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ANOTACE

Zaméteni této diplomové prace, ve spolupraci se spole¢nosti Synthesia a.s., spociva v
analyze sulfonovanych aromatickych polycyklickych uhlovodikii pouzivanych v ruznych
aplikacich. Byly navrzeny vhodné metody pro jejich kvalitativni analyzu a stanoveni
s ndslednym porovnanim ziskanych vysledku. Diplomova prace je prevazné zaméfena na
analyzu sulfonovanych derivatd pyrenu izolovaného z dehtu, respektive benzolu a

sulfonovaného naftalenu ve vzorcich plastifikatorti do betont.
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TITLE

Analysis of sulfonated aromatic polycyclic hydrocarbons and their industrial applications

ANNOTATION

On my master thesis | am focusing on the analysis of sulfonated aromatic polycyclic
hydrocarbons used in different applications. It is concerned with designing suitable methods
for their qualitative analysis and determination with the final comparison of the results. The
thesis is mainly focused on the analysis of sulfonated pyrene, the derivatives isolated from tar,
respectively benzene and sulfonated naphthalene in concrete plasticizer samples. My thesis was

realized in collaboration with the company Synthesia a.s.
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UVvOD

Polycyklické aromaticke uhlovodiky (PAH) jsou uhlovodiky se dvéma nebo vice
kondenzovanymi benzenovymi jadry uspofadanymi v ruznych strukturnich konfiguracich.
Mezi polycyklické aromatické uhlovodiky patii napf. antracen, acenaften, naftalen, pyren,
benzo[a]pyren, chrysen, fenantren atd. Né&které znich jsou cilené vyrabény (izolovany)
pramyslovymi postupy a dale vyuzivany v rtiznych primyslovych odvétvich, jiné predstavuji
vysoce toxické polutanty, které se do zivotniho prostiedi dostavaji jednak z primyslovych
vyrob, ale i z dalsich zdroju jako je napi. spalovani fosilnich paliv, vyfukové plyny, cigaretovy
dym a mohou mit nepfiznivé ucinky na nase zdravi. [1] Nekteré z polyaromatickych latek
predstavuji vyborny substrat pro jejich dalSi pramyslové zpracovani naptiklad pomoci
sulfonacnich reakci.

Tato diplomové prace se zabyva analyzou produktd sulfonace pyrenu, ktery predstavuje
velice vyhodny meziprodukt pro rizné priamyslové aplikace (napt. polygraficky pramysl,
moderni elektrooptické prvky, biologické védy apod), je tedy vhodné mit vypracovanou
analytickou metodu pro analyzu a kontrolu pribchu jeho sulfonace. Ve spolupraci se
spolecnosti Synthesia a.s a Deza a.s byly pfipraveny vzorky sulfonovanych pyreni, které byly
nasledné analyzovany vyvinutou metodou.

Dalsim cilem diplomové préace bylo navrzeni vhodné metody pro identifikaci a stanoveni
obsahu volnych naftalensulfonovanych kyselin ve vzorcich plastifikatort do betonti a v riznych

smésich naftaledisulfonovych kyselin.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Synthesia a.s.

Synthesia a.s. je spolecnosti, kterd je spojena s Pardubicemi a jejich okolim. Vznikla roku
1920 jako Ceskoslovenska akciova tovarna na vybusné latky. Od té doby se postupem let zagala
rozvijet dalsi odvétvi, kterym se spoleCnost postupné vénovala napi. vyrobé vojenské
nitrocelulézy, kyseliny dusi¢né a sirové, vyrobé farmaceutickych substanci, pesticidi,
antrachinonovych barviv a pigmentd. V pribchu rlstu této spolecnosti byly zaloZeny i jeji
sesterské zavody. Roku 1928 vznikl zadvod v Semtin¢, kde byla vénovana pozornost
anorganickym produktim pro vyrobu vybu$nin. Roku 1939 vznikl zdvod v Rybitvi se
zaméfenim na vyrobu barviv a 1éCiv. Nyni je spolenost Synthesia, patfici do koncernu
Agrofert, rozdélena do ¢tyf SBU — SBU Pigmenty a barviva, SBU Nitroceluloza, SBU
Organicka chemie a SBU Energetika

Od pocatka zalozeni ma spolecnost Synthesia za sebou mnoho Uspéchii. Za zminéni stoji
predevsim, Ze spole¢nost Synthesia a.s. je jednim z nejvétsich ¢eskych vyrobcu organickych
sloucenin se silnou pozici v oblasti pokrocilych intermediatd, jedinym vyrobcem vitaminu D v
Evropé, pfednim svétovym vyrobcem vysoce jakostnich organickych pigmentd, evropskym
producentem barviv pro pfirodni a syntetické materialy, pfednim hraéem na svétovém trhu
s vyrobou nitrocelul6zy a mnoho dalsich.

K dilezitym aspektim této spolecnosti patii pozornost a podpora vénovana studiu chemie
na zakladnich $kolach, spolupréce se stfednimi a vysokymi §kolami jako je naptiklad Stfedni

pramyslové skola chemicka nebo Fakulta chemicko-technologickéd Univerzity Pardubice. [2]
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1.2 DEZA as.

Deza a.s je vyrobcem zakladnich organickych latek uréenych pro dalsi chemické vyuziti, je
druhym nejvétsim zpracovatelem ¢ernouhelného dehtu a surového benzolu v Evropé a jeho
jedinym zpracovatelem v Ceské republice.

Historie spole¢nosti DEZA, a.s. se zaCala psat od roku 1892, kdy vznikl prvni zavod
v Moravské Ostravé. Postupem let se zacala tato spolenost rozvijet za vzniku novych a
dodnes. Roku 1953 zacala probihat vyroba antrachinonu v nedalekych Otrokovicich. Mezi
velké uspéchy jejich vyzkumu se fadi reaktor a katalyzator vyuzivany k vyrob¢ antrachinonu,
ktery si DEZA a.s. dokézala vyvinout sama. Dulezitym rokem se stal i rok 2017, kdy tato
spole¢nost odkoupila zavod Petrochemia Blachownia v Polsku vénujici se zpracovani surového
benzolu a vyrob¢ extra Cistého toluenu. Diky svému vyrobnimu programu patii spolecnost
DEZA a.s. mezi velmi vyznamné podniky v koncernu Agrofert.

Ze zakladnich surovin je vyrabéno 36 raznych produktti napiiklad smola a dehtove oleje,
aromaticka rozpoustédla (toluen, solventni nafta, ...), aromatické speciality (antrachinon,
antracen, acenaften, karbazol, pyren...), ftalanhydridy a estery, benzen, naftalen, fenoly,
kresoly, kresolové kyseliny atd.

Zpracovavani téchto typt latek ma mozny vliv na zivotni prostiedi, kterého si je DEZA a.s.
pln¢ védoma. Proto klade velky diraz na jeho ochranu a snazi se minimalizovat co nejveétsi
mnozstvi emisi Skodlivin vznikajici pfi skladovani surovin nebo pti vyrobé produktd, pomoci

nemalych investic do ekologizace vyroby. [3]
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1.3 Sulfonované aromatické uhlovodiky

1.3.1 Sulfonace

Sulfonaéni reakce aromatt se fidi mechanismem elektrofilni aromatické substituce (EAS),
podobné¢ jako nitrace, halogenova substituce, Friedel-Craftsova alkylace a acylace. Zaklad pro
pochopeni elektrofilni aromatické substituce (schéma 1) spociva v klasickém dvoustupiiovem
mechanismu zahrnujici tvorbu meziproduktt n-komplexu (1) a o-komplexu (2), kde tvorba o-
komplexu, areniového iontu (pomoci iontového mechanismu) je povazovana za kli¢ovy krok

celé sulfonacni reakce. [4]
XZ @ /
- > | X2 ———» (¢
probiha velmi probiha
rychle / pomalu
(€]

Schéma 1: Zndzornéni vznikajictho iontu arenia pro reakci EAS (podle [4])

Sulfonace je nejCastéji realizovana zahtivanim vybrané aromatické slouCeniny s kyselinou
sirovou, oleem nebo oxidem sirovym, ktery je povaZovan za velmi G¢inné sulfonaéni ¢inidlo
s minimalnim dopadem na Zivotni prostfedi oproti kyselin¢ sirové. Oxid sirovy pusobi jako
elektrofil, ktery atakuje substrat. Sulfonace je reakci vratnou. Ve zifedéném roztoku kyseliny
sirové probiha desulfonace (schéma 2). [5]

Z reakci zalozené na EAS vznikaji vyznamne chemické latky, produkty i meziprodukty
nezbytné pro syntézu pramyslové cennych latek, tak i latek farmaceutickych ¢i

agrochemikalii. [5]

SO3H
H,S0,/ SO,
—_ -

<~ _
H,0 180°C

Schéma 2: Zjednodusené schéma sulfonacni reakce (podle [6])

1.3.2 Vybrané sulfonované aromatické uhlovodiky

Hlavnim zdrojem poskytujicim aromatické uhlovodiky je ropa nebo ¢ernouhelny dehet.
Pivodné byly takto vzniklé aromatické uhlovodiky povaZovany za odpadni produkty, ale
Vv soucasné dob¢ se ropné frakce s vysokym podilem téchto aromatt dale zpracovavaji. Mezi

hlavni nejpouzivanéjsi aromaty patii benzen a naftalen, které jsou pomoci alkyla¢niho ¢inidla
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alkylovany na alkylbenzeny a alkylnaftaleny. Tyto latky jsou naslednou sulfonaci ptevedeny
na sulfonaty, coz jsou soli sulfonovych kyselin, kde skupina — SOsH je navazéna na
hydrofobnim atomu uhliku arylové, alkylové nebo alkylarylové skupiny. Vlivem této skupiny
se jedna o latky s vybornou rozpustnosti ve vodé, chemickou a tepelnou stabilitou. Tyto ropné

sulfonaty jsou vyuzivany hlavné jako povrchové aktivni latky. [7]

1.3.21 Pyren
Pyren je polycyklicky aromaticky uhlovodik (obrazek ¢.1) objeveny roku 1837 ve zbytku po
destilaci ¢ernouhelného nebo hnédouhelného dehtu. Nadale vznikd pii pyrolytickych
procesech, jako je pyrolyza acetylenu a vodiku, dalSimi petrochemickymi postupy
(hydroformovani, krakovani nebo Kkatalytické reformovani) ¢i destilaci thebenolu nebo
thebeninu se zinkovym prachem v proudu vodiku. Modernizace procesu destruktivni
znacného mnozstvi pyrenu a dalSich polycyklickych uhlovodikii ¢imz se tyto latky a prevazné

pyren staly Siroce komer¢né vyuzitelnymi. [8]

Z

Obrazek 1: Struktura pyrenu (podle [8])

Velkou ptednosti pyrenu jsou jeho fotofyzikalni vlastnosti, které ucinily tento aromat jednou
z nejvice studovanych organickych molekul. Z po¢atku byl pyren pouzivan pii ptipraveé
nekolika derivati pro primysl syntetickych barviv napt. pyrantronu. V soucasnosti je jednim
Z nejcastéji pozivanych substrati pro barviva pouzivana ve fluorescenéni znacenych
polymerech. Postupnym studiem jeho vlastnosti se pyren stal zakladnim chromoforem volby
v zdkladnim i aplikovaném fotochemickém vyzkumu. Pyren v roztoku vytvaii intramolekularni
excimery, které v kombinaci s dlouhotrvajicimi excitovanymi stavy této molekuly, vysokymi
kvantovymi vytézky fluorescence a citlivosti excitatnich spekter na zmény v rtiznych
mikroprostiedi pfivedly pyren na status dokonalého standardu jako molekularni sondy riznych
mikroprostfedi. Tendence pyrenu a jeho derivati tvofit exCimery muize byt pouZivana pro
zkoumani strukturnich vlastnosti makromolekularnich systéma: v rozpoznavani DNA,
zkoumdni lipidovych membran nebo ve strukturnich studiich peptidl a proteinii. Se zménou

intenzity fluorescence excimeru se odrazi i zmény prostiedi tzn. Ze zminéna fluorescence
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excimerl pyrenu ¢i jeho derivati mize byt nadale vyuzitelnd ke sniméni parametrii prostiedi
(tlak, teplota, pH). [8]

O pyren je v posledni dobé zajem i ve formé organického polovodiée v aplikacich organicke
elektroniky a v materialovych védach. Diky svym atraktivnim fotofyzikalnim a elektronickym
vlastnostem pyren spliuje kritéria uplatiovanych v nové generaci elektronickych a
optoelektronickych zafizenich naptiklad organické fotovoltaické ¢lanky (OPV), lasery,
organické svétlo emitujici diody (OLED) a organické tranzistory s efektem pole (OFET). Tyto
zafizeni nachazeji vyuziti v osvétleni, plochych displejich, solarnich modulech atd. [8]

Modifikace pyrenu za Géelem uspé$né piipravy jeho ruznych derivata pro dalsi vyuziti je
provadéna substituci pyrenového kruhu. Je substituovan piimou elektrofilni aromatickou
substituci (obrazek ¢.2) ptednostné do poloh 1-, 3-, 6- a 8- ¢imz se snadno pfipravi mono — a

1,3,6,8-tetrasubstituované pyreny. [8]

oC
(X

1 - substituce 1,3,6,8 - substituce

Obréazek 2: Substituce pyrenu (podle [8])

1.3.2.1.1 Sulfonovany pyren a jeho aplikace

Pyren ve své struktufe obsahuje rozsifenou m-vazbu a tuhou rovinnou strukturu, a proto ma
jedine¢né fluorescen¢ni vlastnosti mezi které patii luminiscenéni stabilita, rychlé podléhani
reakci v mikroprostiedi a dlouha fluorescencni zivotnost. Pro tyto vlastnosti jsou pyren a jeho
derivaty hojné vyuzivané v raznych oblastech. Vlastnosti, jako uz zminéna luminiscence ¢i
rozpustnost ve vodé, se daji vylepsit zavedenim skupiny — SOsH do pyrenového kruhu.
Sulfonace pyrenu (schéma 3) muze probihat dvoustupniové, kdy prvnim krokem je reakce
pyrenu s kyselinou sirovou v prostedi siranu sodného, za vzniku sodné soli pyren-1-sulfonové
kyseliny (PMS). Ve druhém kroku je takto pfipravena sul kyseliny nasulfonovana pomoci olea

za vzniku tetra sodné soli pyren-1,3,6,8-tetrasulfonované kyseliny (PTTS), schéma 3a. Tato
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syntéza miiZze probihat i jednokrokovou sulfonaci za pomoci 50 % olea, coz je ekologictéjsi,

v

snadnéjsi i nakladové efektivnéjsi, schéma 3b.[9]

NaO,S
SO3H 3 SO3Na
3a H HySO, 60 % oleum H
NazS04 H Na,SO,
NaO3S O3Na
Pyren PMS PTS
NaO3S SO3Na
50 % oleum
3b H Na,SO
-y
O3Na
Pyren NaO3S
PTTS

Schéma 3: Dvoustuprova a jednostupriova sulfonacni reakce pyrenu (podle [9])

Do struktury pyrenu mohou byt zavedeny i jiné funkéni skupiny, jako jsou skupiny
formylové (-CHO), estery (-COOR), hydroxylové (-OH), a dalsi. Pro zlepSeni rozpustnosti
pyrenu se vSak nejvice osvédcilo zavedeni skupiny — SOsH respektive jeji sodné soli, za vzniku
Jiz zminéné PTTS. Takto ptipravend PTTS vykazuje Cisté modrou fluorescenci v UV svétle,
vyznacujici se viditelnou emisi o delsi vinové délce pti absorpci ultrafialového zafeni o kratsi
vinove deélce (obrazek ¢.3) Tyto organické derivaty pyrenu jsou uplatfiovany jako luminiscenéni
inkousty nebo jako materidly k ptipravé ve vodé rozpustnych neviditelnych inkoustd na bazi
vodného roztoku hydroxyethylcelulozy (HEC), které slouzi jako pojivo a zvySuje jeho
viskozitu. Tyto ve vodé rozpustné fluorescenéni materialy jsou slibnym kandidatem na
uplatnéni Vv aplikacich proti padélani napt. na bankovkach, luxusnich pfedmétech/zbozi ¢i
prukazech totoznosti oproti tradiénim technologiim ochrany proti padélani, jez jsou velice

slozité, drahé a ekologicky naro¢ne. [9]
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Obrazek 3: Fluoreskujici pyren (vlevo)/sulfonovany pyren (vpravo), (vlastni ilustrace)

Dalsi aplikaci sulfonovanych pyrent je jejich vyuziti jako povrchové natérové latky. Jedna
se konkrétng o sulfonované pyreny s ionty Zr 'V (obrazek ¢. 4). Diky vysokému koordinaénimu
¢islu Zr 'V a schopnosti tvofit vicenasobné vazby s organickymi ligandy obsahujicimi kyslik
(oxofilita), 1ze tento iont vyuzit pro pospojovani jednotlivych molekul sulfonovaného pyrenu
za vzniku tzv. zesitovaného komplexu. Vysledny povlak muze pokryvat pevné substraty nebo
slouzit jako platforma na roubovani funké&nich polysacharidd. Sulfonované pyreny s ionty Zr 'V
jsou univerzalnimi povlaky s nefenolickymi molekulami. Tyto molekuly ¢i molekularni pary,
i kdyZz neobsahuji fenolové molekuly, mohou existovat v riznych podobach. Jedna se tedy o
materialové nezavislé povlaky. [10]

Sulfonovany pyren se sklada z hydrofobniho aromatického jadra s hydrofilnimi postrannimi
skupinami a za specifickych podminek maji takto vytvotené komplexy schopnost prakticky
pokryt jakykoliv pevny substrat prostiednictvim rdznych interakci. Pfevazné se jedna se o
interakce kovalentni, van der Waalsovy ¢i interakce pomoci vodikové vazby. [10]

V této studii byly pfipraveny mimo jiné i povrchové povlaky na bazi komplexu Zirkonu se
sulfonovanym pyrenem modifikovanym A-karagenem, které vykazovaly silnou antiadhezni
aktivitu proti zachycovani rozsivek na tyto povrchy, coz miize byt vyuZzito napf. pfi ochrané

namoinich plavidel. [10]
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Molekularni uspofadani
sulfonovaného pyrenu
szr'Vv

Obrazek 4: lont Zr " pokryty sulfonovanym pyrenem [10]

Pro vysokou citlivost na zmény polarity makromolekul v mikroprostfedi napiiklad u
nukleovych kyselin, proteinii ¢i membran jsou sulfonované derivaty pyrenu aplikovany
v biologickych védach, a to ptedevsim ke studiu konformace, dynamiky, sloZeni a architektury
téchto jednotlivych makromolekul. Na zakladé jejich vysoké rozpustnosti ve vodé nachézeji
vyuziti jako fotoregulatory k fizeni smyckovani jedno-tetézcové DNA, coz umoznilo zkoumat
dynamiku smyckovéani, fizeni konformace a funkce biomolekul za fyziologickych podminek.
Sulfonovany derivat pyrenu, konkrétné pyranin (8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonova kyselina)
obsahujici tii sulfonové skupiny a nachazi uplatnéni jako sonda pro reaktivni formy kysliku,

respektive fluorescenéni sonda. [11] [12]

Dalsimi vyuzivanymi derivaty jsou 1-sulfonované pyreny (PMS) a tetrasulfonované pyreny
(PTTS) pievazné uplathované Vv materialové védé nebo jako barevné piisady ve srovnani
s 1,3,6-trisulfonovanym pyrenem (PTS). Tyto derivaty, (ale hlavn¢ PMS) také ochotné
interaguji s grafenem za ziskavani stabilni disperze grafenu. Grafen je v podstaté jednovrstvy
grafit, ktery je zajimavy diky svym mechanickym, tepelnym a optickym vlastnostem a je hojné
pouzivan pro transparentni vodivé elektrody. Exfoliace grafenu neboli jeho vyroba, vyzaduje
pouziti drahych, toxickych a obtizné odstranitelnych organickych rozpoustédel, které maji
dopad na zivotni prostiedi. Vyvinuti této jednoduché metody pro vyrobu grafenovych suspenzi
zaloZzené pravé na nekovalentni interakci PMS za pouziti vody jako rozpoustédla, vyrazné
ulehc¢ilo a odlehcilo klasickou sice jednoduchou, ale ekologicky narocnou vyrobu grafenu.
Navic, lze tuto suspenzi pouzit jako inkoust pro elektrochemické tisknutelné senzory na bazi
tetovani, protoZe na pyren, jak jiz bylo na zac¢atku zminéno, 1ze snadno navézat bilkoviny ¢i

jiné biologické substraty. [13]
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Dale miizou byt pyreny vyuzity pro piipravu poréznich polymerd (uvedeny ve formé
PPOP .1, PPOP-2, PPOP-3), které jsou nejprve syntetizovany Friedl-Craftsovou alkyla¢ni reakci
pyrenu a bis(1,4-dibrommethyl)benzenu za podminek refluxu, v pfitomnosti katalyzatoru FeCls
(Lewisovi kyseliny) a v riznych molarnich pomérech. Poté je provedena funkcionalizace
povrchu pori téchto materiali pomoci skupin — SOsH a nasledné provedena uprava kyselinou
chlorsulfonovou za vzniku sulfonovanych (uvedeny ve formé SPPOP .1, SPPOP-2, SPPOP-3),
mikroporéznich organokatalyzatort (schéma 4) pouzitelnych pro syntézy biopaliv za

ekologickych reakénich podminek. Cely proces se déje pii pokojové teploté okolo 20 °C. [14]

+ ‘ ‘ I DCE, 20 h 80 °C
_—
I bezvoddy FeCly

Molarni pomér PPOP-x

Br

Schéma 4: Piiprava porézniho organického polymeru a jeho funkcionalizace kyselinou
sulfonovou (podle [14])

Takto pfipravené materidly maji velmi vysokou povrchovou kyselost s perfektni
katalytickou aktivitou pro syntézu bionafty prostfednictvim esterifikace ¢i transesterifikace
mastnych kyselin/estert s dlouhym fetézcem. [14]

Katalytickd aktivita se zvySuje se stupném sulfonace, proto ma materidl SPPOP-3 nejvyssi
katalytickou aktivitu vzhledem k ostatnim SPPOP-1, SPPOP-2. Dalsi plusem téchto polymert
je, ze neobsahuji toxické kovy a mohou byt uplatnény pii separacnich, adsorpénich a

katalytickych procesech nebo jako superkondenzatory. [14]
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V této ve formé porézniho organického materidlu mohou sulfonovane pyreny fungovat jako
katalyzator pfi syntéze bionafty. Bionafta je povazovana za nizkoemisni nahrazku nafty. Lze ji
vyrobit esterifikaci volnych mastnych kyselin s alkoholy s kratkym fetézcem (napi. methanol)
za ptritomnosti kyselych/zasaditych katalyzatord nebo transesterifikaci triacylglycerolt. Jednou
z alternativ pii vyrobé bionafty je vyuziti mikroporézniho organického materialu na bazi pyrenu
jako katalyzatoru pii jeji vyrobé. Jednd se o material, ktery je udrziteln&jsi, biologicky
odbourateln&jsi a neobsahuje toxické kovy. Je ptevazné vyuzivan diky svému specifickému

velkému povrchu, ktery je zapfi¢inén reaktivnimi organickymi funkénimi skupinami

navazanymi do pora povrchu. [14]

1.3.2.2 Naftalen
Naftalen je bilou krystalickou latkou s bodem tani 80 °C a bodem varu 218 °C (obrazek ¢. 5).
Jedna se o tékavy polycyklicky aromaticky uhlovodik, ktery zneéist'uje zivotni prostiedi a je
veden jako potencionalni karcinogen. Do zivotniho prostiedi kolem nas se naftalen dostava
v disledku nedokonalych spalovacich procest jak z pfirodnich, domacich ¢i primyslovych
zdroju. Z vétsi ¢asti se jednd o zdroje jako automobilové a letecké doprava, spalovani benzinu,
z fosilnich paliv, cigaretového kouie nebo i z lesnich pozard. Tento uhlovodik je i minoritni

slozkou motorove nafty a leteckych paliv. [15]

Obrazek 5: Struktura naftalenu

Pramyslové se naftalen vyrabi z cernouhelného dehtu, z ropnych frakcich, anebo ziskavanim
z methylnaftalent vznikajiciho pii krakovacich procesech (tepelném rozkladu uhlovodiki).
Naftalen je velmi dtilezitou surovinou vyuzitelnou pii vyrobé anhydridu ftalové kyseliny, ktera
je poté vyuZzivana pro syntézy ftalatovych zmékcéovadel ¢i pryskyiic. Déle je jako vychozi
surovina pro naftalensulfonové kyseliny, které jsou poté pfidavany do betonil, kde poslouzi
jako ztekucovala tzv. superplastifikatory. Naftalen mutize byt dale vyuzit pro syntézu azobarviv,
jako dispergator a ¢inidlo vV gumdarenském primyslu, pro syntézu raznych 1é¢iv a chemikalii,
vyroba pyrotechniky atd. Ve spotiebnich vyrobcich se naftalen nachazi napiiklad v repelentech

proti molim, ve sprejich do toalet, a dokonce i v panskych $tétkach na holeni. [15]

27



1.3.2.2.1 Sulfonovany naftalen a jeho aplikace

Reak¢nim mechanismem elektrofilni aromatické substituce (schéma 5) lze zavést do
organické molekuly naftalenu sulfonovou skupinu za vzniku naftalensulfonové kyseliny.
Sulfonace naftalenu je reakci vratnou a poloha sulfonové skupiny je ovlivnéna vnéj$imi
podminkami. Vyznamnou roli hraje teplota, ktera fidi polohu zavedene sulfoskupiny — SOsH.

v

Kineticky fizena reakce je pii nizkych teplotach ptiznivéjsi pro orientaci skupiny — SOsH do
polohy 1- a pro termodynamicky fizenou reakci za vysokych teplotach ptiznivéjsi do polohy
2-. lzomer 1- naftalensulfonové kyseliny vznikd pii nizsich teplotich (35-95 °C) a

2 - naftalensulfonova kyselina vznika pii sulfonaci za teploty kolem 160-165 °C. [16]

SO4H

SO3H
2 4
+

\/

160°C

naftalen 1-naftalensulfonova kyselina 2-naftalensulfonova kyselina

Schéma 5: Sulfonacni reakce naftalenu (podle [16])

Pokud je potfeba ptipravit pouze 2-naftalensulfonovou kyselinu, je nutné odstranit ¢ast
1 - naftalensulfonové kyseliny, ktera i pies zvolené podminky sulfonace v mirném mnozstvi

vznika. K odstranéni l1ze vyuzit hydrolytickou reakci pii cca 140 °C (schéma 6). [16]

SO3H

H>0

140°C

1-naftalensulfonova kyselina naftalen

Schéma 6: Hydrolyza a-naftalen sulfonoveé kyseliny (podle [16])
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Jedno z vyuziti 2-naftalensulfonové kyseliny je ptiprava kondenzétu s formaldehydem.
Polykondenzace 2-naftalensulfonove kyseliny s formaldehydem probiha v piebytku kyseliny

sirové, ktera je nasledné zneutralizovana hydroxidem sodnym (Schéma 7). [16]

@
720 N /A
(n-1) CH,0 H CH2 J
H2$O4 n=1
-nH,0
2-naftalensulfonova kyselina

SO3H SO3H

\/

Kondenzat formaldehydu 2-naftalensulfonové kyseliny

(2
H CH2 H CH2
nNaOH
- n=1
: - O O

SO3Na SO3Na

SOzH SOzH

Schéma 7: Polykondenzace kyseliny f-naftalen sulfonové (podle [17])

Tento kondenzat je vysokomolekularni slou¢enina s dobrymi emulgaénimi, disperga¢nimi
¢i smacecimi vlastnostmi a je pouzivan jako aniontova povrchové aktivni latka. [16] Jeho
vlastnosti uzce souvisi se stupném polymerace. Vyrobky s nizkym polymera¢nim stupném
(n=1-3) jsou uplatiovany v barvifském pramyslu pro synteticka vlakna, v textilnim a
tiskafském primyslu. Produkty se stfednim stupném polymerace nachézeji vyuziti jako
plastifikatory betond, zlepSujici hydrologické vlastnosti betonu (Eerpatelnost) a snizuji potiebu
zamésové vody, coz se projevi ve vyssi pevnosti finalniho betonového vyrobku. Vyrobky s
vysokym polymeracnim stupném (n > 15) nasly uplatnéni jako ptisady do kald zneciSténych
vod nebo jako piisady do velmi pevného betonu. [18].

Beton Ize z hlediska mechanickych vlastnosti vylepSovat pfidanim chemickych pfimési ¢i
ptisad. Sulfonované polymery na bazi naftalend (napi. Sikamenty® vyrabény spole¢nosti Sika)
jsou jednou z velmi takto vyuzivanych ptimési. Sikament® (obrazek ¢. 6) je hnéda kapalina
vyuzivajici se pro vyrobu volné tekouciho betonu, tvorbu sypkého betonu, betonu s vysokou

pocate¢ni rychlosti tuhnuti a je i <¢inidlem redukujicim obsah vody pro vyrobu
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vysokopevnostniho betonu. Jedna se o tzv. superplastifikator, ktery pii vyrob¢é betonu ptsobi
pouze fyzikalng, neucastni se zde zadnych chemickych reakci s cementem. [19]

Sikament® je u¢inny plastifikator kapalného charakteru zvysujici pevnost betonu v tlaku a
snizuji oxidaci oceloveé vyztuze. Se zvySujici se davkou plastifikatoru dochazi ke zvySovani
zaporného naboje na Casticich cementu ¢imz se zvysuje hodnota pevnosti betonu v tlaku. Toto
se déje na zakladé adsorpce plastifikatoru na ¢astice cementu, ktera vede k vétsimu odpuzovani

mezi nimi, coz vede K lepsi dispergaci cementu v betonové smési. [19]

NN NI H,C O VA VAVAVAVAVAN

SOzNa

Obrazek 6: Sikament® (podle [19])

n

Jiné komer¢né dostupné piipravky na podobné bazi jako Sikamenty® je napiiklad série
Spolostanti (obrazek ¢. 7) vyrabénych spoleénosti Enaspol, Velvéty. Jedna se o rizné typy jako
napf. Spolostan 7G, 7L, 7L Ca atd, které jsou ptidavany do betonovych a maltovych smési,
které pak mohou byt napi. vyuZity k tvorbé masivnich betonovych konstrukci. Jiné typy jako
Spolostan 4P, 4L, 4G, 3G atd. jsou vyuzivany i v jinych odvétvich napf. v zemédélském,
papirenském, textilnim nebo gumarenském prumyslu, kde putsobi jako u¢inné

dispergatory. [20]

SOgNa*

| I l

H
L —

. -n
Obrézek 7: Struktura Spolostanu, poly-napftalensulfonatu sodného (podle[20])
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Dalsi specialitou naftalensulfonatd (NS) a naftalendisulfonatd (NDS) je jejich uplatnéni
v geotermalnich systémech jako stopovace v geotermalnich rezervoarech, ptfevazné ke
zkoumani jejich hydrodynamiky a propustnosti. Nejcastéji jsou do aktivnich rezervoart
injektovany roztoky sulfonati napt. v roztocich chloridu sodného. Diky produkovanému teplu
Vv rezervoarech dochazi k migraci aplikovanych sloucenin, které vlivem této migrace podléhaji
zménam, disproporcionaci ¢i tvorbé novych izomertd, rozkladu na smési produktt, anebo
zastanou v nezménéné formé. Takto jsou zavedené NS/NDS nasledné detekovany v blizkych
vrtech nebo pramenech, kde slouZi jako indikatory konektivity (propojeni) jednotlivych vrtu.
Uvedeneé polyaromatické sulfonaty spliiuji Siroké spektrum kritérii pro to, aby mohly byt v této
oblasti vyuzivany. NS a NDS jsou Setrné k Zivotnimu prostedi, cenové dostupné, velmi dobie
detekovatelné pomoci fluorescenéni spektroskopie s nizkymi detekénimi limity pfiblizné
200 ppt, vykazuji nizkou az nedetekovatelnou koncentraci pozadi a jsou vysoce tepelné stabilni.
Kandidati pro tyto geotermalni systémy mohou byt naftalen-1-sulfonat, naftalen-1,5-disulfonat,
naftalen-1,6-disulfonat, naftalen-2-sulfonat, naftalen-2,6 nebo 2,7 -disulfonat, naftalen-1,3,6,-
trisulfonat a jako posledni zminény potencialni stopovac je i pyren-1,3,6,8-tetrasulfonat,
probirany v pifedchozich kapitolach. Zasadni vliv na stabilitu a zarovei i pouzivani uvedenych
sloucenin pro stopovani v rezervoarech ma teplota, pH a salinita (koncentrace mineralnich latek
rozpusténych ve vod¢). Naptiklad u 1,5-NDS bylo zjisténo, ze se zvySujici teplotou se rychlost
rozkladu zvySuje, a naopak s rostoucim pH rychlost rozkladu této slou¢eniny klesa. Tato
skute¢nost byla zkoumana v sérii experimentti, kdy prvni série byla zaméfena na rychlost
rozkladu riznych roztoka 1,5-NDS pii tlaku nasycenych par za danych teplot 250 °C, 270 °C
a 300 °C. Druha série byla métena po dobu 2-3 tydnt pii teplotdich 200 °C a poté 300 °C.
Vysledky vykazovaly znacnou zavislost rozkladu na teploté. Pii teplot€¢ 200 °C se 1,5-NDS
rozklada na 1-NSA, a pii vyssich teplotach okolo 250 °C vznika z 1-NSA az koneény produkt,
respektive naftalen. Dale byla zkoumana tepelna stabilita i dalsich naftalensulfonovych kyselin
postupnym zahtivanim z cca 270 °C az na 390 °C. Stabilita rostla v pofadi od nejméné
stabilniho po nejstabilngjsi: 1,5-NDS <1,6-NDS <1-NSA <2,6-NDS = 2,7-NDS < 2-NSA.
Tento vysledek slouzi jako orientaéni predstava o tepelné stabilit¢ jednotlivych izomera. Tyto
experimenty byly provedeny jak za laboratornich podminek tak i ve vybranych geotermalnich
oblastech jako Island, Novy Zéland, Francie atd. [21]
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1.4 Vysvétleni fluorescence

Fluorescence (obrazek ¢. 8) je kvantovy jev tfazeny spoleéné s fosforescenci do tzv.
luminiscenénich jevu. V zékladnim stavu je molekula na nejnizsi energetické vibraéni hlading
a elektron pfi absorpci zateni pfechazi na riizné vibracni hladiny excitovanych stavi. DalSimi
jevy (vnitini konverze a vibra¢ni relaxace) ptrechazi molekula na nejnizs$i vibraéni hladinu
prvniho excitovaného stavu. Z tohoto stavu se mtize molekula vratit do zakladniho stavu bud’
nezativou konverzi, kdy se prebytek energie uvolni vyvojem tepla, dale zafivym prechodem na
rizné vibracni hladiny zékladniho stavu tzv. fluorescence a ve specidlnich pfipadech mize
molekula pfejit z prvniho singletového stavu mezisystémovym piechodem do prvniho
tripletového stavu. Z tohoto stavu se molekula navrati do stavu zakladniho také zafivym

prechodem tzv. fosforescenci, ktera je vSak oproti fluorescenci relativné pomala. [22]
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Obréazek 8: Jablonski diagram fluorescence a fosforescence (podle [17])

K fluorescenci dochazi ze stejné energetické hladiny, bez ohledu na to, na jakou hladinu byla
molekula pii absorpci zafeni vypuzena z ¢ehoz vyplyva, Zze tvar ani maximalni vinova délka

fluorescencniho péasu nezdvisi na vinové délce budiciho zéafeni. AvSak vlnova délka

absorbovaného zafeni ovliviiuje intenzita fluorescence (If). [22]

Aby latka méla ptedpoklad fluoreskovat v blizke ultrafialové nebo viditelné oblasti je

zapotiebi ptitomnosti konjugovaného systému n elektront v jeji molekule. Latky neabsorbujici
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zafeni v této oblasti nefluoreskuji. Typickym piikladem fluoreskujicich latek jsou
polykondenzované aromatické uhlovodiky (pyren, naftalen, antracen...). Cim vétsi je pocet
kondenzovanych aromatickych jader v molekule, dochazi tak k rozsifeni konjugovaného n-
elektronoveho systému a stim i ke zvySeni intenzity fluorescence spoleéné s posunem
fluorescenc¢niho pasu k vyssim vinovym délkam. Fluorescenci ovliviiuje viskozita, hustota
nebo polarita zvoleného rozpoustédla. Latky, které ptirozenou fluorescenci nemaji, je mozné
vhodnou reakci prevést na fluoreskujici derivaty. K méfeni fluorescen¢nich/fosforescenénich
spekter se pouzivaji fluorimetry, respektive fosforimetry. Lze ji zméfit 1 za pomoci béznych

absorp¢nich fotometr nebo spektrometry pro UV/Vis oblast. [22]

Mefeni fluorescence nachazi Siroké uplatnéni v mnoha oblastech jako je napt. klinicka
analyza pro stanoveni katecholaminti, amind, aminokyselin. V anorganické analyze je
vyuzivana pti diikazech a stanoveni prvki jako Ga, Be, Zr, Lu, Al nebo riznych fluoreskujicich
komplext. Pro kontrolu Zivotniho prostfedi je vyuzivana k proméfovani piirozené
fluoreskujicich latek, pfevazné karcinogennich PAH jako je benzo[a]pyren, pyren ke zjiStovani
urovné znecisténi ovzdus$i, pidy atd. Nadile mohou byt stanovovany nékteré pesticidy
nachazejici se ve vodach ¢i toxické aflatoxiny pfitomné v ofiSkach, zrni a dalSich

potravinach. [22]

1.5 Vybrané techniky analyzy sulfonovanych aromatickych latek

1.5.1 Kapalinova chromatografie

Objev metody kapalinové chromatografie je pfipisovan rusko-italskému botaniku Michailu
Semjonovi¢i Cvétovi a je datovan na zacatek 19. stoleti. Béhem nasledujicich stoleti se
chromatografie dale rozvijela a obohacovala o nové zésadni teoretické préce, které definovaly
rizné principy a rozdéleni chromatografie, studovaly vlivy podminek analyz na G¢innost
separace a mnoho dalSich poznatkli, které ji uspésné¢ dovedly tam, kde je vyuzivana
v soucasnosti. Kapalinova chromatografie reprezentuje jednu z nejvyznamnéj$ich metod pro

analytické laboratote. [23]

15.1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie, HPLC
Vysokoucinna kapalinova chromatogratie (HPLC) byla poprvé demonstrovana Vv poloviné
70. letech 20 stoleti Horvatem a spol. Dnes je HPLC nejéastéj$im uspofadanim kapalinové
chromatografie, které je hojné vyuzivano v analytickych laboratofich vyzkumného i

praktického zaméteni. Vyuziti nachézi ve vSech moznych oblastech vyzkumu, v rutinnich a
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klinickych analyzach, forenznich analyzach, diagnostickych aplikaci, analyz potravin,

rostlinnych materiali nebo Zivotniho prostiedi. [23]

1.5.1.1.1 Zékladni popis kapalinové chromatografie

Chromatografie se fadi mezi separacni analytické metody, které jsou zalozeny na rozdilné
distribuci latek mezi dvé nemisitelné faze. Jedna se o nepohyblivou stacionarni fazi (SF) a
pohyblivou mobilni fazi (MF), ktera je vzdy kapalna. Stacionarni faze je ulozena v
chromatografické kolon¢ a tvoii tak jeji napli. Stacionarni fazi maze byt tuhd latka ¢i film
kapaliny chemicky vazany nebo zakotveny na nosi¢i (tuhé matrici). Stacionérni fa&ze mohou
byt roz¢lenény dle nosiCe stacionarni faze, chromatografického méodu nebo chemickeho
slozeni. Chromatograficky systém/maod je charakterizovan typem interakce mezi stacionarni

fazi a studovanym analytem. Mezi hlavni typy interakci jsou:

— Adsorpce — Dipdlové interakce
— Polarita — Afinitni interakce
— Vodikové vazby — Interakce vlivem néboje

— Velikosti molekuly

Na zéklad¢ takovychto interakei se pak chromatografie déli na Sirokou Skalu separacnich modu:

Systémy s normalnimi fazemi (NP-HPLC/NPLC)
Systémy s obracenymi fdzemi (RP-HPLC/RPLC)
Iontové vyménna chromatografie (IEC)

Iontové parova chromatografie (IPC)

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC)
Hydrofobni interakéni chromatografie (HIC)
Micelarni kapalinova chromatografie (MLC)

Molekulova vylu€ovaci chromatografie (SEC)

N N N A

Afinitni a chiralni chromatografie

Systémy pro separace latek s normalnim fazovym uspofadanim jsou charakterizovany
polarni stacionarni fazi a nepolarni mobilni fazi. Princip retence v tomto systému je popisovan
adsorpci. Jedna se o tzv. soutéz o adsorpéni lokalizovana centra na povrchu SF mezi délenou

latkou a MF. Retence je poté uréena pomoci nespecifickych interakci analytu s MF a
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specifickymi mezimolekularnimi interakcemi analytu s povrchem sorbentu. V soucasné dobé
tento separacni mod ustupuje do pozadi, protoze vyzaduje praci s tékavymi bezvodymi
organickymi rozpous§tédly. Nachazi vSak uplatnéni u analyti s limitovanou rozpustnosti ve
vodném prostiedi jako jsou lipofilni latky, izomery nebo latky, které se rozkladaji v jinych
separa¢nich systémech vlivem vody. [23]

Pii chromatografii v systémech s obrdcenymi fazemi je pouzita polarni mobilni faze oproti
stacionarni, ktera je stfedné polarniho az nepolarniho charakteru. Mobilni faze je vodné-
organické povahy. Organickou slozkou je polarni organické rozpoustédlo misitelné s vodou
(alkoholy, acetonitril). Dalsi slozkou mobilni faze mize byt pfidavek bazi, kyselin nebo pufra.
Princip retence v systému s obracenymi fazemi je fizen poklesem interakce analytu s mobilni
fazi, protoze na obracenych SF se nevyskytuji aktivni adsorpéni centra schopna interakci.
Povrch SF je schopen pouze slabych interakci elektrostatickych, interakci dipél-dip6lovych,
pomoci vodikovych vazeb atd. Chromatografie na obracenych fazich je vyuzitelna pro latky v
Sirokém rozmezi riiznych acidobazickych vlastnosti, polarit, analyzu jednoduchych i slozitych
smési vzorkl i velkych molekul (proteomika). Je velice univerzalni a uplatiiovana v mnoha
oblastech od farmacie, analyzy potravin, dopingové analyzu, toxikologie, enviromentalni
analyzy az po moderni “omické“ piistupy jako metabolomika nebo lipidomika. [23]

Dulezitou roli pro provedeni kvalitnich separaci hraji i jednotlivé parametry charakterizujici
stacionarni fazi jako je jeji tvar, primérna velikost a distribuce ¢astic, mérny povrch SF, obsah
uhliku navazaného na zakladnim materialu SF, mérny objem a velikosti port...Nadale musi
splilovat pozadavky na mechanickou a chemickou stabilitu, odolavat vysokym tlakim, a
nerozpoustét se v pouzitych mobilnich fazich atd. V soucasnosti se jako napIné kolon pouzivaji
tzv. chemicky vazané stacionarni faze, kde vlastni SF je kovalentné navazana na vhodny nosi¢
(matrici). Idealnim nosi¢em a zaroven nejrozsifenéj$im anorganickym sorbentem je silikagel
(Si0O2xH20 — nejcastéjsi amorfni forma). Je vysoce mechanicky odolny, umoznuje separace za
vysokych tlakt v aplikacich HPLC, UHPLC a mtze byt vyuzivan i nemodifikovany samotny
pro separaci Vv systémech snormalnimi fazemi nebov HILIC (hydrofilni interakéni
chromatografii). V systémech sobracenymi fazemi je nejéastéji jako SF pouzivan
oktadecylsilikagel. Jedna se o nepolarni stacionarni fazi s chemicky véazanym alkylovym
fetézcem (C18) pro na silikagelovou matrici. Silakagelova matrice SF muze byt modifikovana
i dal$imi funk¢énimi skupinami jako napf. oktylovymi, fenylovymi, pentafluorofenylovymi,
kyanopropylovymi, bifenylovymi atd. Nadale mohou byt SF piipraveny na bazi organickych

polymernich materialti, kovovych oxida nebo grafitoveho uhliku. [23]
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1.5.1.1.2 Instrumentace v kapalinové chromatografii

Kapalinovy chromatograf se skladd z nékolika zakladnich funk¢nich jednotek se
specifickymi funkcemi (obrazek ¢. 9). Z jednoho nebo vice zasobniki MF (1) je mobilni faze
vedena pies odplynovaé (2) do vysokotlakého Gerpadla (3). Cerpadlem je MF vytladovana pies
davkovaci zafizeni (ru¢ni Sesticestny ventil nebo programovatelny autosampler) slouzici
k nadavkovéni vzorku (4) do chromatografické kolony (5). Pro lepsi reprodukovatelnost
vysledkt, muze byt kolona umisténa v termostatu. Kolona je piimo spojena s detektorem (6),
jehoz odezva je vyhodnocena a zpracovana pocitatem (7). Pocita¢ slouzi téZ ke kontrole a fizeni
celého chromatografického systému. Jeli potfeba pro separaci latek MF s proménlivym
slozenim (gradientova eluce) je mozné k tomuto vyuzit tzv. nizkotlaky gradient s jednim
vysokotlakym cerpadlem nebo tzv. vysokotlaky gradient, kdy kazda slozka MF je Cerpédna
samostatnym vysokotlakym cerpadlem. [23]

_P—l -
1 — —
| Kolona (5) L
| BT
Zasopn!k Dévkovat (4) Vyhodnoceni na PC (7)
mobilni L
faze (1)
Odplyriovac (2)
—0 O— | ol oS
— @ Odpad
Cerpadio (3) Vzorek Detektor (6)

Obrézek 9: Obecné schéma kapalinového chromatografu (podle [24])

1.5.2 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

Kapilarni zonova elektroforéza (obrazek ¢. 10) je moderni elektromigracni separaéni
technika k analyze velkych i malych molekul realizovana v kiemenné kapilafe o priméru do
100 pum. Vlastni separace latek je nejéastéji vysledkem kombinace dvou jevu elektroforeticke
migrace latek a elektroosmotického toku uvnitt kapilary. Elektroforeticka migrace latek
(nabitych c¢astic) je zplisobena pohybem téchto ¢astic v homogennim elektrickém poli uvniti
kapilary. Kone¢na rychlost migrace je vysledkem ptisobeni elektrické sily na ¢astici a zaroven
odporu viskozniho prostiedi uvniti kapilary, ktery rychlost brzdi. Po dosazeni ustaleného stavu,
se ob¢ sily vyrovnaji a ¢astice se nadale pohybuje konstantni rychlosti (1). [25], [26]
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F,=F, - QF = kv (1)

Kde Q je naboj castice, E je intenzita elektrického pole, k je koeficient zohlednujici tvar
Castice a viskozitu prostiedi v kapilafe a v je rychlost migrujici ¢astice.

Pro kazdou ¢astici je charakteristicka tzv. elektroforeticka mobilita (u), ktera je definovana
jako rychlost ¢astice vztaZzena na jednotku intenzity elektrického pole (2).

u_'l?
€ E

(2)
Vlivem disociace silanovych skupin z vnitiniho povrchu kiemenné kapilary dochazi pti
elektroforetické separaci k dalsimu jevu tzv. elektroosmoéze. Vnéj$im projevem elektroosmozy
je elektroosmoticky tok uvnitt kapilary. Tento elektroosmoticky tok vznikd ihned po pfipojeni
zdroje elektrického napéti na separaéni kapilaru a éerpa cely obsah kapilary k jedné z elektrod
(za béznych podminek smérem ke katod€). Velikost el. toku zavisi na materialu kapilary, pH
elektrolytu a jeho viskozité. Za vhodnych podminek el. tok umoziuje simultdnni analyzy
kationtii, aniontl i neutralnich ¢astic béhem jedné analyzy. Rychlostni profil el. toku je pistovy

a nepfispiva vyznamneé k rozsifovani zon migrujicich latek. [25], [26]

Vedle kapilarni zonové elektroforézy mohou byt v kapilate realizovany dal$i varianty

zénove elektroforézy:

Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

N
N

— Kapilarni izotachoforéza (CITP)

— Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)
N

Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

Bézn¢ se CZE separace (obrazek ¢.) realizuji v kiemennych kapilarach (1) s vnitinim
prumérem 10 - 75 um s délkou 30 - 100 cm. Separace je realizovana pii napéti (2) 10 - 30 kV
(zalezi na délce a priméru kapilary a vodivosti elektrolytu (5, 6), tak aby ztratovy vykon na

kapilafe nepiekrocil cca 5 - 6 W/m). Kapilara je umisténa v termostatu (9) se vzduchovym nebo
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vodnim temperovanim. Detekce (3) je realizovana nejéastéji on-column, UV, respektive

fluorescenéni a vyhodnoceni probihé na pogitaci (4). [25], [26]

-----------------------------------------------------------------

Separacni kapilara (1)

Detektor (3) PC (4)
Anoda (+) /. oo N Katoda (-)
o— @
R Vzorek
Elektrolyt 5 Elektrolyt 6
Zdroj
vysokého
napéti (2)

Obréazek 10: Schéma elektroforetického zarizeni (podle [27])

1.5.3 Metody analyzy sulfonovanych pyrent

1.5.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC je béznou a uspésné pouzivanou metodou ke stanoveni pomocnych barev a
meziproduktll v barevnych ptisadach. Jako ptiklad mlize byt uvedeno barvivo D&C Green
No. 8 (G8) pouzivané v kosmetice a farmacii v USA. Vedlejsim produktem jeho vyroby je PTS
(trisodna sul kyseliny 1,3,6-pyrentrisulfonove) a PTTS (tetrasodnd sul kyseliny 1,3,6-
pyrentrisulfonové). Obsah vedlejsi produktt v G8 barvivu je omezen (< 1 % P3S a P4S), a proto
je dulezité jejich stanoveni, ke kterému muze byt pouzita semipreparativni tenkovrstvé
chromatografie (TLC) nebo HPLC. TLC je provadéna na smésné vrstvé silikagelu a celulozy.
Po analyze je deska vysusSena, seSkrabnuty barevné pasy, provedena extrakce barviv
z adsorbentu a kone¢nda kvantifikaci za pomoci UV spektrofotometrie. [28]

HPLC analyza pro sulfonované derivaty bylo provedena na koloné Kinetex PFP (2,6 p,
100A, 100 mm x 4,6 mm). Jako mobilni faze slouzil 0,1M vodny roztok octanu amonného
v methanolu s gradientovou eluci. VInova délka detekce byla 280 nm, coz je vhodna vinova
délka pro analyzu P3S a P4S. Celkovy potiebny ¢Cas k analyze ¢inil okolo 12-15 minut. Ve
srovnani s TLC metodou, je metoda HPLC méné pracnou, S mensi ¢asovou narocnosti a s

pouzitim minimalniho mnozZstvi rozpoustédel. Diky pouziti kolony povrchové poréznimi
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Casticemi mohlo byt dosazeno rychlosti srovnatelné s UHPLC analyzami. Tento zptsob

separace lze vyuzit i pro jiné velmi polérni aromaticke latky. [28]

Dalsi studie vyuziva pro separaci sulfonovanych aromatickych pyrenti je za pomoci
protiproudé chromatografie s rafinaci pH zony. Jedna se o chromatografii kapalina-kapalina,
kterd umoziuje separaci organickych kyselin a bazi podle jejich hydrofobicity a hodnot pKa
bez pouziti pevného nosice. Separace je vhodna pro latky obsahujici jednu nebo vice skupin
karboxylovych kyselin, peptidi, aminokyselin, pro fluoresceinova barviva nebo sulfonované
kyseliny. Pfidanim iontové parového ¢inidla do roztoku vzorku i do organické stacionarni faze
umoznuje kvalitni separaci barviv na bazi sulfonovanych kyselin a usnadnuje jejich piechod do
organické SF. K separaci napt. PTS (necistota v barvivu D&C Green No. 8) muze byt vyuzit
jako ligand dodecylamin, ktery zistava ve SF a pusobi tak, jako protiiont pro slozky barviva
substituovanymi sulfonovanou kyselinou. Pro separaci je vyuzit komercni vysokorychlostni
CCC systém s UV detekei pii 254 nm. Eluenty z kolony jsou sbirany pomoci sbérace frakci na
zakladé¢ hodnot pH a poté analyzovany pomoci HPLC. Identifikace a charakterizace
separovaného PTS muze byt provedena hmotnostni spektrometrii s vysokym rozlisenim, HPLC

s UV spektry nebo protonovou magnetickou rezonanci (NMR). [29]

1.5.3.2 Kapilarni zénova elektroforéza
Na zaklad¢ studii a databazi, které byly k dispozici, a ve kterych byly vyhledavany
informace ohledné separaci sulfonovanych derivati pyrenii pomoci elektroforetickych metod,
se nepodafilo najit zadny relevantni odkaz zaznamenavajici tuto skutenost, a proto je
v nasledujicim textu uveden pouze kratky vycet né€kterych aplikaci sulfonovanych derivati

pyrenu s vyuZzitim pro separace ¢i stanoveni jinych latek.

Sulfonované pyreny, konkrétné pyrentetrasulfonaty, jsou pouzivany napi. jako migracni
referencni markery, které jsou vyuzivany pro separace enantiomernich chiralnich sloucenin
pomoci  kapilarni  elektroforézy, vétSinou Vv  pfitomnosti vysoce sulfatovanych
cyklodextrinti [30]. Tento typ vyuziti tetrasulfonovaného pyrenu je popisovan i Vv praci
zabyvajici se separaci herbicidi obsahujici fenoxykyseliny a jejich enantiomery pomoci
kapilarni zonové elektroforézy. [31]

V dalsi studii byl 1,3,6,8 - terasulfonovany pyren vyuzit pro simultdnni stanoveni xanthinu,
hypoxantinu a kyseliny mocové pomoci diferen¢né pulzni voltametrie. Tetrapyrensulfonat byl

vyuzit ve formé senzoru tzv. kompozitu PTTS-NG, ktery vznikl po funkcionalizaci dusikem
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dopovanym molekulou grafenu (NG). Takto pfipraveny kompozit slouzi pro konstrukci

citlivych elektrochemickych senzort v bioelektrochemii a enviromentélni analyze. [32]

Jak jiz bylo zminéno, nebyla nalezena zadna relevantni prace popisujici provedeni
elektroforetické separace sulfonovaného pyrenu, a proto bylo rozhodnuto, ze se pokusime
optimalizovat podminky nejen pomoci HPLC, ale i separace pomoci CZE se vzajemnym

porovnanim ziskanych vysledk z jednotlivych metod.

1.5.4 Metody analyzy sulfonovanych naftalena

Naftalensulfonaty jsou aromatické slouceniny s velice dobrou tepelnou stabilitou, vysokou
rozpustnosti a mobilitou ve vodném prostiedi, ale zaroven nizkou biologickou odbouratelnosti.
Snadno se dostavaji do enviromentalnich vod, jako jsou vody podzemni a povrchové.
Koncentrace v evropskych povrchovych a fi¢nich vodach se bé&Zné pohybuje v rozmezi
ng/l — ng/l. Maximalni hladina téchto kontaminant v pitné vodé je 2 pug/l. Vsechny jejich
zminované vlastnosti je ¢ini nebezpeénymi pro vodni prostiedi. Z tohoto divodu je velmi
dulezitym a nezbytnym krokem jejich analyza a kontrola jejich pifitomnosti ve vodé.

Pted samotnou analyzou vzorku vod s potencialnim obsahem sulfonovanych naftalenu, je
nejprve nutna jejich predaprava extrakénim obohacovacim krokem. Jedna se o extrakce pomoci
iontovych para v pevné fazi (iontovy par SPE) nebo aniontové vymény ¢i molekularné
imprintované polymery (MIP). Pfimé stanoveni NS je zna¢né naro¢né, protoze jejich
koncentrace ve vzorcich ziskanych z Zivotniho prostiedi je velmi nizka a miZe byt nadale
komplikovana i vlivem matricovych interferenci, které se vyskytuji v komplexnich realnych
vzorcich. Ke stanoveni NS v raznych matricich vzorku jsou rozdéleny na metody

chromatograficke, elektroforetické a spektrofotometrické. [33]

1.5.4.1 Analyza chromatografickymi technikami

Déleni slozitych smési latek pomoci chromatografickych technik jsou jedny z velmi
vyuzivanych a osvéd¢enych. [33] Mohou byt pouzity rizné typy chromatografickych metod,
jako napiiklad plynova chromatografie (GC), ktera vsak zahrnuje spojeni s procesem
derivatizace. [34] Derivatizace je cilenou preménou chemické struktury analytu chemickou
reakci funkéni skupiny s vhodnym derivatiza¢nim ¢inidlem. Takovy produkt/derivat ma
pozadované chromatografické (fyzikalné-chemické) vlastnosti. Derivatizace je vhodna pro
separacni techniky a viibec pro celkové umoznéni separace U nékterych druhu latek. U NS je

provadéna za ucelem zvyseni jejich tékavosti, [35] kdy jsou aromatické sulfonové kyseliny pied
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samotnou separaci prevedeny na odpovidajici esterové derivaty. Takovy derivat je mozno
ziskat napt. metylaci tetramethylamoniovym kationtem, metylaci diazomethanem nebo
reakcemi s thionylchloridem-trifluorethanolem. Tohoto derivatiza¢niho postupu lze vyuzit pii
stanoveni sulfonovanych derivata naftalenu ve vzorcich balené nebo fi¢ni vody pomoci plynové

chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. [33], [36]

Vzhledem k polarnimu charakteru aromatickych sulfonovanych latek je vhodné jejich
analyzu provadét kapalinovou chromatografii nebo specialné kapalinovou chromatografii

s vyuzitim iontovych para.

V roce 2000, R. A. Gimeno a spol. publikovali rychlou analytickou metodu pro kvantifikaci
NS pomoci online iontové parové kapalinové chromatografie. Chromatograficky systém byl
online spojen s piedklonkou, na které byl proveden obohacovaci extrakéni krok. Jako
ptedkoncentracni technika byla zde zvolena SPE s pouzitim polymernich ¢i C18 sorbentt.
Metoda byla dale vybavena fluorescenénim spektrometrem jako detekénim systémem.
Fluorescen¢ni detektor je pro aromatické sulfonaty preferovdn z davodu jednodussiho
ptistrojového vybaveni v porovnani s hmotnostnim spektrometrem, a také ma vyssi citlivost,
nez je pii UV detekci. Cil této prace tkvél ve zrychleni samotné doby analyzy NS. Na
zkréceni/zrychleni doby analyzy byl k méteni pouzit rychly fluorescenéni spektrometr, ktery
zaznamenava spektra pii pevné excitaéni vinové délce a rychlém skenovanim emisni vinové
délky. Koeluované analyty lze poté kvantifikovat pomoci riznych emisnich vinovych délek
nebo vicerozmérné kalibrace. Z tohoto diivodu neni nutna Gplna separace chromatografickych
pika, a dochazi tak k vyraznému zkraceni doby analyzy z 1 h na cca 25 minut. Protoze neni
nutnd Uplnd separace NS sloucenin, byla zvolena analyza za izokratickych podminek
s pratokem mobilni faze 1 ml/min a pii pokojové teploté okolo 20 °C. Mobilni faze byla smés
methanolu/vody v poméru 35 % : 65 % s piidavkem fosfore¢nanového pufru a bromidu terc-
butylamonnium bromidu jako ion-parového ¢inidla. K separaci byla pouzita kolona byla
Kromasil 100 C18 o rozmérech 150 x 4 mm a velikosti ¢astic 5 um. Za takto zvolenych

podminek je mozné kvantifikovat ve vodé koncentraci NS okolo 0,01-3 pg/1. [34]

U HPLC systému s obrdcenymi fazemi s ¢isté vodné-organickou mobilni fazi se sulfonové
kyseliny eluuji blizko mrtvého objemu kolony a s malou retenci, protoze sulfonované latky jsou
silné kyseliny, které zcela disociuji ve vodnych i vodné-organickych roztocich v Sirokém

rozsahu pH. Pro potlaceni jejich ionizace a zlepSeni jejich separacnich vlastnosti nelze pokazdé
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pouzit zfedéné kyselé pufry, ale je nutné do mobilni faze pridavat iontové slouceniny (soli) pro
uspésné dosazeni separacniho procesu. Retenci vzorku lze fidit upravou koncentrace
organického rozpoustédla a anorganické soli v mobilni fazi. Selektivita a retence separace
zavisi na poctu sulfonovych skupin, na povaze a charakteru aromatického kruhu, poc¢tu a poloze
substituentl a na povaze iontového ¢inidla.[37]

Pro separaci izomernich naftalen mono — az tetrasulfonovych kyselin, které jsou pouzivany
jako barvairské meziprodukty, je vhodna separace pomoci HPLC s vodné-metanolovymi
mobilnimi fdzemi obsahujicimi siran sodny (Na2SOs). Separace je citlivd na typ nepolarni
stacionarni faze. Nejlepsi separace bylo dosazeno na koloné s vysokym pokrytim uhlikovou
stacionarni fazi (Separon SGX RPS). Timto zplisobem bylo rozseparovano 12 mono-
tetranaftalensulfonovych kyselin s vyuzitim linearniho gradientu klesajiciho obsahu siranu

sodného a zaroven linearniho gradientu ristu koncentrace methanolu v mobilni fazi. [37], [38]

1.5.4.2 Analyza elektroforetickymi technikami

Vedle pouziti kapalinové chromatografie (CE) pro separaci aromatickych sulfonovanych
latek hraje vyznamnou roli pouziti kapilarni elektroforézy v této oblasti. Kapilarni elektroforéza
je idealni technikou pro separaci iontovych latek rozpustnych ve vodé¢. K témto analyzam lze
pouzit kapilarni zénovou elektroforézu (CZE) nebo micelérni elektrokinetickou chromatografii
(MEKC). [39]

Zatimco v pracovnich elektrolytech bez pfidavku vhodnych selektori izomert se
naftalensulfonové kyseliny déli pouze podle stupné sulfonace, je po ptidavku vhodného ¢inidla
(napt. cyklodextriny) umoznéna i separace jednotlivych polohovych izomerti naftalent se
stejnym stupném sulfonace. Jako nejvhodné&jsi se ukazal piidavek [-cyklodextrin a/nebo
v - cyklodextrinu do pracovniho elektrolytu s boratovym pufrem. Timto zptisobem se podatilo
rozseparovat podobnou smés jako v piipadé diive uvedené HPLC s mobilni fazi s vysokou

koncentraci anorganickeé soli. [37]-[39]

Roku 1998 R. Niessner a R. Loos provedli separaci 14 riznych aromatickych sulfonati CZE
metodou s pouzitim smésného boritanu octanového pufru nastaveného na pH = 10. K detekci
byl vyuzit UV detektor (210/230 nm) a dualni monochromatorovy fluorescenéni detektor.
(excitacni vinova délka 230 nm; emisni vinova delkou 335/410 nm). Pro zlepSeni separace
jednotlivych izomerti byl k pracovnimu elektrolytu pfidavan acetonitril az do 40 %. Tato
metoda byla kombinovéna i s obohacovanim vzorku na sytren-divinylbenzenovém sorbentu
(LiChrolut EN). [39]
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Zvyseni selektivity separaci pro elektroforetické metody lze vyfesit pfidanim povrchové
aktivni latky do elektrolytu v modu tzv. micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC).
Mechanismus zahrnuje kombinaci hydrofobné-hydrofilnich a dipolarnich interakci mezi
micelou a analytem. Pouzité povrchové aktivni latky mohou byt neiontové, kationtové,
aniontové a amfoterni povahy. Pro zlepSeni separaci NS jsou ¢asto vyuzivany neiontové
povrchové aktivni latky napt. Brij 35, aniontové povrchové aktivni latky jako SDS nebo jiné
napi. polyethylenglykol, Triton X-405 nebo cholat sodny. Piidavek organickych modifikatort
do pufru mize ovlivnit jak jednotlivé mobility jednotlivych analytd, tak i jejich
elektroosmoticky tok. [40] Vliv ptidavku SDS na separaci smési 21 naftalensulfonati zalozené
na MEKC sledoval S. J. Kok a spol. Téchto 21 ND bylo rozdéleno do tii skupin
charakterizovanych poctem substituentii - NHz, - OH nebo - SOs. Pozadovana separace
probéhla za pouziti boritanového pufru obsahujici bud’ 100 mM SDS nebo 15 % ACN. Doba
analyzy se oproti klasické CE prodlouzila z 19 minut na 28 minut a bylo dosazeno zakladni
separace a skoro uplné separace pro 1-NS, 2-NS a dalsi naftalensulfonaty s - NH2 skupinami.
U dal$ich prométovanych sulfonati napt. 1,5-NS, 2,6-NS a 2,7-NS nebyla separace ovlivnéna
ani ptidavkem SDS. Pfidavek methanolu do elektrolytu vedl pouze Kk rozsifeni piku
analyzovanych latek, ale zatimco piidavek ACN v koncentraci 5 — 20 obj. % zarucil uplnou
separaci problematickych izomert 1,5-NS, 2,6-NS a 2,7-NS.[40] [41]

Védecké prace porovnavajici selektivitu a uzite¢nost povrchové aktivnich latek pro separaci
naftelnovych sulfonatd se shoduji na tom, Ze neiontové povrchové aktivni latky jsou
selektivngjsi a pro dany ucel vyhodnéjsi. Pan Angelino a spol. ukézali, ze Brij 35 je idedlnim
surfaktantem pro uspéSnou separaci izomernich BZS (benzensulfonatl) a NS. Zaroven
studovali vliv pfidavku alkylaminu (oktylamin) do micelarniho systému. Piestoze oktylamin
nemize tvofit iontové pary tzv. oktylamonium-sulfonaty pti zvoleném pH pufru (pH > 8), je
vyhodny pro zmény miceldrniho prostiedi a tim zlepseni MEKC separace (napt. zkracenim
doby analyzy oproti vysledkiim uvedenym v [41], lepsi tvary piku, lep$i G¢innost). Sulfonované
derivaty nebo jejich hydroxylové/aminové skupiny jsou velice rozsifenymi latkami zne€ist'ujici
zivotni prostiedi. Jsou pievazné pritomny jako komplexni smési obsahujici mnoho izomerl a
jejich separace je stale celkem komplikovanym krokem. Existuji uréita doporuceni na separaci
zahrnujici uplatnéni dvou nezavislych metod pro potvrzeni a porovnavani vysledkt, protoze

chybi urcita standartni referen¢ni metoda jejich analyzy. [42]
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2.1
2.1.1

2.1.2

2.1.3

EXPERIMENTALNI{ CAST
Chemikalie

Pouzita rozpoustédla

e Acetonitril (HPLC) (= 99,7 %, Sigma Aldrich)
e Methanol (HPLC) (> 99,7 %, Sigma Aldrich)

e Deinonizovana voda — pfipravena pfistrojem na upravu vody Demiwa 10 ROSA a
IWA 20 iol, (Watek, Lede¢ nad Sazavou, CR)

Chemikalie pro ptipravu pufru

e Octan amonny, (p.a, pro analyzu LachNer, Neratovice, CR)
e Kyselina borita (> 99,5 %, Sigma Aldrich)

e Tetraboritan sodny dodekahydréat (99,5 %, Sigma Aldrich)
e [-Cyklodextrin (> 98,0 %, Sigma Aldrich)

Sulfonované pyreny

Vzorky:
e Vzorek 051/297A: Pyren-1,3,6,8-tetrasulfonova kyselina, (Synthesia, Rybitvi,
Ceska republika)

e Vzorek 051/297B: Pyren-1,3,6,8-tetrasulfonova kyselina, (Synthesia, Rybitvi,
Ceska republika)

e Vzorek 051/266C: Pyren-1,3,6,8-tetrasulfonova kyselina, (Synthesia, Rybitvi,
Ceska republika)

Obrazek 11: Vzorky a standardy pyrenu/sulfonovaného pyrenu (vlastni ilustrace)
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Standardy:
e STD 1: sodna sul 1-pyrensulfonové kyseliny (> 99,7 %), CAS: 59323-54-5, Sigma

Aldrich, USA)

e STD 2: sodna sul pyren-1,3,6,8-tetrasulfonové kyseliny (> 95 %), CAS: 59572-10-
0 (Thermo Scientific, USA)

e STD 3: Pyren, (DEZA, Valasské Mezitici, CR)

Sulfonace:
e Oleum (20 %, Synthesia, Rybitvi, CR)

e Siran sodny p.a., Penta, Chrudim

e Chlorid sodny p.a., Penta, Chrudim

Sulfonované naftaleny

Vzorky:
e Vzorek 1: Spolostan 7G, vysokomolekul&rni kondenzat naftalensulfonové kyseliny

a formaldehydu, Poly-naphthalensulfonat sodny, (Enaspol, CR)

e Vzorek 2: Spolostan 4P, nizkomolekularni kondenzat naftalensulfonové kyseliny
a formaldehydu, Poly-naphthalensulfonat sodny (Enaspol, CR)

e Vzorek 3: Naftalensulfonova kyselina smés, (Synthesia, Semtin, CR)
e Vzorek 4: Naftalensulfonova kyselina sm¢s, (Synthesia, Semtin, CR)
e Vzorek 5: Naftalensulfonova kyselina smés, (Synthesia, Semtin, CR)

Standardy:

e STD 1:1,3—- NDSK — Na; sodna sil 1,3-naftalendisulfonové kyseliny, Spolek pro
chemickou a hutni vyrobu, Usti nad Labem)

e STD 2: 1,6 — NDSK-Na; sodna sul 1,6-naftalendisulfonové kyseliny, (Spolek pro
chemickou a hutni vyrobu, Usti nad Labem)

e STD 3: 1,5-NDSK-Na; sodna sil 1,5-naftalendisulfonoveé kyseliny, (Spolek pro
chemickou a hutni vyrobu, Usti nad Labem)

e STD 4:1,7-NDSK-Mg; hofeénata sul 1,7-naftalendisulfonové kyseliny, (Spolek pro
chemickou a hutni vyrobu, Usti nad Labem)

e STD 5: 2,6 — NDSK-Na; sodna sul 2,6-naftalendisulfonové kyseliny, (vyzkumny
Ustav organickych syntéz, Pardubice-Rybitvi)

e STD 6: 2,7 — NDSK-Na; sodna sil 2,7-naftalendisulfonové kyseliny, (vyzkumny
Ustav organickych syntéz, Pardubice-Rybitvi)
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e STD 7: 1,3,5-NTSK-Na; sodna siil 1,3,5-naftalentrisulfonové kyseliny, (Spolek pro
chemickou a hutni vyrobu, Usti nad Labem)

e STD 8: 1,3,6-NTSK-Na; sodna siil 1,3,6-naftalentrisulfonové kyseliny, (Spolek pro
chemickou a hutni vyrobu, Usti nad Labem)

e STD 9: 1,3,7-NTSK-Na; sodna sul 1,3,7-naftalentrisulfonové kyseliny, (Spolek pro
chemickou a hutni vyrobu, Usti nad Labem)

e STD 10: 1,3,5,7-NTTSK-Ca; vapenata sul 1,3,5,7-naftalentetrasulfonové kyseliny,
(Spolek pro chemickou a hutni vyrobu, Usti nad Labem)

e STD 11: naftalen (> 99 %, Sigma Aldrich)

Obréazek 12: Standardy sulfonovanych naftalenii (vlastni ilustrace)

2.2 Pristrojové vybaveni

2.2.1 Pristroje

a) HPLC chromatograf Agilent 1260 Infinity 11, Agilent Technologies (Santa Clara, USA),
obsahujici:

e kvartérni Cerpadlo (nejvyssi dosazitelny tlak ¢ini 800 bar, nastaveni pratoku
v rozsahu 0,1 — 5 ml/min)

¢ kolonovy termostat (vyhiivani od 10-80 °C)

e detektor s diodovym polem (DAD), rozsah vinovych délek 190 — 950 nm,
umoznéni souc¢asného méfeni az pii 8 vinovych délkach

e fluorescencni detektor (FLD)

e autosampler (schopnost davkovat objem 0,1 — 100 pl)
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Obréazek 13: Kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity Il (vlastni ilustrace)

— Testované kolony:

1) Kinetex® Polar C18, 150 x 3.0 mm, 2.6 um, 100A (Phenomenex)
2) Ascentis® Express ES-CN, 10 cm x 4.6 mm, 2.7 um (Supelco)

3) Discovery® HS F5, 15 cm x 4.6 mm, 5 um (Supelco)

4) Supelcosil® LC —NH, 15 cm x 3.0 mm, 3 um (Supelco)

5) Poroshell 120 EC-C18, 15 cm x 3.0 mm, 2.7 um (Agilent Technologies)

b) Kapiléarni elektroforeticky systém Agilent 1700, Agilent Technologies (Palo Alto, CA,
USA), obsahujici:

e Kapilara, 365 x 75 um 1.D, délka 75 cm (efektivni délka k detektoru 62 cm),
(Polymicro)

e zdroj napéti (do 30 kV)
e detektor s diodovym polem (DAD)

e autosampler
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Obrazek 14: Kapilarni elektroforéza Agilent *°CE 1700 (vlastni ilustrace)

c) UV spektrometr SPECORD 50 plus, Analytik Jena (Jena, Némecko)

d) FLD spektrofluorometr FluoroMax-4, Horiba Jobin Yvon, (LABIMEX s.r.0, Praha)
e) Ultrazvukova lazen, Sonorex (Bandelin)

f) pH metr (Metrohm) 827, (Methrohm)

g) Susici kalibra¢ni vahy Sartorius, (Sartorius)

h) Analytické vahy AE 200, Mettler (Mettler-Toledo)

1) Susarna Memmert UN, (Memmert)

J) Automatické pipety o riznych objemech, (Fisherbrand)

k) Odmérné banky, kadinky, kapatka, kopist, lodi¢ky, nalevky

I) Kiemenné kyvety pro UV/Vis s optickou drahou 1 cm Hellma (Hellma)

2.3 Mobilni faze

2.3.1 Mobilni faze pro HPLC
a) MF A — octan amonny (1 g/l)
b) MF B — Acetonitril (100 %)

c) MF C — Demineralizovana voda
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Jako mobilni faze A byl pouzivan pufr, roztok octanu amonného (demineralizovana voda a
octan amonny). Na analytickych vahach byl navazen 1 g octanu amonného a rozpuitén v
jednolitrové odmérné baiice. Roztok octanu amonného byl promichén a piefiltrovan pres filtr s
velikosti ¢astic 0,2 um. Roztok byl uchovavan v zasobni lahvi z tmavého skla, ktera brani
rozkladu pufru. Mobilni fazi B tvotil 100 % Acetonitril HPLC kvality.

2.3.2 Ptiprava elektrolytu pro CE

Pro separace provedené na kapilarni elektroforéze byl ptipraven 0,05 mol/l boratovy
elektrolyt s ptidavkem 0,01 mol/l B- cyklodextrinu. Ve 100 ml odmérné banky byla rozpusténa
navazka 1,905 g tetrahydroboritanu sodného (dodekahydratu) a objem banky doplnén po rysku
destilovanou vodou. Do 25 ml odmérné banky bylo rozpusténo 0,028 g - cyklodextrinu a
doplInéno po rysku piipravenym roztokem tetraboritanu. Takto pfipraveny elektrolyt byl pied
pouzitim prefiltrovan pres stiikackovy mikrofiltr (0,2 um) pfimo do elektrolytovych nadobek

pristroje pro kapilarni elektroforézu.

2.4  Postup pripravy sulfonovaného pyrenu

Ptiprava sulfonovaného pyrenu prob¢hla laboratorné. Do sulfonacni batiky bylo navazeno
cca 160 g siranu sodného a 1300 g 20 % olea, poté byla smés zahtata na 60 °C. Do vzniklého
roztoku bylo ptidano cca 101 g pyrenu (pii 55 °C) a smés byla ponechéna reagovat pfes noc
(16 h). Druhy den byla smés ptevedena do 4000 g vody a celd smés byla nasledné ochlazena.
Bylo ziskéno okolo 5444 g smési. Po vysoleni bylo odebrano cca 100 g smési ke které byl
ptidan chlorid sodny (cca 13 — 20 g), smés byla michana (2 — 4 h), poté piefiltrovana a

vysusSena, ¢imz byly ziskany vzorky sulfonovaného pyrenu.

2.5 Optimalizované podminky HPLC analyzy sulfonovanych pyreni
Findlni analyzy HPLC/DAD-FLD pyrenu, standardd a sulfonovanych vzorkd pyrenu
probéhla na kapalinového chromatografu Agilent 1260 Infinity Il s vyuzitim optimalizované
metody zalozené na gradientové eluci, ktera docilila separace jak jednotlivych standardd
sulfonovaného pyrenu monosulfonovaneho, tetrasulfonovaného pyrenu tak i nesulfonovaného
pyrenu v jedné metodé. Optimalizovany gradient je uvedeny v tabulce ¢. 1. a podminky méteni

V tabulce ¢. 2.
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Tabulka 1: Optimalizovany pritbéh gradientu

Gradient

Cas (min) % MF A % MF B
0 98 2

3 08 2

10 10 90

12 10 90

12,5 08 2

22 98 2

Tabulka 2: Podminky separace prii méieni na HPLC/DAD-FLD

Ptistroj: kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity |1
Kolona: Polar C18, Kinetex, 15 cm x 3 mm, 1004, 3 um
Teplota: 30°C

MF A: Voda + octan amonny (1 g/l)

MF B: Acetonitril

Prutok: 0,5 ml/min

Objem nastiiku: 1pul

Detekce UV: 240, 254, 270, 330, 238 nm (kvantifikace pfi: 238 nm)
Detekce FLD: Excitace pfi 230 nm ; Emise pfi 460 nm

2.5.1 Ptiprava kalibra¢ni fady pro sulfonované pyreny
Kalibra¢ni fada byla pfipravena pro standard STD 2, kde zasobni roztok byl pfipraven
rozpuSténym navazky 100 mg do 100 ml odmérné banky, kterd byla doplnéna po rysku
demineralizovanou vodou. Ze zasobniho roztoku byl nasledné odpipetovan dany objem (viz
tabulka ¢. 3) do 10 ml odmérné banky, ktera byla opét doplnéna demineralizovanou vodou po

rysku. Davkovan byl vzdy 1 ul roztoku.
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Tabulka 3: Kalibracni fada pro STD 2

¢ (mg/ml) Vstp2 (ml)
0,1 1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7

N[O~ WIN

2.5.2 Piiprava analyzovanych vzorkl pro HPLC
Zasobni roztoky vzorku (051/266C, 051/297A, 051/297B) byly pfipraveny rozpuSténym
navazky 100 mg do 100 ml odmérné banky. Jednotlivé vzorky byly zhomogenizovéany,
protfepany, vlozeny na 5 minut do ultrazvuku a nésledné ptefiltrovany pies nylonovy filtr
s velikosti pori 0,2 um pro odstranéni neéistot, aby popiipadé nedoslo k zaneseni kolony.
Kazdy vzorek byl pfipraven 2x, kdy jednou byl vzdy rozpustén a doplnén po rysku
demineralizovanou vodou, a podruhé rozpustén a doplnén po rysku 70 % acetonitrilem. Opé&t

davkovano 1 pl roztoku.

2.6  Stanoveni dalSich latek ve vzorcich sulfonovanych pyreni

Stanoveni dalSich latek (chloridy a sirany) probé&hlo ve spolupraci ve spole¢nosti VUOS a.s.,
jez disponuje piistroji a metodami pro jejich presné stanoveni. Tyto experimenty nebyly pfimou
naplni diplomové prace. Chloridy a sirany byly stanoveny titrané, metodou ve vzorcich
sulfonovanych pyrena 051/297A a 051/297B.

Vlhkost vzorku byla zjist'ovana na susicich vahach navazenim cca 1 g vzorku a vysusenim
do konstantni hmotnosti. Odeétenim hmotnosti pied a po skonceni suseni byla vypocitana

redlnd vihkost vzorku.

2.7 Priprava vzorku a standarda pro UV/Vis spektrometrii

Vzorky a standardy pro méteni pomoci UV-VIS spektrofotometrii byly pfipraveny stejnym
postupem jako je postup popsany Vv kapitole 2.5.2. Dale byla provedena uprava nafedénim
vSech vzorkd minimalné pétsetkrat. Nafedénymi vzorky byla poté plnéna kyveta s délkou
optické dréhy 1 cm a ta poté vloZzena do spektrofotometru. Rozsah snimanych spekter byl od
210 — 400 nm.
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2.8 Priprava vzorki a standardi pro fluorescen¢ni spektrometrii

Vzorky a standardy pro méfeni pomoci fluorescencni spektrofotometrie byly piipraveny
stejnym postupem jako je popsany postup v kapitole 2.5.2. Déale byla provedena Uprava
nafedénim vSech vzorkd minimalné pétsetkrat. Naredénymi vzorky byla poté plnéna kyveta
s délkou optické drahy 1 cm a ta poté vlozena do spektrofotometru. Sledované vinové délky
pro excita¢ni spektrum byly v rozmezi od 210 nm do 400 nm, sledované vinové délky pro

emisni spektrum byly v rozmezi od 300 nm do 600 nm.

2.9 Optimalizované podminky CZE analyzy sulfonovanych pyreni

Pro analyzu byla zvolena nepokryta kiemenna kapilara s celkovou délkou 75 cm (efektivni
délka k detektoru 62 cm) x 75 um vnitini pramér. Teplota kapilary byla 25 °C a zvolené napéti
pro separaci 25 kV. Davkovani do kapilary bylo pomoci tlaku (10 s pii tlaku 50 mbar). Detekce
byla provedena detektorem diodového pole snimajici vinovou délku 230 nm. Protoze iontova
mobilta tetrasulfonovaného pyrenu je Vv absolutni hodnotné vys$§i nez mobilita
elektroosmotického toku, bylo nutné béhem analyzy aplikovat na kapilafe pretlak 35 mbar na
stran¢ davkovani. Doba analyzy Cinila 11 minut.

Pred kazdym méfenim byla kapilara promyta 0,1 M NaOH po dobu 1 minuty, deonizovanou
vodou po dobu 1 minuty a na zavér naplnéna a proplachnuta elektrolytem po dobu 1 minuty.

Celkovy Cas analyzy véetné piipravy kapilary byl 14 minut.

2.9.1 Piiprava kalibracni fady pro sulfonované pyreny
Kalibra¢ni fada byla pfipravena pro standard STD 2, kde z4sobni roztok byl pfipraven
rozpusténym navazky 100 mg do 100 ml odmérné banky, kterd byla doplnéna po rysku
demineralizovanou vodou. Ze zasobniho roztoku byl nasledné¢ odpipetovan dany objem (viz
tabulka ¢. 4) do 10 ml odmérné banky, ktera byla opét doplnéna demineralizovanou vodou po

rysku. Davkovani bylo nastaveno po dobu 10 s tlakem 50 mbar.
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Tabulka 4: Kalibracni fada STD 2

¢ (mg/ml) Vstp2 (ml)
0,1 1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7

N[O~ WIN

2.9.2 Prtiprava analyzovanych vzorkt pro CZE
Zasobni roztoky vzork (051/266C, 051/297A, 051/297B) byly pfipraveny rozpusténim
navazky 100 mg do 100 ml odmérné banky. Jednotlivé vzorky byly zhomogenizovany,
protfepany, vloZzeny na 5 minut do ultrazvuku a poté doplnény demineralizovanou vodou po
rysku. Roztoky byly nasledn¢ jesté 5x zfedény. Davkovani bylo nastaveno po dobu 10 s tlakem
50 mbar.

2.10 Optimalizované podminky méieni pro sulfonované naftaleny

Veskera chromatografickd méteni pro HPLC/DAD-FLD naftalenu, jeho sulfonovanych
vzorkid a standardi probéhla prostfednictvim kapalinového chromatografu Agilent 1260
Infinity II s vyuzitim optimalizované metody zalozené na gradientové eluci, ktera docilila
pozadované separace jak jednotlivych standardi sulfonovaného naftalenu, tak i
nesulfonovaného naftalenu v jedné analyze. Optimalizovany gradient je uveden v tabulce ¢. 5

a podminky méfeni v tabulce €. 6.

Tabulka 5: Optimalizované podminky gradientu

Gradient
Cas (min) % MF A % MF B
0 100 0
1 100 0
3 98 2
10 85 15
15 85 15
25 10 90
27 10 90
27,5 100 0
37 100 0
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Tabulka 6: Podminky pii méreni HPLC/DAD-FLD

Piistroj: kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity 11
Kolona: Polar C18, Kinetex, 15 cm x 3 mm, 1004, 3 um
Teplota: 30°C
MF A: Voda + octan amonny (1 g/l)
MF B: Acetonitril
Prutok: 0,5 ml/min
Objem nastiiku: 1ul
Detekce UV: 240, 254, 270, 330, 228 nm (kvantifikace pfi: 228 nm)
Detekce FLD: Excitace pti 230 nm; Emise pii 460 nm

2.10.1 Ptiprava kalibra¢ni fady pro sulfonované naftaleny

Kalibra¢ni fada byla piipravena pro standard 1,5-NDSK;, 1,6-NDSK, 2,6-NDSK, 2,7-NDSK
a naftalen, kde zasobni roztoky byly piipraveny rozpusténym navazky 100 mg do 100 ml
odmérné bariky, ktera byla doplnéna po rysku demineralizovanou vodou. Ze zasobniho roztoku
byl nasledné odpipetovan dany objem (viz tabulka ¢. 7) do 10 ml odmérnych bangk, které byly

opét doplnény demineralizovanou vodou po rysku. Davkovan byl vzdy 1 pl roztoku.

Tabulka 7: Kalibracni rada pro zvolené standardy

¢ (mg/ml) Vstp2 (ml)
0,01 0,1
0,05 0,5
0,1 1
0,15 15
0,2 2
0,25 2,5
0,3 3
2.10.2 Ptiprava analyzovanych vzorki pro HPLC

Zasobni roztoky vzorku (Spolostan 7G, Spolostan 4P, smési naftelendisulfonovych kyselin
(vzorek A, vzorek B, vzorek C)) byly ptipraveny rozpusténym navazky 100 mg do 100 ml
odmérné banky. Jednotlivé vzorky byly zhomogenizovany, protiepany, vlozeny na 5 minut do
ultrazvuku a nasledné prefiltrovany ptes nylonovy filtr s velikosti pora 0,2 um pro odstranéni
necistot, aby popiipad¢ nedoslo k zaneseni kolony. Byly davkovéany 3 ul roztoku pro vzorky

spolostanti a 0,5 ul pro vzorky smési naftalensulfonovych kyselin.
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3 DISKUZE A VYSLEDKY

3.1 Optimalizace separace sulfonovanych pyrenti pomoci HPLC

Pro analyzu sulfonovanych pyrenti byla optimalizovdna metoda gradientove HPLC
separace. Analyzy modelovych standardt a vzorka probéhly riznymi postupy, kde byly
vyzkouSeny odlisné pribéhy gradientd (tabulka ¢. 8). Cilem byla iplna separace vSech latek
obsazenych ve vzorcich za co mozna nejkratsi ¢as, ale i separace jak polarnich sulfonovanych
pyrend, tak i nepolarniho pyrenu v jedné metodé. Pro optimalizaci podminek byly vyzkouseny
i ruzné typy kolon vhodnych pro tento typ latek. (uvedeno v kapitole 2.2.1). Jako organicka
slozka mobilni faze byl zkousen acetonitril a methanol pozadované HPLC kvality.

Jako nejvhodnéjsi kolona byla vybrana kolona Kinetex® Polar C18, ktera je ve vodném
prostiedi vysoce stabilni a diky jejimu modifikovanému povrchu se pro separaci vysoce
polarnich sulfonovanych latek hodi nejvice. Z testovanych gradienti byla Metoda 3
vyhodnocena jako optimalni a lepsi vysledky byly dosazeny s acetonitrilem, jako organickou
slozkou mobilni faze oproti methanolu. Zvolena metoda dosahuje pfedem stanovenych cili s
optimalnimi ¢asovymi podminkami, kdy b&hem 22 minut prob&hla jak analyza, tak

i reekvilibrace kolony na pocate¢ni podminky.

Tabulka 8: Optimalizace podminek metody

Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Cas (min) | % MFA | % MFB | Cas (min) | % MF A | % MF B | Cas (min) | % MFA | % MF B
0 95 5 0 08 2 0 08 2
3 95 5 18 90 80 3 08 2
20 10 90 20 10 90 10 10 90
22 10 90 22 10 90 12 10 90
22,5 95 5 22,5 08 2 12,5 98 2
30 95 5 27 08 2 22 98 2

MF A: octan amonny (1 g/l) ve vodé; MF B: acetonitril HPLC kvality
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Pro identifikaci v chromatogramu byly analyzovany jak samotné standardy sodnych soli
STD 1 (pyren-1-sulfonova kyselina) a STD 2 (pyren-1,3,6,8-tetrasulfonova kyselina), tak i
STD 3 (pyren) a zaroven jejich smés. Separace smési standardt za optimalizovanych podminek
(metoda 3) je uvedena na obrazku ¢. 15 a separace redlnych vzorkd na obrazcich ¢.16 a 17.

Retenéni Casy standardu jsou uvedeny v tabulce €. 9.

Metoda 3 STD 3

310

260 STD 2

210

160

STD1

Odezva (mAU)

110

. A .

-40

Retencni ¢as (min)

Obrazek 15: Separace smési standardu pyrenu a sulfonovanych pyrenii. Kolona: Kinetex® Polar C18,
15 cm x 3 mm, 1004, 2,6 um, gradientova eluce podle metody 3 (tabulka ¢. 8) pritok MF: 0,5 ml/min,
detekce: UV 238 nm. STD 1: pyren-1-sulfonové kyselina, STD 2: pyren-1,3,6,8-tetrasulfonové kyselina,
STD 3: pyren

Tabulka 9: Identifikace jednotlivych sledovanych standardii

Slozka Retencni ¢as (min)
STD 2 (pyren-1,3,6,8-tetrasulfonova kyselina) 1,075
STD 1 (pyren-1-sulfonova kyselina) 8,395
STD 3 (pyren) 12,351

56



051/297A_ACN
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Obréazek 16: HPLC separace vzorku 051/297A rozpusténého v acetonitrilu, experimentalni podminky
viz obrdzek ¢.15

051/297A voda
800

pyren-1,3,6,8-tetrasulfonova kyselina

700

600

500

400

300

Odezva (mMAU)

200

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Retenéni ¢as (min)

Obrézek 17: HPLC separace vzorku 051/297B rozpusténého v acetonitrilu, experimentalni podminky
viz obrazek ¢.15.

Dalsi zdznamy analyz vzorkt (051/297A a 051/297B) zméienych metodou 3 jsou uvedeny
v ptiloze A pod ¢isly 1-4. Chromatogramy s riznymi podminkami analyz béhem optimalizace

separace jsou uvedeny v ptiloze A pod ¢isly 5-9.
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3.1.1 Spektrometrické analyzy vzorku a standardi sulfonovaného pyrenu

Pii HPLC méfeni vSech latek byla sniméana detektorem UV-Vis i fluorescen¢ni spektra, ktera
tak mohla byt porovnana se spektry zméfenymi na stolnim UV/Vis respektive fluorescenénim
spektrofotometru. Vzorky a standardy byly k méteni ptipraveny tak, jak je popsano v kapitole
2.5.2 v experimentalni ¢asti diplomové prace. Méfeni prob¢hlo vzdy trikrat.

Vybrané zaznamy porovnavajici jednotliva spektra zméfena na stolnim spektrometru a
spektra zméfena na HPLC detektoru obsahuje ptiloha A pod ¢isly 10-11. Ziskana spektra
zméfena na spektrometru (UV/Vis) se shoduji se spektry zmétenymi na HPLC. Zaznamy ze
stolnich spektrometri jsou uvedeny v této kapitole na obrazcich ¢. 18-20.

Ze zdznamu na obrazku ¢. 19 je vidét posun vSech absorpénich pdsit vzorku
tetrasulfonovaného pyrenu k vys$sim vinovym délkam (bathochromni posun) oproti pyrenu.
Fluorescenc¢ni spektrum vzorku 051/297A je typickou ukédzkou spektra kdy emisni spektrum je
zrcadlovym obrazem excita¢niho spektra tetrasulfonovaného pyrenu. Spektra ziskana
Z fluorescencniho HPLC detektoru nelze porovnat s fluorescenénimi spektry na stolnim
spektrofluorimetru, protoZze u HPLC fluorescen¢niho detektoru je na emisni strané pouzita

Stérbina s vétsi Sitkou, 20 nm.

UV/Vis spektrum 051/297A

Rozpusténo v ACN

Rozpusténo ve ve vodé
0.38

0.28
) \/ﬂ w/\/
280 315 350 3

85

Absorbance

0.08

002519 245

VInovéa délka (nm)

Obrazek 18: UV/Vis spektrum vzorku 051/297A rozpusténého ve vodélrozpusteného v ACN, zméieno
na UV spektrometru SPECORD 50
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UV/Vis spektrum sulfonovaného/nenasulfonovaného pyrenu
0.67 Pyren
——051/266C
0.57
0.47
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% 0.37
o]
5
8 027
<
0.17
0.07
-0.03519 245 280 315 350 385
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Obrazek 19: Porovnani UV/Vis spektra nasulfonovaného vzorku pyrenu (051/266C v ACN) s pyrenem,
zméreno na UV spektrometru SPECORD 50

Excitani/Emisni spektrum vzorku 051/297A
2470000
Absrop¢ni spek.
Fluorescenéni spek.
1970000
$ 1470000
N
<
=)
=
970000
470000
-30000
260 310 360 410 460
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Obrazek 20: Spektrum vzorku 051/297A, zméieno na FLD spektrofluorometru FluoroMax 4, zadznam
excitacniho(absorpcniho)lemisniho(fluorescencniho) spektra vzorku
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3.1.2 Kalibracni méreni pro sulfonované pyreny pomoci HPLC

Porovnanim vysledkt analyz vzorku se standardy, jak z hlediska reten¢nich ¢asu i spekter
bylo zjisténo, ze vzorek obsahuje pouze jednu majoritni slozku, a to konkrétné tetrasulfoovany
pyren (STD 2). Pro kvantitativni ucely HPLC analyzy byla tedy uvazovana pouze jedna
kalibra¢ni fada. Piprava kalibraéniho méteni probéhla dle postupu uvedeného v kapitole 2.5.1.
Kalibra¢ni méfeni roztokd probéhlo vzdy tiikrat a poté byla sestrojena kalibra¢ni zavislost
plochy piku na jejich koncentraci, ktera poslouzila ke kvantitativnimu vyhodnoceni obsahu
tetrasulfonovaného pyrenu ve vzorcich. Data kalibracni zavislosti a kalibra¢ni kiivky jsou
uvedeny v tabulkach ¢. 10-12 a znazornény na obrazku ¢.21. Hodnota korela¢niho
koeficientu R byla 0,9990, coz je vyhovujici pro linearni zavislost. Mez stanovitelnosti (LOQ)
a mez detekce (LOD) byly vypocitany v programu Excel nastrojem ANOVA pfi tvorbé
kalibra¢nich zavislosti z hodnot uvedenych v tabulce ¢. 10. Kvantifikace probéhla pii 238 nm.

Tabulka 10: Kalibracni zavislost STD 2

STD 2
Vpipet, [MI] Vos[ml] | c[mg/mi | ° g;?:r:s]
1 10 0,1 1273
2 10 0,2 2513
3 10 0,3 3775
4 10 0,4 4990
5 10 0,5 6248
6 10 0,6 7231
7 10 0,7 8289
Vpipet.: = pipetovany objem z&sobniho roztoku standardu v ml; Vog = objem odmérné barky,

€ = koncentrace kalibracnich roztoki 1-7 v mg/ml, S = plocha kalibracnich roztokii 1-7 (MAU x S)

Tabulka 11: Kalibracni parametry pro vzorky 051/297A, 051/297B, 051/266C

Vzorek Rozp. S g?:‘r?gs]

d 4859
051/266C XZ:S —

d 2576
051/297A XOC; —

d 3604
051/2978B XZ:S —
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Kalibrac¢ni zavislost STD 2
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Obrazek 21: Kalibracni zavislost STD 2 (1,3,6,8-tetrasulfonovany pyren)
Tabulka 12: Parametry kalibracni kiivky
. Koncentrace : 9 LOD LOQ
Slozka ¢ (mg/ml) Rovnice regrese R [mg/ml] | [mg/mi]
STD 2 0,1-0,7 y = 11890x + 147,27 0,9990 0,053 0,16

Pomoci kalibra¢ni zavislosti byl zjistén obsah tetrasulfonovaného pyrenu ve vzorcich
051/266C, 051/297A a 051/297B. Vysledky kalibra¢niho méteni jsou uvedeny v tabulkéch
¢. 13-15. Kazda analyza byla opakovana 3x. Pomoci statistického t-testu bylo zjisténo, ze rozdil
vysledki analyz vzorkl rozpusténych v 70 % ACN a vzorki rozpuSténych ve vode je statisticky

vyznamny na hladiné¢ vyznamnosti o = 0,5.

Tabulka 13: Vysledky kalibracni zavislosti pro vzorek 051/266C (n=3)

051/266C
Rovnice: y =11890x + 147,27
XacN (mg/ml): 0,4096
Xvoda (Mg/ml): 0,3962
hm9%o Xacn 39,01 +0,43
hm%o Xvoda 37,74 £0,54
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Tabulka 14: Vysiledky kalibracni zavislosti pro vzorek 051/2974 (n=3)

051/297A
Rovnice: y = 11890x + 147,27
XacN (mg/ml): 0,2235
Xvoda (Mg/ml): 0,2042
hm%b Xacn 21,27+ 0,4
hm% Xvoda 19,45+ 0,23

Tabulka 15: Vysledky kalibracni zavislosti pro vzorek 051/297B (n=3)

051/297B
Rovnice: y =11890x + 147,27
XacN (mg/ml): 0,2991
Xvoda (M@/ml): 0,2907
hm%b Xacn 28,68 £ 0,23
hm%o Xvoda 27,68 £0,77

Vedle obsahu sulfonovaného pyrenu byly ve vzorcich stanoveny sirany, chloridy (na
externim pracovi$ti) a vihkost (viz kapitola 2.6). Celkové vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 16.
Pro vzorek 051/266C je uvedené pouze procentudlni zastoupeni chloridd z davodu

nedostate¢ného mnozstvi vzorku K ziskani dalsich zminénych stanoveni.

Tabulka 16: Prrehled vysledkii analyz vybranych slozek vzorkii sulfonovaného pyrenu

Sirany Chloridy STD 2 2 (%)
Vzorek ] ) Vlhkost
(jako Na2S0a) | (jako NaCl) (ACN/Voda) (ACN/Voda)
051/266C - 10,0 % - 39,01 | 37,74 - -
051/297A 35,6 % 30,2 % 123% | 21,27 | 19,45 99,50 97,65
051/297B 26,2 % 2,1% 125% | 28,68 | 27,68 69,77 | 68,945
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3.1.3 Shrnuti vysledki analyz sulfonovanych pyreni pomoci HPLC

Z vysledku analyz vzorka sulfonovaného pyrenu vyplyva, ze po provedeni sulfonace je
hlavnim reakénim produktem 1,3,6,8-tetrasulfonovany pyren a obsah dalSich sulfonovanych
pyrend vcetn¢ nesulfonovaného pyrenu nebyl ve vzorku zaznamenan. Z toho divodu byla
kalibra¢ni méfeni realizovana pouze pro standard tetrasulfonovaného pyrenu. Drobné rozdily
V nalezeném obsahu tetrasulfonovaného pyrenu ve vzorcich rozpusténych ve vodé a v 70 %
ACN mohou byt zptisobeny tim, Ze k vyhodnoceni vysledki byla pouzita pouze kalibra¢ni fada
roztoku ptipravenych v ¢isté vodé. Z tabulky ¢. 16 vyplyva, ze vzorek 051/297A obsahuje
prakticky pouze vySe jmenovane slozky (tetrasulfonovany pyren, sirany, chloridy, vihkost)
zatimco soucet procentudlniho obsahu téchto slozek ve vzorku 051/297B je cca 70 %. Pti
ptipravé vzorku B bylo pouZito men$i mnozstvi chloridu sodného k vysoleni vzniklého
tetrasulfonovaného pyrenu cemuz odpovida i mensi nalez obsahu NaCl v tomto vzorku. I pfesto
je sumarni obsah stanovovanych slozek cca 70 %. Dalsi mozné slozky (necistoty) se nepodatilo
identifikovat. Z pohledu obsahu tetrasulfonovaného pyrenu v analyzovanych vzorcich je jeho
nejvyssi obsah ve vzorku 051/266C, avsak mnozstvi ziskaného produktu bylo natolik malé, ze
nemohly byt stanoveny s vyjimkou chloridu jeho dal$i parametry. Pokud by se uvazoval obsah
sirand a vlhkost podobnd jako u vzorka 051/297A a 051/297B, tedy v rozmezi 25-35 % pro
sirany a cca 12 % vlhkosti, 1ze pfedpokladat, ze vzorek C obsahuje pouze vysSe jmenované

slozky (suma cca 95-100% hmotnosti vzorku).

3.2 Optimalizace separace sulfonovanych pyrent pomoci CZE

Vedle HPLC metody pro analyzu sulfonovanych pyrent byla optimalizovana i metoda
kapilarni elektroforetické separace. Pii optimalizaci separace se vychazelo z poznatki
uvedenych v publikaci [37], ktera se zabyvala optimalizaci separace derivatu NS pomoci HPLC
a CZE. K optimalizaci separace byly pouzity jak vzorky tetrasulfonované¢ho pyrenu, tak i
modelovych smési standardd a optimalizovano bylo sloZeni pracovniho elektrolytu, jeho pH,
teplota a aplikace pietlaku béhem analyzy. Nejprve byly vyzkouSeny separace 1,3,6,8-
tetrasulfonovaného pyrenu (STD 2) bez puisobeni pietlaku, jako elektrolyt byl pouzit 0,05 mol/I
tetrahydroboritan sodny, pH=9,3 + 0,01 mol/l B-cyklodextrin, napéti +25 kV a teplota
kapilary 25 °C. Avs$ak bez paralelniho puisobeni ptetlaku na kapilaru na stran¢ davkovani béhem
analyzy nebylo mozné proméfovany standard vilbec zaznamenat, protoze rychlost samotného
elektroosmotického toku je nizsi nez opac¢na rychlost elektroforetické migrace testovaného
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tetrasulfonove kyseliny. Zaroven se jedna o kyselinu zcela ionizovanou v Sirokém rozsahu pH
a neni mozné upravit jeji elektroforetické vlastnosti pouhou upravou pH pufru ptipadné
teplotou. I ptesto byly vyzkouseny i jiné typy elektrolytu jako napt. boritanovy pufr o pH =9,
v némz se analyzy od piedchozich nijak vyznamné neliSily a nemél tedy zasadni vliv na
analyzu. Dale byl vyzkouSen elektrolyt, boritanovy pufr o pH=9,3 bez
ptidavku B - cyklodextrinu avsak za téchto podminek nebyl zaregistrovan na zaznamu zadny
pik. Pro uspé&$nou separaci bylo tedy nutné, aby pracovni elektrolyty obsahovaly i cyklodextrin,
ktery se jiz dfive osvédcil pro separace polohovych izomert naftalensulfonovych kyselin
[36][37]. Zcela zésadni vliv na kvalitu, respektive délku separace ma aplikace pretlaku na
kapilafe béhem analyzy, ktera =zajisStuje dodateCny tok kapaliny kapilarou a tim
urychluje/umoziuje i separaci latek s vysokou opaéné orientovanou vlastni rychlosti migrace,
nez je sm&r EOF. Pti aplikaci pfetlaku 25 mbar byla celkova doba analyzy 20 minut a pfi
ptetlaku 35 mbar bylo dosazeno celkové doby analyzy 14 minut véetné 3 minut potfebnych na
promyti separacni kapilary pied dalsi analyzou. Touto metodou probéhla analyza
sulfonovanych pyrend, tak i nesulfonované¢ho pyren v jedné analyze do 10 minut. Finalni
optimalizované podminky analyzy jsou uvedené v kapitole 2.9 na strané ¢. 51.

Separace smési standardll za optimalizovanych podminek je uvedena na obrazku ¢. 22 a
separace jednotlivych vzorkt sulfonovaného pyrenu je na obrazcich ¢. 23-25. Migraéni Casy

standardua jsou uvedeny v tabulce ¢.17.

Tabulka 17: Identifikace sledovanych standardii

Slozka Retencni ¢as (min)
STD 3 (pyren) 3,036
STD 1 (pyren-1-sulfonova kyselina) 4,274
STD 2 (pyren-1,3,6,8-tetrasulfonova kyselina) 9,097
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Optimalizované podminky separace pomoci CZE
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Obrézek 22: Optimalizovana CZE separace standardi, nepokryta kifemennd kapilara o vnitinim
priuméru 75 um, celkova délka 75 cm (efektivni délka 62 cm), 0,05 mol/l tetraboritan sodny ve vodeé
(pH=9,3) s pridavkem 0,01 mol/l - cyklodextrinu; teplota: 25 °C, zvolené napéti: +25 kV, davkovani:
10 s X 50 mbar, pretlak: 35 mbar na strané davkovani, UV detekce: 230 nm; STD 1: pyren-1-sulfonova
kyselina, STD 2: pyren-1,3,6,8-tetrasulfonova kyselina, STD 3: pyren
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Obréazek 23: CZE separace vzorku 051/297A o koncentraci 0,2 mg/ml ve vod¢, experimentalni podminky
viz obrazek ¢.22
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051/297B
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Obrazek 24: CZE separace vzorku 051/297B o koncentraci 0,2 mg/ml ve vodé, experimentalni
podminky viz obrazek ¢.22
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Obrézek 25: CZE separace vzorku 051/266C o koncentraci 0,2 mg/ml ve vodé, detekce, experimentalni
podminky viz obrdzek ¢.22, detekce: 230 nm
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3.2.1 Kalibraé¢ni méfeni pro sulfonované pyreny pomoci CZE

Na zaklad¢ analyz vzorki a naslednym porovnanim se standardy, jak z hlediska migraéniho
Casu a spektra, tak i z hlediska pfedchozich vysledki HPLC analyz bylo potvrzeno, ze vzorky
obsahuji pouze jednu majoritni slozku, a to tetrasulfoovany pyren (STD 2). Pro kvantitativni
ucely CZE analyzy byla uvazovana pouze jedna kalibra¢ni fada a jeji ptiprava probéhla dle
postupu uvedeného v kapitole 2.9.1. Kalibrace byla proméfena vzdy tiikrat a poté byla
sestrojena kalibra¢ni zavislost plochy zon na koncentraci, ktera poslouzila ke kvantitativnimu
vyhodnoceni obsahu tetrasulfonovaného pyrenu ve vzorcich. Data kalibracni zavislosti a
kalibra¢ni rovnice jsou uvedeny v tabulkach ¢. 18 - 20 a znazornény na obrazku ¢. 26. Hodnota
korelacniho koeficientu R byla 0,9991, coz je vyhovujici pro linearni zavislost. Mez
stanovitelnosti (LOQ) a mez detekce (LOD) byly vypocitany v programu Excel néstrojem
ANOVA pfi tvorbé kalibra¢nich zavislosti z hodnot uvedenych v tabulce ¢. 18. Kvantifikace
probéhla pii 230 nm.

Tabulka 18: Kalibracni zavislost STD 2

STD 2
S [MAUxs]
Vpipet. [MI Vos [ml ¢ [mg/ml
pipet. [MI] os [ml] [mg/mi] 228 nM
1 10 0,1 52
2 10 0,2 94
3 10 0,3 138
4 10 0,4 184
5 10 0,5 235
Vpipet. = pipetovany objem zé&sobniho roztoku standardu v ml; Vo = objem odmérné barky;,

€ = koncentrace kalibracnich roztoki 1-7 v mg/ml, S = plocha kalibracnich roztokii 1-7 (MAU x S)

Tabulka 19: Vyhodnoceni chromatogramii vzorkii 051/297A, 051/297B, 051/266C (rozpusténych ve
vode)

S [mMAUxs
Vzorek Rozp. 228 om ]
051/266C voda 137
051/297A voda 104
051/297B voda 126
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Kalibrac¢ni zavislost STD 2
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Obrézek 26: Kalibracni zavislost pro STD 2 (1,3,6,8-tetrasulfonovan pyren)

Tabulka 20: Parametry kalibracni krivky

Y Koncentrace , ) LOD LOQ
Slozka ¢ (mg/ml) Rovnice regrese R [mg/ml] | [mg/mi]
STD 2 0,1-0,5 y=454,9x + 4,17 0,9991 0,059 0,17

Pomoci kalibra¢ni zavislosti byl zjistén obsah tetrasulfonovaného pyrenu ve vzorcich

051/266C, 051/297A a 051/297B. Vysledky jsou uvedeny v tabulkéch ¢. 22 - 24.

Tabulka 21: Vysledky kalibracni zavislosti pro vzorek 051/266C (n=3)

051/266C
Rovnice: y=454,9x + 4,17
X (mg/ml): 0,2929
hm% 28,58 £ 0,33

Tabulka 22: Vysledky kalibracni zavislosti pro vzorek 051/2974 (n=3)

051/297A
Rovnice: y=454,9x + 4,17
X (mg/ml): 0,2184
hm% 21,31+£0,40
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Tabulka 23: Vysledky kalibracni zavislosti pro vzorek 051/297B (n=3)

051/297B
Rovnice: y=454,9x + 4,17
x (mg/ml): 0,2687
hm% 26,86 £ 0,41

Do celkového vysledku analyz vzorkt bylo jako v pifedchozi kapitole (kapitole 3.1) zahrnuto
i dil¢i stanoveni sirant, chloridt a vihkosti. Pro vzorek 051/266C je uvedené pouze procentudlni
zastoupeni chloridli z diivodu nedostate€ného mnozstvi vzorku. Celkové shrnuti vSech

naméienych a ziskanych vysledki obsahuje tabulka ¢. 24.

Tabulka 24: Prehled vysledkii analyz vybranych slozek vzorkii sulfonovaného pyrenu v procentech (%)

Sirany Chloridy Tetrasulfonovany
Vzorek _ ] VIhkost 2 (%)
(jako Naz2S0a4) | (jako NaCl) pyren
051/266C - 10,0 - 28,58 -
051/297A 35,6 30,2 12,3 21,31 99,64
051/297B 26,2 2,1 12,5 26,86 67,48

3.2.2 Shrnuti vysledku analyz sulfonovanych pyreni pomoci CZE

Byl stanoven obsah 1,3,6,8-tetrasulfonovaného pyrenu ve vzorcich sulfonovaného pyrenu
na zakladé optimalizovanych podminek CZE separace. Analyzovany byly pouze vzorky
rozpusténé ve vode, celkové vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 24. Ve vzorku 051/297A byl
zjistén obsah tetrasulfonovaného pyrenu 21,3 hm %, ve vzorku 051/297B 26,7 hm % a ve
vzorku 051/266C 28,6 hm %. Dale je v tabulce uvedeno zastoupeni dalSich analyzovanych
slozek podobné jako v kapitole 3.1.

Jak vyplyva ze analyz ve vzorku A nebyly zjistény zadné dalsi neidentifikované necistoty.
Podobné¢ jako pti HPLC analyze vzorek 051/297B obsahuje dalsi necistoty, procentualni suma
nalezenych latek je 67,5 %. Ve vzorku 051/266C byl stanoven pouze tetrasulfonovany pyren a
chloridy. Vychazi-li se z podobné tivahy jako pro hodnoceni vysledkt z HPLC analyzy tohoto
vzorku (vihkost cca 12 %, sirany 25 — 35 %), Ize odhadnout celkovou sumu analyzovanych

latek na cca 90 % hmotnosti vzorku.
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3.3 Porovnani vysledki stanoveni tetrasulfonovaného pyrenu
pomoci HPLC a CZE

Jak vyplyva z tabulky ¢. 25, vysledky stanoveni obsahu tetrasulfonovaného pyrenu ve
vzorcich 051/297A a 051/297B jsou mezi sebou v dobré shodé. Obsah tetrasulfonovaneho
pyrenu stanoveného ve vzorku 051/266C je ve srovnani s analyzou pomoci HPLC p#iblizné o
10 % nizsi. Chyba mohla byt zapfi¢inéna pfipravou vzorku, kterého jiz nebylo k dispozici

v dostate¢ném mnozstvi pro opakovanou analyzu.

Tabulka 25: Porovnani vysledks ziskanych z HPLC/CZE

HPLC CZE
Vzorek Rozp.
(hm %) (hm %)
ACN 39,2 -
051/266C
voda 37,9 28,6
ACN 21,2 -
051/297A
voda 19,3 21,3
ACN 28,5 -
051/297B
voda 27,7 26,9

3.4 Optimalizace separace sulfonovanych naftaleni pomoci

HPLC

Pro potieby analyzy sulfonovanych naftaleni obsazenych ve vzorcich technickych a v
superplastifikatorech do betonu byla optimalizovana metoda gradientové HPLC separace. K
analyzdm modelovych standardt a vzorka byly vyzkouSeny rtizné prub¢hy gradientu (tabulka
¢. 26). Cilem bylo dosahnout uplné separace vybranych sulfonovanych naftalend a naftalend v
jedné metodé za co mozna nejkratsi ¢as. Na zakladé urcité podobnosti zkoumanych latek se pro
optimalizaci podminek separace sulfonovanych naftalenti vychéazelo z metod pouzitych pro
sulfonované pyreny (kapitola 3.1).

Z testovanych gradienti byla Metoda 3 vybrana jako nejvyhodné&jsi a umoznovala jak
separaci sulfonovanych naftalend a samotného naftalenu, tak i polykondenzétu
naftalensulfonové kyseliny s formaldehydem, ktery je obsazen ve vzorcich superplastifikatoru

(spolostan). Celkova doba analyzy je 37 minut véetné reekvilibraci kolony na pocate¢ni
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podminky. V ptiloze B pod ¢isly 1-7 jsou uvedeny zaznamy analyz s odliSnymi pribéhy

gradientu testovanymi béhem optimalizace.

Tabulka 26: Optimalizace podminek metody

Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Cas (min) | % MF A | % MF B | Cas (min) | % MF A | % MF B | Cas (min) | % MFA | % MF B

0 100 0 0 100 0 0 100 0
1 100 0 1 100 0 1 100 0
3 08 2 3 98 2 3 08 2
10 85 15 10 55 45 10 85 15
15 85 15 12 55 45 15 85 15
15,5 100 0 12,5 100 0 25 10 90
25 100 0 22 100 0 27 10 90
27,5 100 0

37 100 0

MF A: octan amonny (1g/l)ve vodé; MF B: acetonitril HPLC kvality

Pro identifikaci latek byly analyzovany jak samotné standardy jednotlivych sodnych soli
sulfonovaného naftalenu a standard naftalenu, tak i zaroven jejich vybrané smési. Na zakladé
porovnani retenéni Casi a UV/Vis spekter byly ve vzorcich technickych smési a
v superplastifikatorech do betonu identifikovany jednotlivé naftalendisulfonové kyseliny

uvedené v tabulce ¢&. 27.

Separace vybranych smési standardi za optimalizovanych podminek (metoda 3) je uvedena
na obrézcich & 27 - 28 a separace realnych vzorki na obrazcich &. 29 - 36. Zadnou
z testovanych metod se nepodafilo dokonale rozseparovat polohové izomery 2,6-NDSK a 2,7-
NDSK (obrazek ¢. 28 a zaznamy v piiloze B ¢. 7 - 9). V analyzach nékterych vzorku se
vyskytuji  piky jejichz retenéni ¢asy neodpovidaji Zadnym  z analyzovanych
naftalendisulfonovanych kyselin (standardéim). Siroky difuzni pik vyskytujici se v zaznamech
analyz vzorki spolostanti V retenénim ¢ase okolo 20 minut mize odpovidat polykondenzatu

naftalensulfonové kyseliny s formaldehydem.
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Tabulka 27: ldentifikované standardy ve vzorcich Spolostanu 7G, 4P, vzorcich A,B a C
naftalensulfonovych kyselin

Standardy Vzorky
Nézev t= (min) Spolostan Naftalensulfonova kys.
4P 7G A B C
1,3 - NDSK - Na 2,633 2,569 2,590 2,711 - -
15— NDSK - Na 1,238 1,220 1,226 1,237 1,242 -
1,6 — NDSK - Na 1,908 1,858 1,870 1,919 - -
1,7 -NDSK - Mg 4 559 4,368 4,407 4517 - -
2,6 — NDSK - Na 1,400 1,373 1,383 1,404 - -
2,7—-NDSK - Na 2,078 2,011 2,024 2,084 - 1,980
Naftalen 24,145 - - - - 24,023
Metoda 3
1350 2,7-NDSK
1150
1,5-NDSK
=)
%: 750
<
g 550 Naftalen
(@)
350
150
-5 50 o 5 10 15 20 25 30

Retencni cas (min)

Obréazek 27: Optimalizovand HPLC podminky separace standardii sulfonovanych derivatii naftalenii,
Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 2,6 mm, 100A,2,6 um, gradientova eluce podle metody 3 (tabulka
¢. 26, prutok: 0,5 ml/min, detekce: UV 228 nm
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Metoda 3

2,6-NDSK

22
=) 1,6-NDSK
% 17
S
) 2,7-NDSK
o
O 12

7

TN\~
0 1 2 3 4 5 6
-3 Retecni ¢as (min)

Obréazek 28: Optimalizovana HPLC separace standardii sulfonovanych derivatii naftalenii, metoda 3,
experimentdlni podminky viz obrazek ¢. 27

Spolostan 7G

NI
250 NI
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0 5 10 15 20 25 30 35

-50
Retencni cas (min)

Obréazek 29: Optimalizovana HPLC vzorku Spolostanu 7G rozpusténého ve vodé o koncentraci 1 g/l,
metoda 3, experimentdlni podminky viz obrdzek ¢. 21.
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Spolostan 7G
1,6-NDSK
90
70 1,7-NDSK
3 2 7-NDSK
E 5o
2
3 2,6-NDSK
O 30
1,3-NDSK
1,5-NDSK
10 L
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
-10
Retencni cas (min)

Obrézek 30: Vyrez prredni casti zdaznamu optimalizované HPLC separace vzorku Spolostanu 7G
rozpusténého ve vodeé o koncentraci 1 g/l, metoda 3, experimentadlni podminky viz obrazek ¢. 27.

Spolostan 4P

450
NI

NI

350

250

Odezva (mAU)

150

) L) :

0 5 10 15 20 30 35
-50

Retencni cas (min)

Obréazek 31: Optimalizovana HPLC separace vzorku Spolostanu 4P rozpusSténého ve vodé o koncentraci
1 g/l, metoda 3, experimentalni podminky viz obrazek ¢. 27.
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Spolostan 4P

150 1,6-NDSK

130

110
=) 1,7-NDSK
g 90
< 2,7-NDSK
% 70

. 2.6-NDSK

30 1 5-NDSK 1,3-NDSK

10

JL K;
10 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 45 5

Retencni cas (min)

Obrézek 32: Vyrez predni casti zaznamu optimalizované HPLC separace vzorku Spolostanu 4P
rozpusténeho ve vodé o koncentraci 1 g/, metoda 3, experimentalni podminky viz obrazek ¢. 217.

Vzorek A_Naftalensulfonovéa kyselina

650

550 NI

450

350

250

Odezva (mAU)
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50

50 0 5 10 15 20 30 35

Retencni cas (min)

Obrézek 33: Optimalizovana HPLC separace vzorku A naftalensulfonové kys. rozpusténého ve vode o
koncentraci 1 g/l, metoda 3, experimentalni podminky viz obrdzek ¢. 27.
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1,5-NDSK ,J\ 1,3-NDSK
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Obrézek 34: Vyrez prredni casti zaznamu optimalizované HPLC separace vzorku A naftalensulfonové
kyseliny rozpusteného ve vode o koncentraci 1 g/l, metoda 3, experimentdlni podminky viz obrdzek ¢. 27.
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Vzorek B_Naftalensulfonova kyselina

1,5-NDSK

1,3-NDSK
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LJLAL  —

5 10 15 20 25 30
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Obrézek 35: Optimalizovand HPLC separace vzorku B naftalensulfonové kys. rozpusténého ve vodé o
koncentraci 1 g/l, metoda 3, experimentalni podminky viz obrazek ¢. 27
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Vzorek C_Naftalensulfonova kyselina
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Obrazek 36: OptimalizovandA HPLC vzorku C naftalensulfonové Kkys. rozpusténého ve vodé o
koncentraci 1 g/l, metoda 3, experimentalni podminky viz obradzek ¢. 21.

3.4.1 Kalibraé¢ni méfeni pro sulfonované naftaleny pomoci HPLC
Porovnanim vysledkl analyz vzorkl se standardy z hlediska reten¢nich ¢asu i spekter bylo
zjisténo, 7ze vzorky obsahuji nasledujici latky: 1,3-naftalendisulfonova kyselina, 1,5-
naftalendisulfonovd Kkyselina, 1,7-naftalendisulfonova kyselina, 1,6-naftalendisulfonova
kyselina, 2,6-naftalendisulfonova kyselina, 2,7-naftalendisulfonova kyselina a naftalen.
Standardu 1,3- a 1,7-naftalendisulfonovych kyselin nebylo k dispozici dostate¢ném mnozstvi
pro kalibra¢ni méfeni, proto bylo uvazovano pouze pét kalibra¢nich tad. Kalibra¢ni roztoky
byly ptipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 2.10.1. Analyzy kalibra¢ni roztoku byly 3x
opakovany a poté byla sestrojena kalibraéni zavislost plochy piku na jejich koncentraci, kterad
poslouzila ke kvantitativnimu vyhodnoceni obsaht jednotlivych standardi v technickych
vzorcich sulfonovanych naftalenii a ve vzorcich spolostanti. Protoze vzorky byly analyzovany
postupné v del§im ¢asovém rozmezi byly k vyhodnoceni pouzity dvé série kalibracnich méteni:
prvni série zahrnujici 1,6-, 2,6, 2,7-NDSK pro vzorky spolostani a technického vzorku A
naftalensulfonové smési kyselin a druhd série zahrnujici 1,5-, 2,7-NDSK a naftalen pro
technické vzorky B a C naftalensulsulfonovych smési kyselin. Data kalibra¢ni zavislosti a

kalibra¢nich rovnic jsou uvedena v tabulkach ¢. 28 - 32. Kalibra¢ni kfivky jsou znazornény na
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obrazcich ¢. 37 - 38. Hodnota korela¢niho koeficientu R je pro vSechny kalibra¢ni zavislosti
cca 0,999, coz je vyhovujici pro linearni zavislost. Mez stanovitelnosti (LOQ) a mez detekce
(LOD) byly vypocitany v programu Excel nastrojem ANOVA pii tvorbé kalibracnich zavislosti
z hodnot uvedenych v tabulkéch ¢. 28 a ¢. 30. Kvantifikace probé&hla pii 228 nm.

Tabulka 28: Kalibracni zavislost vybranych standardii (1,6-NDSK; 2,6-NDSK a 2,7-NDSK) pro vzorky
spolostami 7G, 4P a vzorek A naftalensulfonové kyseliny (smési) — série 1

1,6 -NDSK | 2,6 -NDSK | 2,7 - NDSK
S[MAUxs] | S[mAUxs] | S[mAUxs]
V pipet. [MI Vos [ml ¢ [mg/ml
pipet. [ml] os [ml] (mg/mil| 228 nm 228 nm 228 nm
0,1 10 0,01 260 278 242
0,5 10 0,05 1286 1322 1150
1 10 0,1 2580 2585 2290
15 10 0,15 3810 3784 3453
2 10 0,2 5157 4956 4646
y = 25663x + 0.8228
. R2 = 0.9998
5000 e
e ® = 24602x + 75,428
#1,6-NSDK R2 = 0,9995
4000 | A27-NDSK ) ‘::1‘ y = 23154 - 5.5624
. ©2,6-NDSK :=-°"‘ & R2 = 0.9999
3 3000
E -
~ < A
%Z 2000 P ,—"x
o ,n"
1000 _..-_-3.’-'-'1'
ra
0
0 0.05 0.1 0.15 0.2
¢ (mg/ml)

Obrazek 37: Kalibracni kiivka pro standardy 1,6-NDSK; 2,6-NDSK a 2,7-NDSK — série 1

Tabulka 29: Parametry kalibracni kiiivky pro 1,6-NDSK; 2,6-NDSK a 2,7-NDSK- série 1

. Koncentrace . LOD LO
Slozka ¢ (ma/ml) Rovnice regrese R? (ma/mi] | [mg /r%]
1,6 - NDSK 0,01-0,2 y = 25663x + 0,8228 0,9998 0,007 0,020
2,6 - NDSK 0,01-0,2 y = 24602x + 75,428 0,9995 0,010 0,033
2,7 - NDSK 0,01-0,2 y = 23254x — 5,5624 0,9999 0,005 0,016
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Tabulka 30: Kalibracni zavislost vybranych standardii (1,5-NDSK; 2,7-NDSK; naftalen) pro vzorky B
a C naftalensulfonovych kyselin (smési) — série 2

1,5-NDSK 2,7- NDSK Naftalen
S [MAUxs] S [MAUxs] S [mAUxs]
Vpipet. [MI \V | |
pipet [ml] | Vos [mi] | ¢ Img/mll |5 og m 228 nm 228 nm
0,1 10 0,01 165 251 84
0,5 10 0,05 828 1029 389
1 10 0,1 1612 2035 736
15 10 0,15 2359 2968 1062
2 10 0,2 3108 3875 1373
2,5 10 0,25 3595 4557 1675
4200 y = 15440x + 39.016
A R2 = 0.9996
3700
® 1,5-NDSK
3200 A2,7-NDSK @ y=19132x+79.938
& naftalen ,.-" R2 = 0.9996
2700 -
2 500 - ¢
< A
E = .
1700
& S o y = 6764.5x + 38.519
S T - R? =0.9986
T 1200 e e
AT e .-
oo . e o
e PR
200 ‘ ...........
300 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
¢ (mg/ml)

Obrazek 38: Kalibracni kiivka pro standardy 1,5-NDSK; 2,7-NDSK a naftalen — série 2

Tabulka 31: Parametry kalibracni kiiivky pro 1,5-NDSK; 2,7-NDSK a naftalen — série 2

v Koncentrace . LOD LOQ
Slozka ¢ (mg/ml) Rovnice regrese R? [mg/mi] | [mg/mi]
15-NDSK | 0,01-0,25 y = 15440x + 39,016 0,9996 0,017 0,053
2,7-NDSK | 0,01-0,25 y =19132x + 79,938 0,9996 0,017 0,053
Naftalen 0,01-0,25 | y=6764,5x +38,519 | 0,9986 0,019 0,060
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Tabulka 32: Vyhodnoceni chromatogramii vzorkii Spolostanii 7G, 4P a vzorki A, B a C
naftalensulfonovych kyselin

Standardy S [mAUxs], 228 nm
Nazev Spolostan Naftalensulfonova kys.

4pP 7G A B C
1,5- NDSK - - - 2900 -
1,6 - NDSK 2071 1426 3083 - -
2,6 — NDSK 404 294 387 - -
2,7—-NDSK 869 622 1114 - 3988
Naftalen - - 884 - 884

Pomoci uvedenych kalibracnich zavislosti byl zjistén obsah jednotlivych izomera
disulfonovanych naftaleni ve vzorcich spolostanu 7G, 4P a ve vzorcich A, B a C
naftalensulfonovych kyselin. Dil¢i vysledky standard obsazenych ve vzorcich jsou uvedeny

v tabulkach ¢. 33 - 38 a celkové shrnuti analyz vsech vzorku je uvedeno v tabulce ¢. 39.

Tabulka 33: Nalezena mnozstvi 1,6-naftalensulfonové kyseliny ve vzorcich Spolostanu 7G, 4P a vzorku
A naftalensulfonové kyselin, uvedeny pouze vzorky, kde dana kyselina byla nalezena

1,6-NDSK | Spolostan 7G Spolostan 4P kl\lyif'zslz%r:’zlﬂ%)
Rovnice: y = 25663x + 0,8228
X (mg/ml): 0,055 0,081 0,120
hm% 1,80 £ 0,07 0,20 £ 0,08 10,56 £ 0,30

Tabulka 34: Nalezena mnozstvi 2,6-naftalensulfonové kyseliny ve vzorcich Spolostanu 7G, 4P a vzorku
A naftalensulfonové kyselin, uvedeny pouze vzorky, kde dané kyselina byla nalezena

2,6-NDSK Spolostan 7G Spolostan 4P Naf'z;a/lzeor:fseuklﬁ.) Kys
Rovnice: y = 24602x + 75,428
X (mg/ml): 0,008 0,013 0,012
hm% 0,29+£0,01 0,43+ 0,02 1,11+ 0,26
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Tabulka 35: Nalezenda mnozstvi 2,7-naftalensulfonoveé kyseliny ve vzorcich Spolostanu 7G, 4P a vzorku

A naftalensulfonové kyselin, uvedeny pouze vzorky, kde dané kyselina byla nalezena

2,7-NDSK Spolostan 7G Spolostan 4P Naf'zslzeor:ilf(lf'g.) Kys
Rovnice: y = 23254x — 5,5624
X (mg/ml): 0,027 0,037 0,048
hm% 0,88+ 0,03 1,22+0,10 4,25+ 0,37

Tabulka 36: Nalezené mnozstvi 1,5-naftalensulfonové kyseliny ve vzorku B naftalensulfonové kyseliny

Naftalensulfo. kys
1.5-NDSK (vzorek B)y
Rovnice: y = 15440x + 39,016
X (mg/ml): 0,147
X (mg/100ml) 3, 685
hm% 29,48 £ 0,96

Tabulka 37: Nalezené mnozstvi 2,7-naftalensulfonové kyseliny ve vzorku C naftalensulfoné kyseliny

2rapsc | Mot
Rovnice: y =19132x + 79,938
x (mg/ml): 0,256
X (mg/100ml) 6,394
hm% 51,15+ 0,55

Tabulka 38: Nalezené mnozstvi naftalenu ve vzorku C naftalensulfonové kyseliny

naftalen Naftalensulfo. kys
(vzorek C)
Rovnice: y = 6764,5x + 38,519
X (mg/ml): 0125
x (mg/100ml) 3124
hm% 25,00 + 0,73

81



Tabulka 39: Souhrn vysledkii analyz jednotlivych standardii ve vzorcich spolostanit 7G, 4P a vzorcich
A, B a C naftalensulfonovych kyselin v hmotnostnich procentech (%)

Standardy Spolostan Naftalensulfonova kys.
4P 7G A B C
1,5—-NDSK - - - 29,48 % -
1,6 - NDSK 1,80 % 0,29 % 10,56 % - -
2,6 — NDSK 0,29 % 0,43 % 1,11 % - -
2,7—-NDSK 0,88 % 1,22 % 4,25 % - 51,15 %
Naftalen - - - - 25,00 %
z 2,97 % 1,94 % 15,92 % 29,48 % 76,15 %

3.4.2 Shrnuti vysledki analyz sulfonovanych naftaleni pomoci HPLC

Byly stanoveny obsahy jednotlivych izomert naftalensulfonovych kyselin ve
vzorcich technickych smési (naftalensulfonové kyseliny, vzorky A, B a C) a ve vzorcich
superplastifikatorti do betonu (Spolostan 7G a 4P).

Ve vzorcich Spolostanu 7G a 4P byl vysledny obsah nalezenych standarda 1,6-, 2,6-,
2,7- NDSK v rozmezi cca 2 - 3 % z celkove hmotnosti vzorku. Jak vyplyva z obrazku ¢. 29 a
¢. 30 vedle identifikovanych a kvantifikovanych izomeru naftalendisulfonovych kyselin, byly
nalezeny i dalsi slozky a to: 1,3 - NDSK a 1,7-NDSK, které¢ ov§em nemohly byt kvantifikovany
z duvodu nedostate¢ného mnozstvi standardtl potfebnych pro kalibraci. Dale jsou na zaznamu
piky, které pfislusi neidentifikovanym slouc¢eninam (reten¢ni ¢asy: 11,5 min, 19 min a 25,5
min) a Siroky diftzni pik v reten¢nim ¢asu cca 18 - 21 minut, ktery mize byt hlavni slozkou
Spolostanu, tj. polykondenzat naftalensulfonové kyseliny s formaldehydem.

Ve vzorku A smési naftalensulfonové kyseliny byl vysledny obsah kvantifikovanych
izomeru (1,6-, 2,6-, 2,7- NDSK) ptiblizné¢ 16 % z celkové hmotnosti vzorku. Ve vzorku byly
dale identifikovany dalsi izomery 1,3 - NDSK a 1,7-NDSK, které nebyly kvantifikovany ze
stejnych diivodu jako v pfipad€ spolostanti. Na chromatogramu (obrazek ¢. 33) je vidét déle pik
neidentifikované latky s retenénim ¢asem 11,5 min.

Ve vzorku B byl kvantifikovan pouze obsah izomeru 1,5-NDSK v zastoupeni 29,5 %.
Ostatni izomery nebyly kvantifikovany (1,3-NDSK). Vzorek dale obsahuje neidentifikovanou
latku s retencnim ¢asem okolo 8 minuty. Ve vzorku C byla kvantifikovana 2,7-NDSK (51 %)
a naftalen (25 %). Dale jsou nekvantifikované izomery naftalendisulfonovych kyselin a

necistoty s retencnimi ¢asy 8 minut a 26 minut.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo vyvinout metody, které umozni soucasnou analyzu vysoce
polarnich  (iontovych) pyrensulfonovych kyselin a pyrenu, respektive izomerQ
naftalensulfonovych kyselin a naftalenu v jedné analyze. Tento pozadavek vyplyva
Z technologie vyroby uvedenych sulfonovanych polyaromati, kde se v reakéni smési mohou
vyskytovat jak produkty sulfonace, tak i nezreagovany substrat, tj. pyren/naftalen.
Zoptimalizovana metoda HPLC analyzy vyuziva k separaci gradientovou eluci v pfitomnosti
octanu amonného ve vodé (1 g/l) jako polarni slozku mobilni faze a acetonitril jako organickou
slozku mobilni faze. Byly testovany rizné kolony s odliSnymi stacionarnimi fazemi primarné
urCenymi pro analyzu vysoce polarnich latek, z nichz byla vybrana kolona Kinetex® Polar C18,
ktera umoznila separaci sulfonovanych produktt i nezreagovaného pyrenu/naftalenu v jedné
analyze.

Vedle HPLC analyzy byla vyvinuta i CZE metoda pro separaci sulfonovanych pyrent.
K elektroforetické separaci byl pouzit elektrolyt B-cyklodextrin jehoz ptidavek umoziiuje
separaci polohovych izomerti sulfonovanych polyaroméatt. Hlavnim produktem sulfonace
pyrenu je tetrasulfonovany pyren, jehoz opacné orientovana efektivni mobilita je vetSi nez
mobilita elektroosmotického toku, proto bylo nutno béhem analyzy aplikovat dodate¢ny pietlak
35 mbar na kapildru, ¢imz byla umoznéna analyza tohoto izomeru. Vysledky analyz z CZE a
HPLC u vzorkt sulfonovanych pyrent (051/297A, 051/297B) jsou v dobré shod¢ a vysledky
HPLC analyzy a CZE analyzy u vzorku 051/266C jsou odlisné o cca 10 %. Opakované
elektroforetické meéteni pro vzorek 051/266C nebylo mozné realizovat z duvodu jeho
nedostateéného mnoZstvi.

V analyzovanych vzorcich Spolostani a smési naftalensulfonovych kyselin byly
kvantifikovany vybrané izomery. Jak vyplyva z uvedenych zaznamu, vzorky dale je$té obsahuji
dal$i neidentifikované latky.

Stanovené cile prace, tj. vyvinuti metody pro separaci sulfonovanych aromatt a jejich
vychozich substratii spole¢né v jedné metodé se podafilo splnit. Tato metoda byla nasledné

aplikovana na analyzu reak¢nich smési a pramyslovych vzork.
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PRILOHA A: Sulfonované pyreny

1. Optimalizované podminky separace sulfonovanych pyrent pomoci HPLC

051/297B_ACN

1000 pyren-1,3,6,8-tetrasulfonova kyselina

800
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400
200 \L
0

Piiloha 1: Optimalizovand HPLC separace pro vzorek 051/297B rozpustén v acetonitrilu.
Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, MF linearni gradient podle
metody 3.
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Retencni ¢as (min)
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Priloha 2: Optimalizovand HPLC separace pro vzorek 051/297B rozpuStén ve vodé.
Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, MF linedrni gradient podle
metody 3.
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051/266C_ACN
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Piiloha 3: Optimalizovand HPLC separace pro vzorek 051/266C rozpustén v acetonitrilu.
Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, MF linearni gradient podle
metody 3.
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Piiloha 4: Optimalizovand HPLC separace pro vzorek 051/266C rozpustén ve vodé.
Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, MF linearni gradient podle

metody 3.
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2. Ukazky testovani HPLC separace sulfonovanych pyrend, vybrané metody

Ascentis Express ES-CN; 051/266C

Gradient
Cas (min) | % MFA % MF B
65 0 a5 5
3 95 5
55 20 10 a0
22 10 90
45 22,5 95 5
5 30 95 5
E 35
5
_8 25
15
5
5 Ci_.—J 5 10 15 20 25 30 35 40

Retencni ¢as (min)
-15

Piiloha 5: Separace vzorku 051/266C na kolon¢ Ascentis® Express ES-CN.

Kolona: Ascentis® Express ES-CN, 10 cm x 4.6 mm, 2.7 um, MF lineérni gradient 5-95 %
ACN v 0,1 % octanu amonném ve vod¢, viz tabulka. Prutok MF: 0,5 ml/min, detekce: UV
254 nm.

Poroshell 120 EC-C18; 051/266C

190
Gradient
Cas (min) | % MFA % MF B
,g 140 0 ag 2
£ 3 98 2
] 10 10 20
§ 90 12 10 90
12,5 98 2
22 98 2
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L A,
10 ¢ 5 10 15 20 5

Retencni ¢as (min)

Priloha 6: Separace vzorku 051/266C na kolon& Poroshell 120 EC-C18.
Kolona: Poroshell 120 EC-C1815 c¢cm x 3.0 mm, 2.7 um, MF linearni gradient 2-90 % ACN v
0,1 % octanu amonném ve vod¢, viz tabulka. Pratok MF: 0,5 ml/min, detekce: UV 254 nm.
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Poroshell 120 EC-C18; 051/266C
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Piiloha 7: Separace vzorku 051/266C na kolon¢ Poroshell 120 EC-C18.
Kolona: Poroshell 120 EC-C18, 15 cm x 3.0 mm, 2.7 um, MF lineérni gradient 25-90 % MeOH
v 0,1 % octanu amonném ve vod¢, viz tabulka. Pratok MF: 0,5 ml/min, detekce: UV 254 nm.

Supercosil LC — NH, ;051/266C

270
220
Gradient
. Cas (min) | %MFA % MF B
2 170 o o 5
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Piiloha 8: Separace vzorku 051/266C na kolon¢ Supercosil® LC-NHa.

Kolona Supercosil® LC-NHz, 15 cm x 3.0 mm, 3 pum, MF linearni gradient 2-50 % MeOH v
0,1 % octanu amonném ve vod¢ (pH = 3,5), viz tabulka. Pritok MF: 0,5 ml/min, detekce: UV
254 nm.
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Kolona Polar C18 STD tetra
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Piiloha 9: Separace pro standard 1,3,6,8-tetrasulfonovaného pyrenu na koloné Kinetex®
Polar C18.

Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, MF linearni gradient 0-80 % ACN,
v 0,1 % octanu amonném ve vodé¢, viz tabulka. Pritok MF: 0,5 ml/min, detekce: UV 238 nm.
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Odezva (mAU)

Odezva (mAU)

3. Porovnani zaznaml spekter sulfonovanych pyrend zméfenych na stolnim

spektrometru spolu se zmétenymi spektry na HPLC detektoru, vybrané zaznamy

Pyren; HPLC Pyren; UV/Vis spektrometr
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Piiloha 10: Porovnani zdznamu UV/Vis spektra standardu pyrenu zméfeného na HPLC
detektoru Agilent Infinity Il. spolu se spektrem ziskanym na spektrometru SPECORD 50.
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Piiloha 11: Porovnani zaznamu UV/Vis spektra vzorku sulfonovaného derivatu pyrenu
051/266C zméteného na HPLC detektoru Agilent 1260 Infinity I1. spolu se spektrem ziskanym
na spektrometru SPECORD 50.
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PRILOHA B: Sulfonované naftaleny

1. Optimalizace podminek pro separaci sulfonovanych naftalenti pomoci

HPLC, vybrané metody

Odezva (mAU)

Priloha
Kolona:
ACN v
228 nm.

Odezva (mAU)

Spolostan 7G

480
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330 Gradient
Cas(min) | % MFA % MF B
280 0 98 2
230 3 98 2
10 10 90
180 12 10 90
12,5 98 2
130 2 98 2
80
30
20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retencni cas (min)

1: HPLC separace vzorku Spolostanu 7G na kolon¢ Kinetex® Polar C18.
Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, MF linearni gradient od 2-90 %
0,1 % octanu amonném ve vodé, viz tabulka. Pratok MF: 0,5 ml/min, detekce: UV

Spolostan 4P
430
380
330
280
Gradient
230 Cas (min) | % MFA % MF B
0 98 2
180 3 98 2
10 10 90
130 12 10 90
12,5 98 2
80 py) 98 2
30
20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retencni ¢as (min)

Piiloha 2: HPLC separace vzorku Spolostanu 4P na kolon¢ Kinetex® Polar C18.

Kolona:

Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, MF lineérni gradient od 2-90 %

ACN v 0,1 % octanu amonném ve vodé, viz tabulka. Pratok MF: 0,5 ml/min, detekce: UV

228 nm.
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Piiloha 3: HPLC separace vzorku Spolostanu 7G na koloné Kinetex® Polar C18.
Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, MF linearni gradient od 2-60 %
ACN v 0,1 % octanu amonném ve vodé, viz tabulka. Pratok MF: 0,5 ml/min, detekce: UV

228 nm.
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Piiloha 4: HPLC separace vzorku Spolostanu 4P na koloné Kinetex® Polar C18.
Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, MF lineéarni gradient od 2-60 %
ACN v 0,1 % octanu amonném ve vodé, viz tabulka. Pritok MF: 0,5 ml/min, detekce: UV 228

nm.
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Piiloha 5: HPLC separace vzorku Spolostanu 7G na koloné Kinetex® Polar C18.

Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, MF linearni gradient od 2-35 %
ACN v 0,1 % octanu amonném ve vodé, viz tabulka. Pratok MF: 0,5 ml/min, detekce: UV
228 nm.
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Piiloha 6: HPLC separace vzorku Spolostanu 4P na koloné Kinetex® Polar C18.

Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, MF linearni gradient od 2-35 %
ACN v 0,1 % octanu amonném ve vodé, viz tabulka. Pratok MF: 0,5 ml/min, detekce: UV
228 nm.
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Naftalensulfonova kys. (vzorek A)
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Piiloha 8: HPLC separace vzorku A smési naftalensulfonové kyseliny na koloné Kinetex®
Polar C18.

Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2.6 um, MF linearni gradient od 2-25 %
ACN v 0,1 % octanu amonném ve vod¢, viz tabulka. Pratok MF: 0,5 ml/min, detekce: UV
228 nm.
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Piiloha 7: HPLC separace izomera naftalensulfonovych kyselin 1,6 — NDSK a STD 2,7 -
NDSK na koloné Kinetex® Polar C18.

Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, gradient viz tabulka. Priitok MF:
0,5 ml/min, detekce: UV 228 nm.
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Priloha 8: HPLC separace izomert naftalensulfonovych kyselin 1,6 — NDSK a STD 2,7 -
NDSK na koloné Kinetex® Polar C18.

Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, gradient viz tabulka. Praitok MF:
0,5 ml/min, detekce: UV 228 nm.
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Priloha 9: HPLC separace izomert naftalensulfonovych kyselin 1,6 — NDSK a STD 2,7 -
NDSK na kolon¢ Kinetex® Polar C18.

Kolona: Kinetex® Polar C18, 15 cm x 3 mm, 100A, 2,6 um, gradient viz tabulka. Praitok MF:
0,5 ml/min, detekce: UV 228 nm.
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