0,7 £0,02 2,7+0,10 +
Provozné odsusena pasta 0,7 +0,06 3,0+0,09 +

Odsusenad suspenze 0,1 +0,002 1,0+0,03 +

Zluty pigment B Pasta odsusend v susarné 0,1 +0,002 1,6 +0,02 +
Provozné odsusena pasta 0,1+ 0,005 1,6 +0,04 +

Po dokonceni syntézy Zlutého pigmentu byly nejdiive odebrany filtraty z pocatku filtrace,
po 10 minutach a na konci filtrace. Poté byl pigment promyvan nejprve technologickou a demi-
neralizovanou vodou. Ve vzorcich filtratt a promyvacich vod ze Zlutého pigmentu A byla nale-
zena kalafuna (koncentrace kyselin uvedeny v tabulce 20, kompletni data v ptiloze 10), zatimco

promyvaci vody z pigmentu B kalafunu neobsahovaly. Z toho vyplyva, ze veskera kalafuna byla
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upravou pH v pigmentu B zafixovana, zatimco v pigmentu A se odplavovala ve form¢ sodné

soli.

Tabulka 16 Obsah kyseliny abietové a neoabietové ve vzorcich filtrata

Filtrat zacatek 9,5+0,2 58,9+0,6 +
Filtrat po 10 min 27,0%0,2 120,7+0,4 +
Filtrat konec 29,8+0,1 133,9+1,0 +
Technologicka voda po 5 hod 9,8+0,1 47,7+0,4 +
Technologicka voda konec 107,0+6,4 502,0 £ 27,9 +
Demineralizovana voda po 4 m3 123,2+1,1 521,0%+1,9 +
Demineralizovana voda konec 90,1+0,3 380,4+0,4 +

Lze pozorovat rostouci koncentrace kalafuny ve filtratech az do promyvani pigmentu de-
mineralizovanou vodou po 4m?, koncentrace pfi ukonéeni promyvani naopak klesla. Vysledky
analyz obsahu kalafuny v extraktech z pigmentt a ve filtratech ziskané kapalinovou chromato-
grafii umoznuji sledovani trendu obsahu kalafuny v pigmentu v zavislosti na prab&éhu technolo-
gie vyroby. Jednd se o vyhodu HPLC oproti acidobazické titraci, ktera je metodou neselektivni
a jeji vysledky by byly zkreslené tipravami pH, ke kterym dochazi pii technologickém postupu
vyroby jednotlivych pigmenti.

V tabulce 21 jsou uvedeny nalezené obsahy Kyselin v ¢ervenych pigmentech A a B, do kte-
rych byla aplikovana stejna davka sodného mydla. V obou pigmentech se zachytilo 0,8 % kyse-

liny abietové a 0,04 % kyseliny neoabietové. Kompletni data jsou uvedena v piiloze 11.

Tabulka 17 Obsah kyseliny abietové a neoabietové ve vzorcich ¢ervenych pigmenti

Cerveny pigment A | Provozné odsusend pasta | 0,04 + 0,002 0,8 £+ 0,004

Cerveny pigment B | Provozné odsusend pasta | 0,04 + 0,001 0,8 £+ 0,002 +

Vzorky ¢erveného pigmentu C, D a E nebyly proméieny, protoze obsahuji hydrogenova-

nou kalafunu Foral AX-E, kterou neni mozné na HPLC-DAD identifikovat.

3.7 Acidobazicka titrace

Ze spotieb hydroxidu sodného a kyseliny chlorovodikové pfi titracich Ize vypocitat obsah

volné a celkové kalafuny, a z téchto hodnot poté dopocitat procento soli (vypocet je uveden
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na stran¢ 46). Celkovou hodnotu kalafuny tvoii karboxylové kyseliny a jeji soli, volnou tvofi
vSechny pryskyficné kyseliny. Nejvyssi hodnota celkové kalafuny byla nalezena u kalafuny WW
(Brenntag). Velmi Cisté kalafuna je také uplné hydrogenovana kalafuna Foral AX-E. Ostatni ka-
lafuny se pohybuji mezi 88 a 93,3 % (tabulka 14). Zbytek do 100 % tvoti latky neutralni povahy,
jako jsou estery, aldehydy nebo alkoholy.

a)  Vzorky kalafun

Tabulka 18 Titra¢ni stanoveni volné, celkové kalafuny a kalafuny ve formé soli

WW (Guangdong) 89,6 85,9 -3,7
WW (Sunny) 93,5 91,1 -2,4
WW (Brenntag) 102,9 101,4 -1,5
50% sodné mydlo 16,2 86,2 70,0
DRA 91,1 92,10 1
Staybelite 92,9 90,5 -2,4
Foral AX-E 97,9 94,8 -3,1

Maly rozdil ve spotiebé hydroxidu sodného a kyseliny chlorovodikové muize zpusobit, ze
obsah soli nevyjde nulovy, ale miize byt i zaporny (spotieby lze porovnat v ptiloze 12).

Jinym vyjadifenim kvality kalafuny je ¢islo kyselosti, které udavad mnoZzstvi hydroxidu dra-
selného v mg potiebného k neutralizaci volnych kyselin obsazenych v 1 g latky. Vyhovujici hod-
noty u kalafuny jsou alesponn 160 mg KOH/g kalafuny, pfic¢emz kalafuna vyss$i jakosti ma vyssi
¢islo kyselosti. Porovnani hodnot experimentalnich a udanych vyrobcem je uvedeno v tabulce
15. V souladu s ptedchozimi vysledky se ukazuje, Ze nejvyssi obsah volnych kyselin obsahuje

kalafuna WW (Brenntag). VSechny vzorky kalafun maji vyhovujici €istotu.

Tabulka 19 Cislo kyselosti: hodnota deklarovana vyrobcem a experimentalni hodnota

WW (Guangdong) 167 166
WW (Sunny) 167 173
WW (Brenntag) 164-174 191
DRA Neuvedeno 169
Staybelite 155-175 172
Foral AX-E 158-173 181

b)  Vzorky pigmenti
Stejnym zplsobem jako u vzorku ¢isté kalafuny lze titraci provést i u vzorku pigmentu.

Zluté pigmenty A aB vznikly stejnou chemickou reakci, jednd se o produkty stejného
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chemického slozeni. Technologicky postup mezi vzorky se li$i mnozstvim aplikované kalafuny
(WW od dodavatele Guangdong ve form¢ kalafunatu) a ipravou pH. Do zlutého pigmentu A byl
aplikovan dvouapilnasobek kalafunatu oproti vzorku B. U vzorku A se pH upravuje na hodnotu
10,5, proto je vétSina kalafuny ve formé soli. Vzorek B je po aplikaci kalafunatu vykyselen

na hodnotu 5,5, ¢imz se kalafuna pfevede do formy volnych kyselin (tabulka 16).

Tabulka 20 Titra¢ni stanoveni volné, celkové kalafuny a kalafuny ve formé soli ve Zlutych

pigmentech

Suspenze pigmentu
s kalafunou
Pasta pigmentu
odsusena v laboratorni su- 1,3 3,6 2,3
sarné
Provozné odsusena pasta 1,4 3,9 2,5
Suspenze pigmentu
s kalafunou
Pasta pigmentu
odsusena v laboratorni su- 3,6 3,7 0,1
sarné
Provozné odsusena pasta 3,9 4,0 0,1

Navazky vzorku pigmentu, spotieby hydroxidu sodného a kyseliny chlorovodikové jsou
uvedeny v tabulce v piiloze 13.

Do ¢ervenych pigment A, B byla aplikovana stejna davka 50% sodného mydla kalafuny
od firmy Porta. Opét 1ze pozorovat vliv pH, kdy ve vzorku A je kalafuna ve formé volné kyseliny,
zatimco vzorek B obsahuje kalafunat (tabulka 17). Vzorky ¢ervenych pigmenti C, D, E obsahuji
uplné hydrogenovanou kalafunu Foral AX-E (vzorek C jednu davku, D a E dvé davky kala-
funatu). Procento zachyceni kalafuny u vzorkti C, D a E vyrobenych stejnym technologickym
postupem prakticky nezalezi na mnozstvi ptfidané kalafuny a z vysledkli je mozné usoudit, Ze

jedna davka kalafuny je dostacujici.

Tabulka 21 Titraé¢ni stanoveni volné, celkové kalafuny a kalafuny ve formé soli v ¢ervenych

pigmentech
A 7,1 9,1 2,0
B 1,8 10,5 8,7
C Provozné odsusena pasta 4,1 7,1 3,0
D 6,0 9,1 3,1
E 5,2 8,0 2,8
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3.8 Porovnani titra¢niho a HPLC stanoveni obsahu kalafuny v pig-

mentech

V piiloze 14 jsou uvedeny souhrnné vysledky analyz obsahu kalafuny v obou pigmentech.
V piipadé¢ zlutého pigmentu A jsou obsahy kalafuny nalezené titracn¢ i pomoci HPLC analyzy
velmi podobné. U vzorki zlutého pigmentu B je obsah kalafuny nalezeny titracné vyssi nez ob-
sah zjistény HPLC, coz muze byt zptisobeno odliSnym technologickym postupem, kdy vzorek
pigmentu B je béhem vyroby vykyselen a ¢ast neodmyté kyseliny miize zkreslovat vysledky
stanoveni acidobazickou titraci.

U cCerveného pigmentu jsou rozdily mezi obsahy kyseliny stanovenymi titraéni a HPLC
analyzou jesté markantnéjsi, coz je nejspise zptisobeno technologii vyroby pigmentu. Nutno po-
znamenat, ze zvolenou HPLC technikou lze stanovit pouze ty kyseliny v kalafun¢, které absor-

buji v UV oblasti.
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4  ZAVER

Stavajici metoda ke stanoveni kalafuny v organickych pigmentech pouzivana ve spolec-
nosti Synthesia, a. s. je acidobazicka titrace. Tato metoda umoznuje zjistit celkovy obsah kala-
funy, ktery odpovida souctu vSech pryskyti¢nych kyselin, pfi¢emz nelze rozlisit poméry jednot-
livych kyselin obsazenych v kalafuné; obsah je pfepoc¢ten na kyselinu abietovou, coz je mozné
za predpokladu pifitomnosti kyselin o stejné molekulové hmotnosti (nepiesnost by zpiisobila na-
ptiklad ptitomnost kondenzovanych produktit). Vyhodou této titrace je moznost stanoveni ob-
sahu soli pryskyti¢nych kyselin, ktery lze zjistit vypoctem z rozdilu spotieb pfi titraci hydroxi-
dem sodnym a zpétné titraci kyselinou chlorovodikovou.

Jak bylo béhem experimenti ovéreno, tuto metodu nelze aplikovat na vsechny druhy
vzorkl, protoze se nejedna o specifickou metodu a vyslednou hodnotu ovliviiuje pH matrice
(pigmentu). U nekterych znaéek pigmentu se po ukonceni syntézy cilené upravuje pH, a proto je
vysledna hodnota obsahu kalafuny zatizena chybou. Pfi tpravé pH do kyselé oblasti je hodnota
falesné pozitivni, coz bylo mozné pozorovat u titrace vzorkd suspenzi zlutych pigmenta.

Vysledky stavajici metody byly porovnany s hovou metodou, stanoveni obsahu kalafuny
kapalinovou chromatografii s DAD detektorem. Timto zptisobem lze stanovit pouze takové prys-
kyti¢né kyseliny v kalafuné, které obsahuji vhodny chromofor, tj. kyseliny abietového typu (Ky-
selina abietova, neoabietova, palustrova, levopimarova a kyselina dehydroabietova) a dale oxi-
dované molekuly odvozené od vySe uvedenych.

K extrakci kalafuny z piedlozenych vzorkt pigmenti byl pouzit methanol, nicméné vhod-
nymi extrakénimi ¢inidly jsou i DMS nebo THF. Z vysledkt vicenasobné extrakce vyplyva, ze
ucinnost prvni extrakce je téméi 90 %. coz znaci, v souladu s literarnimi udaji [38], ze kalafuna
neni siln€ vazana na pigment. Doba plsobeni ultrazvukové 14zné neméla na vyextrahované
mnozstvi kalafuny zddny vliv, proto optimalizovana extrakce probihala bez ultrazvuku.

Pro potieby diplomové prace byly k dispozici standardy kyseliny abietové a neoabietové.
Dalsi standardy pryskyficnych kyselin nebyly k dispozici z divodu jejich nedostupnosti
na trhu, resp. z velice vysoké ceny.

Analyzované vzorky kalafun lze rozd¢lit na kalafunaty (50% sodné mydlo, Sylvaros), dis-
proporciované (kalafuna DRA, kalafunat Sylvaros), hydrogenované (kalafuna Foral AX-E), ¢as-
tecné hydrogenované (kalafuna Staybelite) a nemodifikované kalafuny (jakost WW, k dispozici
od tfech dodavatelit).

Kapalinovou chromatografii bylo zjisténo, Ze disproporciované vzorky obsahuji pouze ky-

selinu dehydroabietovou. U kalafun jakosti WW byly stanoveny hodnoty kyseliny neoabietové
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a kyseliny abietové, které se podarilo chromatograficky tplné rozlisit pfi isokratické eluci 70%
acetonitrilem na kolon¢ Kinetex C18. Hydrogenovanou kalafunu pfitomnou ve vzorcich Cerve-
ného pigmentu C, D a E neni kvili absenci chromoforu mozné s HPLC-DAD identifikovat.

Velmi dualezité jsou toxikologické vlastnosti kalafuny, pfi¢emz zavisi na tom, zda je kala-
funa ve form¢ volné kyseliny nebo soli. Kalafunat pfitomny ve vzorcich pigmentu je v koncen-
traci vétsi nez 1 hm. % drazdivy pro oko, senzibilizujici pro kiizi a toxicky pro vodni organismy,
zatimco kalafuna ve stejné koncentraci je pouze senzibilizujici pro kazi.

Obé metody maji své vyhody i nevyhody. Pomoci acidobazické titrace lze rozlisit mezi
volnou kalafunou a kalafunatem, coz u HPLC neni mozné. Nicmén¢ je to metoda neselektivni a
1ze ji ovlivnit hodnotou pH matrice, ktera u HPLC neni problémem, Ize také sledovat poméry

jednotlivych kyselin ve vzorku.
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PRILOHY

Ptiloha 1 Stanoveni kovi ve vzorcich kalafuny

Prvek Obsah soli [mg/kg]
Kalafuna WW Kalafuna Foral AX-E 50% sodné mydlo
Ag <15 <15 <15
Al 7 3 5
As <25 <25 <25
B <25 <25 <25
Be <5 <5 <5
Bi <25 <25 <25
Ba <25 <25 <25
cd <1,5 <1,5 <1,5
Ca 336 120 270
Co <15 <15 <15
Cr <10 <10 <10
Cu <15 <15 <15
Fe 18 9 16
K 18 37 500
Li <15 <15 <15
Mg 5 4 6
Mn <15 <15 <15
Mo <15 <15 <15
Na 203 50 48000
Ni <15 <15 <15
P 18 25 15
Pd <15 <15 <15
Pb <25 <25 <25
Sb <25 <25 <25
Se <25 <25 <25
Sn <25 <25 <25
Sr <5 <5 <5
Ti <15 <15 <15
Tl <25 <25 <25
Zn 8 4 <15
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Ptiloha 2 Vliv extrak¢niho ¢inidla na vytéZnost

Kyselina neoabietova Kyselina abietova
Extrakéni | Navazka Primérna plocha Primérna plocha
¢inidlo [mg] | Plocha pro navazku SD Plocha pro navazku SD
250 mg 250 mg
254,2 159,4 354,8
Methanol | 248,5 153,6 156,0 1,0 349,5 350,4 1,1
249,7 156,4 350,3
) 249,4 60,5 134,5
Ac‘::icl’“" 249,7 | 578 58,7 1,3 | 1285 133,0 3,1
250,3 57,8 135,6
251,6 149,2 356,0
THF 250,5 152,0 149,5 1,6 361,4 358,0 3,1
250,9 149,0 360,8
250,5 159,3 366,1
DMSO 252,8 158,5 157,6 1,0 363,6 361,6 2,7
252,9 159,0 364,0
Ptiloha 3 Vliv doby ultrazvukové extrakce na vytéZnost
Doba ULZ B Kyselinavneo’abietové Kyselina va\bitetové
extrakce Navazka Primérna plocha Primérna plocha
[min] [mg] | Plocha pro navazku SD Plocha pro navazku SD
250 mg 250 mg
252,7 155,5 353,3
0 256,6 156,8 153,4 0,5 355,3 348,34 1,6
253,2 155,6 354,0
253,0 153,5 349,9
5 250,4 157,2 154,3 2,1 357,6 350,7 4,7
252,1 155,5 352,4
254,2 159,4 354,8
15 248,5 152,5 154,9 1,4 346,7 348,6 0,4
250,3 154,8 348,4
250,8 164,0 367,9
30 250,2 153,2 158,3 4,2 349,0 356,8 7,5
250,4 158,7 355,6




Ptiloha 4 Kalibraéni data pro zavislost kyseliny neoabietové (n = 3)

Kalibragni bod Pipetovany objem zasobniho roz- Koncentrace Priimérna plocha piku
toku [ml] [ng/ml]

1 0,01 1,0 7,7

2 0,05 4,9 40,4
3 0,1 9,9 79,8
4 0,15 14,8 121,7
5 0,2 19,8 160,4
6 0,25 24,7 202,4
7 0,3 29,7 248,2
8 0,35 34,6 287,9
9 0,4 39,6 329,5
10 0,45 44,5 366,8
11 0,5 49,5 412,0
12 0,55 54,4 451,9
13 0,6 59,4 495,4

Ptiloha 5 Kalibra¢ni data pro zavislost Kyseliny abietové (n = 3)

Kalibra&ni bod Pipetovany objem zasobniho Koncentrace Primérnd plocha piku
roztoku [ml] [ng/ml]
1 0,1 9,8 41,6
2 0,3 29,4 122,7
3 0,4 39,3 162,5
4 0,6 58,9 250,6
5 0,7 68,7 285,6
6 0,9 88,3 368,5
7 1 98,1 412,7
8 1,1 107,9 448,0
9 1,3 127,6 535,4
10 1,4 137,4 567,8
11 1,6 157,0 658,5
12 1,7 166,8 692,6
13 1,9 186,5 791,5
14 2 196,3 829,5

Ptiloha 6 Parametry kalibracnich zavislosti, koeficienty determinace, meze detekce (LOD)

a meze stanovitelnosti (LOQ) pro jednotlivé standardy

Standard Koncentracni Rovnice regrese LoD LoQ
rozsah [pg/ml] [ng/ml] [ng/ml]

Kyselina neoabietova 1-59,4 y=8,35-x-2,13 0,25 0,68

Kyselina abietova 9,8-196,3 y=6,07-x-2,21 0,28 0,72
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Ptiloha 7 HPLC analyza vzorki kalafuny

Kyselina neoabietova Kyselina abietova
Vzorek | Navéika Primérna c Primérna
kalafuny [mg] Plocha [Hn: %] hodnota | SD | Plocha | [Hm. | hodnota | SD
) ¢ [Hm. %] %] ¢ [Hm. %]
99,7 52,6 1,3 612,1 29,3
Gua\:1vgv(\ilong 100,4 81,1 2,0 1,8 0,4 609,9 29,0 29,0 0,2
100,6 82,5 2,0 609,5 28,9
113,4 23,9 0,3 291,5 6,1
Sodné
mydlo 107,5 23,4 0,3 0,3 0,01 | 303,6 6,7 6,5 0,3
103,3 22,8 0,3 283,2 6,5
100,2 0 0 0 0
DRA 99,6 0 0 0 0 0 0 0 0
99,7 0 0 0 0
99,2 158,1 3,9 562,7 27,0
Brz\r:‘rl'l\:ag 100,7 188,9 4,5 4,3 0,4 604,7 28,6 28,1 1,0
100,7 190,5 4,6 607,9 28,8
101,9 0 0 0 0
Staybelite 100,2 0 0 0 0 0 0 0 0
101,3 0 0 0 0
100,6 0 0 0 0
Foral AX-E 99,7 0 0 0 0 0 0 0 0
99,9 0 0 0 0
100,1 80,8 2,0 601,9 28,7
sm‘ﬁly 100,2 66,3 1,6 1,8 0,2 | 544,7 | 259 27,7 1,2
99,8 75,9 1,9 594,3 28,4
Ptiloha 8 HPLC analyza vzorku Zlutého pigmentu A
Kyselina neoabietova Kyselina abietova
Vzorek -
Zlutého Na[‘;agz]ka Ploch ¢ Pr: ﬁ;n értn y SD | Ploch ¢ Pr: ﬁ;n értné SD
. ocha odnota ocha odnota
pigmentu A [Hm. %] ¢ [Hm. %] [Hm. %] ¢ [Hm. %]
.| 253,7 | 2383 | 0,567 547,6 | 2,574
S::::ﬁ:: 251,5 | 241,0 | 0579 | 0575 | 001 | 5440 | 2,579 | 2,577 |0,003
251,6 241,1 0,579 544,3 2,579
Pasta 253,4 | 263,9 | 0,629 545,8 | 2,568
odsusena 250,5 278,4 0,671 0,657 0,02 | 576,6 2,744 2,685 0,10
v susarné 251,3 | 279,6 | 0,671 578,3 2,743
Provozné | 250,6 | 3183 | 0,766 637,5 | 3,031
odsusena 253,1 297,1 0,708 0,710 0,05 | 610,4 2,874 2,978 0,10
pasta 250,5 272,2 | 0,7656 637,0 3,030
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Ptiloha 9 HPLC analyza vzorku Zlutého pigmentu B

Vzorek Kyselina neoabietova Kyselina abietova
Zlutého | Navaika c Pramérna c Pramérna
pigmentu [mg] |Plocha hodnota | SD Plocha hodnota | SD
Hm. ¢ Hm. ¢
B [Hm. %] ¢ [Hm. %] [Hm. %] ¢ [Hm. %]
Odsutens 249,7 | 27,8 | 0,072 214,2 1,029
SUsena o538 | 26,7 | 0,068 | 0,070 |0,002| 2034 | 0,962 0,99 | 0,03
suspenze
251,6 26,8 0,069 207,3 0,988
Pasta 250,5 51,4 0,128 341,6 1,629
odsusena 251,1 49,7 0,124 0,126 0,002 336,0 1,599 1,62 0,01
vsusarné | 250,5 | 51,0 0,127 340,1 1,627
Provozné 251,7 55,8 0,138 350,1 1,662
odsusena 252,2 52,2 0,129 0,132 0,004 334,2 1,584 1,61 0,04
pasta 252,3 52,9 0,130 335,3 1,588
Ptiloha 10 HPLC analyza filtrata
Kyselina neoabietova Kyselina abietova
c Pramérna c Primérna
Plocha [mg/I] hodnota SD Plocha [mg/I] hodnota SD
c [mg/1] c [mg/l]
Filtrat 18,0 9,7 60,0 59,0
iltra
vz 17,1 9,2 9,5 0,2 59,7 58,7 58,9 0,6
zacatek
17,9 9,6 58,4 57,5
53,8 26,8 124,4 120,2
Filtrat
: 54,4 27,1 27,0 0,2 125,3 121,1 120,7 0,4
po 10 min
53,2 26,5 124,4 120,2
o 60,0 29,8 139,3 134,4
Filtrat
k 60,0 29,8 29,8 0,1 138,3 133,4 133,9 1,0
onec
59,5 29,5 136,9 132,1
Technologicka | 18,2 9,8 48,0 47,7
voda 18,2 9,7 9,8 0,1 48,1 47,7 47,7 0,4
po 5 hod 18,0 9,6 47,2 46,9
Technologicks 237,3 114,7 561,0 535,0
echnologicka
8 2052 | 993 | 107,0 6,4 491,4 | 468,9 5020 | 279
voda konec
215,5 104,2 510,4 486,9
DEMI vod 255,5 123,4 546,9 521,6
oda
po 4vm3 254,6 123,0 123,2 11 545,5 520,3 521,0 1,9
250,4 120,9 542,0 517,0
DEMI vod 186,1 90,1 398,7 380,8
voda
k 185,8 90,0 90,1 0,3 397,9 380,0 380,4 0,4
onec
184,8 89,5 397,6 379,8
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Ptiloha 11 HPLC analyza vzorku ¢ervenych pigmenti A a B

Kyselina neoabietova Kyselina abietova
Navazka Primérna Primérna
Vzorek c c
[mg] | Plocha o1 | hodnota | SD |Plocha hodnota | SD
[Hm. %] [Hm. %]
c [Hm. %] c [Hm. %]
Cerveny | 254,1 15,9 0,043 169,4 0,802
pigment | 254,1 14,2 0,038 0,041 0,002 | 170,9 0,809 0,807 0,004
A 255,0 16,1 0,043 171,8 0,810
Cerveny | 254,2 15,7 0,042 176,0 0,832
pigment | 2536 | 153 | 0,041 0,041 [0,001 | 174,6 | 0,828 0,829 | 0,002
B 253,5 15,2 0,041 174,5 0,828

Ptiloha 12 Acidobazicka titrace vzorki kalafuny

Vzorek kalafuny Navazka vzorku [mg] Spotieba NaOH [ml] Spotieba HCI [ml]
WW (Guangdong) 84,1 2,46 2,31
WW (Sunny) 94,1 2,87 2,74
WW (Brenntag) 52,3 1,75 1,70
50% sodné mydlo 83,9 0,44 2,31
DRA 53,7 1,60 1,58
Staybelite 79,1 2,40 2,29
Foral AX-E 82,5 2,63 2,50
Piiloha 13 Acidobazicka titrace vzorki pigmentu
Navazka Spotieba Spotieba
Vzorek vzorku [g] NaOH [ml] | HcI[mI]
Suspenze pigmentu
1 27 28,02
(Odsusena na vzduchu) 259 0 8,0
Pasta pigmentu
A 1,472 1,77
(Odsusena v laboratorni susarné) ! 0,63 ’
. Pasta pigmentu | 1,774 0,81 2,27
Zluty (Provozné odsudena)
igment i
pig Suspvenzle pigmentu 1478 0,75 10,57
(Odsusena na vzduchu)
B _ Pastapigmentu 1,172 1,36 1,42
(Odsusena v laboratorni susarné)
Pasta rzlgmenvtu . 1,269 1,57 1,66
(Provozné odsusena)
A 1,443 3,32 4,18
& i B b ) 1,364 0,81 4,61
-erveny C asta rilgmenvtu , 1359 1,80 3,10
pigment (Provozné odsusend)
D 1,450 2,79 4,19
E 1,602 1,57 1,66
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Pfiloha 14 Porovnani titra¢niho a HPLC stanoveni obsahu kalafuny v pigmentech

HPLC Titrace
Pryskyfi¢né
Vzorek Kyse.lina X Ky_s eIina’ IZ\:s:Ii:ye Volna Celkova sal
neoabietova | abietova .
soucet
c[Hm. %] | c[HM.%] | c[HM. %] | c[HMm.%] | c[HMm. %] | c[Hm. %]

Suspenze (Odsusena na vzduchu) 0,6 2,6 3,2 - - -
Zluty pigment A Pasta (Laboratorni susarna) 0,6 2,7 3,3 1,3 3,7 2,3
Pasta (Provozni odsuseni) 0,7 3,0 3,7 1,4 3,9 2,5

Suspenze (Odsusena na vzduchu) 0,1 1,0 1,1 - - -
Zluty pigment B Pasta (Laboratorni susarna) 0,1 1,6 1,7 3,6 3,7 0,1
Pasta (Provozni odsuseni) 0,1 1,6 1,7 3,9 4,0 0,1
Cerveny pigment A Pasta (Provozni odsuseni) 0,04 0,8 0,8 7,1 9,1 2,0
Cerveny pigment B Pasta (Provozni odsuseni) 0,04 0,8 0,8 1,8 10,5 8,7
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