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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva stanovenim glykolit pomoci HPLC s riznymi detektory
a u riznych druht vzorki. Budou zde uvedeny dosazené vysledky a mozné aplikace jednotli-
vych metod. Nekteré metody, které vyuzivaji derivatizacni krok, budou vice popsany, hlavné
Z pohledu zminované derivatizace.
KLiCOVA SLOVA

HPLC, derivatizace, glykoly.

TITLE
Determination of glycols by HPLC.

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the theoretical determination of glycols in various condi-
tions and with different types of samples. Here you will find the results achieved and possible
applications of the individual methods. Some methods that utilize the derivatization step will

be more fully described, mainly from the point of view of the derivatization mentioned.

KEYWORDS
HPLC, derivatization, glycols.
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1,2-propylenglykol

1,3-propylenglykol

Propyl hydroxybenzoat
N-(2-fenyl-indolyl)-octové kyseliny
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UVOD
Glykoly, nebo také dioly, jsou béznou uzivanou skupinou latek v oblasti laboratornich

chemikalii tak i v chemickém pramyslu. Své nejvétsi vyuziti nachézeji glykoly, jako soucast
nemrznoucich kapalin do automobilovych prostiedki. 1!
Jedna se o chemické latky, které obsahuji ve své molekule dvé hydroxylové skupiny.

Jednotlivé glykoly se 1i8i ve svych fyzikalné-chemickych vlastnostech, jako jsou naptiklad hus-

tota, teplota varu atd.

Cilem této prace je pospat stanoveni n¢kolika zastupct ze skupiny glykolii pomoci HPLC.
Budou popsany metody, které stanovuji glykoly v jejich smési s dal$imi zastupci této skupiny,
ale také stanoveni jednoho uréitého glykolu ve smési s dal§imi riiznorodymi latkami.

Také budou popsany metody, které nepotiebuji Zadnou ptedeslou tpravu vzorkl a zaro-

ven také stanoveni, které vyuzivaji predupravu vzorku metodou derivatizace.
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1 Teoreticka cast

1.1 Zakladni popis vysokoucinné kapalinové chromatografie

Je znamo, ze kapalinova chromatografie vyuzivd mnohonasobné opakovaného procesu,
V némz se stanovovana latka distribuuje mezi kapalnou mobilni fazi a vétSinou tuhou stacio-
narni fazi. V pribéhu procesu dochdzi k migraci stanovované latky riznou rychlosti ve sméru

mobilni faze a pfi prichodu chromatografickou kolonou dochazi k jeji separaci.

Jednou z nejrozsifenéjSich metod kapalinové chromatografie je tzv. vysokoucinna kapa-
linova chromatografie (HPLC). Komercné byla tato technika dostupna az v 80. letech minulého
stoleti, a to proto, ze se nejdiive musely vyfesit problémy s ddvkovadnim malych mnozstvi sta-
novovanych vzorkl. Také musely byt vyvinuty nové typy stacionarnich fazi s malymi prameéry
¢astic a definovanymi vlastnostmi. Poté co byly vyfeseny tyto problémy, nasledoval prudky

rozmach ve vyzkumu teoretickych zakladi kapalinové chromatografie a jeji vyuziti v praxi.

V dnesni dobé je HPLC jednou z nejvyuZzivanéjSich technik pro analyzu velmi Sirokého
spektra latek, a to od jednoduchych molekul, pies bilkoviny a peptidy, az po polymerni slouce-

niny. Zékladni schéma HPLC je ukazan na obrazku ¢. 1.

Kolona Detektor PC

|
O > ] > > >
‘ Davkovac

Cerpadlo

Zdroj mobilni faze
Obrazek 1 - Zakladni schéma HPLC analyzy

Zaklad kapalinového chromatografu tvoii chromatografickd kolona naplnéna vhodnou
stacionarni fazi. Riizné podoby kolon se mohou lisit svoji velikosti a délkou. Plati ale, ze kvli
malé distribuci ¢astic, jiz protéka mobilni faze, je nutné pomoci vysokotlakych ¢erpadel Cerpat
mobilni fazi za tlakd, které mohou dosahovat az 30 MPa.

Castice stacionarni faze jsou bazi silikagelu, oxidu hlinitého, oxidu zirkoni¢itého, uhliku
anebo organickych polymert. Tato matrice je vyrabéna tak, aby se vytvofil velmi velky povrch

fadové ve stovkach m? na 1 g.

Na tuto matrici je pak navazana vlastni stacionarni faze. Jedna se o latky s riiznou polari-
tou od nepolarnich staciondrnich fazi aZ po stacionarni faze s iontovymi skupinami. Dnes se

vétSinou pouziva staciondrni faze navazand pies kovalentni vazbu. Volbou vhodné funkéni
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skupiny reagujiciho silaniza¢niho ¢inidla 1ze pak vyrobit rtiznorodé typy stacionarnich fazi,
ktera pak mohou separovat latky na zdkladé riznych mechanismu, jako naptiklad Van der

Waalsovy sily, dipdl-dipélové, proton akceptorové anebo proton donoroveé.

Je-li stacionarni faze polarnéjsi nez faze mobilni, mluvime pak o systémech s normalnimi
fazemi. Je-li tomu ale naopak (stacionarni faze je mén¢ polarni nez faze mobilni), pak mluvime

o systémech s obracenymi fazemi.

Dalsi nedilnou slozkou kapalinového chromatografu je zafizeni, které umoznuje zavadéni
stanovovaného vzorku do toku mobilni faze. Toto zafizeni musi byt dobie zkonstruované, ne-
bot’ je dilezité aby, umoznoval reprodukovatelné zavadéni malého mnozstvi vzorku (vétSinou

kolem 20 pl), pti tlacich které mohou dosahovat az 30 MPa.

Mobilni faze, ktera vytéka z kolony a obsahuje rozseparované latky ze vzorku, je na-
sledné vedena do detektoru, kde se na zdklad¢€ raznych fyzikalné-chemickych principli detekuji
jednotlivé latky. Tyto principy mohou byt zalozeny na méteni optickych vlastnosti (UV/VIS
zateni, fluorescence anebo index lomu), na zaznamu hmotnostnich spekter anebo také na elek-
trochemickych vlastnostech (jako je tfeba vodivost). Hlavni pozadavky, které musi spliiovat

detektor, jsou napiiklad maly objem detekéni cely a vysoka rychlost odezvy.

Jako zdznam pak dostavame zavislost méten¢ho signdlu na ¢ase a tento zaznam se nazyva
chromatogram. Z poloh maxima pikd, které jsou charakteristické pro urcitou strukturu latek,
pak mizeme tyto latky identifikovat ve vzorku. Z ploch jednotlivych piki pak 1ze vyhodnotit

kvantitativni udaje. (%

1.2 Stanoveni diethylenglykolu a propylenglykolu v lé¢ivech pomoci UV
detekce

Diethylenglykol (DEG) a 1,2-propylenglykol (1,2-PG) byly analyzovany v 1é¢ivech po-
moci nového derivatiza¢niho ¢inidla p-toluensulfonyl isokyanatu (TSIC). Tyto glykoly byly
analyzovany u dvou druhti 1é¢iva Armillarisinu (A a B), paracetamolového sirupu (ve kterém

je 1,2-PG piitomen jako pomocna latka) a v sirupu proti kasli (ktery neobsahoval 1,2-PG). ]

TSIC je latka s velmi silnymi nukleofilnimi vlastnostmi a jeji reakce s hydroxy skupinami
glykoll jsou velmi rychlé. Derivatizacni reakce pak poskytuje estery TSIC, které jsou vhodné

pro chromatografické stanoveni v UV oblasti.
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NejvyznamnéjSimi parametry, které ovlivituji de-
rivatizaci glykoll jsou teplota, ¢as a koncentrace
TSIC. Pro ziskani dat zavislosti plochy piki na
teploté, byla pfipravena fada roztokt, kdy TSIC
byl pfidan do standardnich roztokd DEG nebo 1,2-
PG ve zkumavkach. Ty pak byly dany do tiepacky
a poté tfepany 10 minut pfi riiznych teplotach. Po
ptidani vody byly roztoky chromatograficky ana-
lyzovény a vysledné zdznamy ukazovaly, Ze mira
derivatizace roste pfi teplotach okolo 10 az 20 °C
a pii vétsich teplotach se mnozstvi vzniklého de-
rivatu naddle neméni. Ziskané vysledky jsou zobra-

zeny na obrazku €. 2.

Pro ziskani dat zavislosti plochy pikl na Case,
byla opét pfipravena fada roztokd, které byly upra-
veny stejné jako v pfedchozim ptipad¢€. Tentokrat se
vSak roztoky nechaly po promichani riznou dobu
stat pti stejné teploté (20 °C). Nasledné se roztoky
chromatograficky analyzovaly a vysledné zaznamy
ukazovaly, Ze pii teploté 20 °C je potiebna doba pro
dobrou miru derivatizace kolem 10 minut. Ziskané

vysledky jsou zobrazeny na obrazku ¢. 3.

Pro ziskani dat zavislosti plochy pikt na kon-
centraci TSIC, byla pfipravena fada roztokt o kon-
centracich 2, 5, 10, 15, 20 a 30% (obj.) TSIC. Ty
byly upraveny stejn¢ jako v piedchozich ptipadech.
Po promichéani byly ponechany 10 minut pfi teploté
20 °C. Po chromatografické analyze vysledné za-
znamy ukazovaly, Ze pii teploté¢ 20 °C dostate¢na
koncentrace pro dokonceni derivatizace byla 15%
TSIC. Ziskané vysledky jsou zobrazeny na obrazku
¢. 4.
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Analyza byla dokoncena po 12,8 minutach a vysledné zaznamy analyzy Armillarisinu A

a B, paracetamolového sirupu a sirupu proti kasli, jsou uvedeny na obrazku €. 5.
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Obrazek 5 - Vysledné chromatogramy, Armillarisinu A (C), Armillarisinu B (D), paracetomalového sirupu (E) a sirupu
proti kasli (F), pik I znaéi derivat DEG a pik II znaéi derivat 1,2-PG E

Po vyhodnoceni piki a optimalizaci reakénich podminek pro lepsi zreagovani slozek pti
derivatizace, lze fici, Ze metoda HPLC s derivatizaci pomoci TSIC je vhodna pro kvantitativni
a kvalitativni stanoveni obou forem Armillarisinu, paracetamolového sirupu a sirupu proto

kasli. Vyhodou je i to Ze produkty derivatizace jsou stalé alespoii po dobu 3 dnii. [

1.3 Stanoveni diethylenglykolu v zubni pasté pomoci fluorescenéni detekce

DEG byl stanoven v komer¢né dostupné zubni pasté, za vyuziti syntetizovaného deriva-

tizaéniho &inidla N-(2-fenyl-indolyl)-octové kyseliny (PIAA). [4]

DEG ma dvé hydroxy skupiny, takZe teoreticky jedna molekula DEG by mohla reagovat
se dvéma molekuly PIAA. Pro ziskani ptfesnych udaji o pribéhu derivatizace bylo zméfeno
hmotnostni spektru ziskané pomoci ESI-MS v pozitivnim modu. Zakladni pik by mél byt pii-
suzovan k iontu [M+H]" s m/z 340. Pokud by ale jedna molekula DEG reagovala se dvéma
molekulami PIAA, vyslednd molekularni hmotnost produktu by méla byt 572. Nasledné bylo

zjisténo z hmotnostniho spektra, ze takovy derivat neexistuje.
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To naznacuje, Ze pouze jedna molekula DEG muze reagovat pouze s jednou molekulou
PIAA. Coz je pravdépodobné zptsobeno tim, ze molekula DEG je kratka a po navazani na

PIAA, nemiize byt dalsi molekula DEG navazana kvuli sterickym efektim fenylové skupiny.

Pro co nejvyssi moznou G€in-  ewme

nost derivatizace bylo prozkouméno
nékolik derivatizacnich rozpoustédel
(acetonitril, aceton, chloroform, =
dichlormethan, dimethyl sulfooxid,

N,N'-dimethyl formamidu a toluen). a2

Vysledky jsou uvedené na obrazku

¢.6, ze kterého je ziejmé, Ze dichlor-

T A =TT T 1 N PO - " .
138 137 =3 133 140 i 142 143 114 min

methan poskytoval nej lep31 vy- Obrazek 6 - Uginnost derivatizagnich rozpoustédel, dichlormethan (a),

vNvroor

sledky. Nizs8i ucinnost pak poskyto- chloroform (b), acetonitril (c), toluen (d), aceton (e), dimethyl formamid
val chloroform a acetonitril, zatimco () @ dimethyl sulfooxid (g)

dimethyl sulfooxid poskytoval ne-

horsi vysledky. Z toho by bylo ziejmé, Ze by se mohly pouzit pravé dichlormethan a chloro-
form, ale nevyhodu je jejich t€kavost, kterd je ne-
pfiznivd pro kvantitativni analyzu. A tak se pro  sos; "

analyzu vyuzil pravé acetonitril, ktery navic umoz-

Agra

fluje analyzovat derivatiza¢ni smé&s hned po reakci.

Co se tyce teploty, mélo by platit pravidlo, ze

v

¢im bude teplota reakce vyssi, tim vétSiho vytézku

se dosahne. Z obrazku €. 7, je patrné, Ze toto pravi- Temperature

. . C L. Obrazek 7 - Zavislost plochy pikd na teplots (4
dlo 1ze aplikovat i na derivatizaci. Nutné je si ale Plociyp P

uvédomit ze acetonitril je t€kavy pii vyssich teplotach, a tak se pro derivatizaci pouzilo pravé
optimalnich 60 °C. Sest

Pii studovani zavislosti ¢asu na efektivité FHert

IDe+B

derivatizace se zjistilo, Ze pii piekroceni 75 mi-

2Be+l

Area

nut nastal mensi pokles, jak ukazuje obrazek ¢.

1fe+B

8. To je pravdépodobné disledek rozkladu de-

2aasb

rivatu DEG. A 1 kdyZ po 90 minutach nenastala

22e+l - T T T T T ]
zadna zmeéna, tak se pro derivatizaci zvolila oo ® o w o w @ e min

Time

hodnota Casu prave 75 minut. Obrézek 8 - Zavislost plochy pikii na Gase “I
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Vysledek analyzy je uve- .
ﬁ;&tt:‘.wh S0 ad0nm, CmS7 /nm

den na obrazku ¢. 9. Je z n¢j vi- %] N
. , - 739
dét jasna odlisitelnost samot- a
50
ného PIAA od derivatu DEG. 225
r
Na obrézku A je chromatogram  °®{™"
254
vzorku pasty bez pfedchozi de- 00 25 50 75 100 125 130 175 200  225mm
. . ’ . my
rivatizace a na obrazku B je peesmrA e s Em S 2

5001
pak za pouziti derivatizace. Pik w1
1 zna¢i PIAA a pik 2 pak deri- 7

2004

vatu DEG.
Porovnanim s jinymi flu- e e ual ey
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orescencnimi ¢inidly, ma PIAA
Obrazek 9 - Vysledné chromatogramy, (A) bez pouziti derivatizace a (B) za

fadu vyhod. Mezi né¢ mizeme pouziti derivatizace, pik 1 znaci PIAA a pik 2 znaé&i derivat DEG [

zatadit to, ze surové materialy

pro syntézu PIAA nejsou toxické, dale staci pouzit jednoduchou mobilni fazi (jako tieba aceto-
nitril @ vodu) a neni nutna zadna dalsi extrakce po derivatizaci, takze smés muize byt rovnou
podrobena analyze. Teoreticky PIAA mutize rovnéz byt pouzito k analyze alkoholt, fenolt a

také i aming. 4

1.4 Stanoveni stopového mnoZstvi smési glykolu pomoci UV detekce s na-

slednou hmotnosti detekci

Nezderivatizované glykoly jsou velmi polarni slouCeniny a jejich separace ze vzorku
s velkym obsahem anorganickych soli by byla velmi obtizn4d. Anorganické soli by rovnéz
mohly zasahovat do detekce pomoci UV ale také i pro naslednou hmotnosti detekci (ESI-MS).

Proto se k derivatizaci pouzil benzoyl chlorid. !

Analyzovany vzorek pochdzel z nuklearniho odpadu, takZe se v ném vyskytovalo velké
mnozstvi anorganickych soli. Kromé toho vzorek obsahoval fadu glykoli (ethylenglykol (EG),
1,2-PG, 1,3-propylenglykol (1,3-PG) a 2,3-butylenglykol (2,3-BG)).

Derivatizace probih4 dle Schotten-Baumanovy reakce ©, kdy glykol reaguje s benzoyl

chloridem ve vodném prostiedi za ptebytku derivatizacniho ¢inidla a v pfitomnosti silného al-

kalického média (NaOH).
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Problémem pfi analyze byla pfitomnost soli ve vzorku a mozné vedlejsi produkty deriva-
tizace. Mohlo by byt mozné oddélit produkty derivatizace glykoll pfimo Vv reakéni smési po-
moci HPLC, nebot’ pfitomné soli, které obsahoval vzorek, by se vyloucily blizko mrtvého ob-
jemu kolony a nijak by nerusSily stanoveni glykold. Ale ptebytek derivatizacniho ¢inidla a
vedlejsi produkty derivatizace, by se mnohem vice zadrzovali a mohli by ovliviiovat analyzu.
Proto byla smés podrobena extrakci pentanem, aby se odstranily pfitomné necistoty. Ziskané

produkty derivatizace pak byly podrobeny analyze pomoci HPLC.

Na obrazku ¢. 10 je zobrazen vy-
sledny chromatogram analyzy jednotli- s -

vych glykolt spolu s benzoyl alkoho-

16, 36

lem jako vnitinim standardem, za UV

detekce 237 nm.

UV absorbance (237 nm)
8.7

: I
Na obrazku ¢. 11 je pak ukazan ". J

vysledny chromatogram za pouZiti J \I U \ |

= 13.04

Time [min]
Obrazek 10 - Vysledny chromatogram s UV detekcei, retencni casy

jsou 7.74 EG, 9.00 vnitini standard, 9.70 1,3-PG, 10.36 1,2-PG a 13.04
2,3-BG I

19



I
|mMIz=293+334 ﬂ

lIEG
- !
% _i|
i
| e ||
| 150
1 M AN -
o= e - .
100+ 10.20
ore fl
miz=307+348 |\ 1.2PG
% | |
13-PG |
| 148 |
| |l! s.,s:'} 'k
o . -~ ‘\I . -
100 12;?
Imiz=321+362 B
|12,3-BG
% i
{ 274
l 139 |
. A
| J L W BN
o= . . . . . r — S— Time
200 400 6.00 400 10.00 Zon 1490

Obréazek 11 - Vysledny chromatogram s ESI-MS B

Ptima derivatizace glykol pomoci benzoyl chloridu umoznuje extrakci produktt deriva-
tizace do nepolarniho rozpoustédla, kde dochazi k separaci derivatii od polarnich necistot a

anorganickych soli. Samotna derivatizace je rychlé a reprodukovatelna.

Silna UV citlivost derivatizovanych glykolti umoziuje UV detekci povazovat za vhodnou
moznost pro stanoveni glykoli. Pfredpoklada se, Ze derivatizaci pomoci benzoyl chloridu by se

dala stanovit dal3i fada latek jako napiiklad fenoly, priméarni a sekundarni aminy. [

1.5 Stanoveni dinitratu ethylenglykolu v dynamitu po jeho extrakci a na-

sledné detekci pomoci UV detekce

Slouceniny s nitro skupinami jsou nedilnou soucasti vybusnin. Jednou z nich je prave di-
nitrat ethylenglykolu (EGDN). Z divodu toho, Ze se v dynamitech vyskytuje nékolik organic-
kych sloucenin, je potteba nejdiive samotny EGDN podrobit extrakci pted jeho vlastni HPLC

analyzou. Pro UV detekci byla zvolena vinova délka 230 nm.

Samotna extrakce probihala nasledovné. Ke vzorku o hmotnosti 100 mg bylo pfidano 10
ml vody a nasledné vznikld smé&s byla vlozena na 5 minut do ultrazvukové lazn€. Vodna faze
byla odebrana a postup byl znovu opakovéan. Vodna faze odebréna z obou krokii, byla nasledné
doplnéna vodou na objem 25 ml. Ke zbylé pevné fazi bylo pfidano 10 ml methanolu. Postup

byl nasledné stejny jako v pfedchozim piipade. Methanolové faze z obou krokli byly opét
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doplnény na objem 25 ml pomoci methanolu. Takto pfipravené roztoky EGDN po jeho extrakci

mohou byt hned pouzity pro HPLC analyzu.

Z obrazku ¢. 12 je ziejmé, ze EGDN lze stanovit pomoci HPLC po jeho extrakcei z dyna-

mitu. Je vidét, ze se EGDN da stanovit jak ve vodné fazi, tak i v methanolové fazi.

350 4 1
h 2
12004 | h
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v v
5 — 5; 800 4
- =
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& & 400 4
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i
’ i
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a |
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Obrazek 12 - Vysledné chromatogramy po vodné extrakci (1) a methanolové extrakci (2), piky zna¢i EGDN (a), dusi¢nan
amonny (h), dibutyl ftalat (i) a nezndmy pik (*) ]

Takto vytvofena metoda nevyzaduje Zadnou derivatizaci EGDN pied jeho vlastnim sta-
novenim. Pouze jeho extrakci z dynamitu. Samotna HPLC analyza poskytuje pfesné vysledky
s dobrou selektivitou. Navic tato metoda dokaze stanovit i jiné latky, jako je naptiklad dusi¢nan

amonny a dibutyl ftalat.

Ziskané vysledky ukazuji na moznost vyuziti metody v praxi pro kontrolu kvality plas-
tickych trhavin, které obsahuji EGDN. ']

1.6 Stanoveni polyethylenglykolu ve vodé pomoci HPLC s obracenymi fa-
zemi a UV detekei

Polyethylen glykoly (PEGs) jsou nejcastéji ptitomny ve zne€isténé vodé. Ty s nizsi mo-
lekulovou hmotnosti jsou biologicky odbouratelné, ale ty s vys$§i molekulovou hmotnosti nej-
sou zcela biologicky odbouratelné. Jedna z metod, jak stanovit PEGs pomoci HPLC spociva
V jejich ionizaci a nasledné stanoveni produktil ionizace pomoci UV detekce s vinovou délkou

190 nm.

Pied samotnou ionizaci se vzorek smichal s CHCI3 a po oddéleni vrstev se organicka

vrstva podrobila ionizaci.
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Na obrazku €. 13 je ukazan vysledny chromatogram jednoho ze vzorkt. V kazdém ziska-
ném chromatogramu byly tfi piky, s retenénimi ¢asy 3,9, 16 a 24 minut, které se pfisuzuji ne-
¢istotam, kterymi mohou byt naptiklad ftalaty.

Na vSech zdznamech bylo mozné vidét individualni polymery az do n = 56, po této hod-
noté separace nebyla mozna a nasledné piky polymeri se jevily jako jeden Siroky pik.

Pfi porovnani chromatogramu standardni smési PEGs (bez ionizace) s chromatogramem
ionizovaného vzorku se zjistila ptitomnost dalSich pikli u ionizovaného vzorku. Coz je pravde-

podobné zptisobeno tim, ze pfi ionizaci vznikaji slouceniny s jinymi funk¢énimi skupinami.

Obrazek 13 - Vysledny chromatogram ionizovaného vzorku [8]

HPLC metoda s obracenymi fazemi je vhodna pro charakterizaci produktd ionizace
PEGs. Je moZn¢ ziskat jednotlivé separované polymery PEGs. Navic je mozné urcit distribuci

molekularnich hmotnosti. [8

1.7 Stanoveni diethylglykolu ve viné s detekci pomoci diferencidlniho ref-

raktometru

Po navéazani na praci od Schwarzenbacha z roku 1982, ktera se zabyvala stanoveni orga-
nickych kyselin ve vin€. A naslednou jeji upravenim se vyzkousela metoda po stanovenim ma-
lych mnoZstvi DEG ve ving, jako kontrola jejich kvality. Nebot by se DEG nem¢l kviili své

toxicité vliibec vyskytovat ve vinech.

Na obrazku €. 14 jsou ukdzany jednotlivé chromatogramy. Jedné se o vzorek Cistého vina

bez jakykoliv pfidavkl a vzorek vina s pfidanym DEG.
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Obrazek 14 - Vysledné chromatogramy (A) standardni smés b&znych komponent vina (1-glukédza, 2-fruktoza, 3-glycerol,
4-kyselina octova, 5-butylenglykol a 6-ethanol), (B) ¢istého vina a (C) vina s pfidanym DEG

Ackoliv se da fict, Ze vyuziti této metody by bylo zcela minimalni, ziskané vysledky na-

znacuji, ze se nasla metoda pro rychlé, spolehlivé a presné stanoveni DEG. Je dulezité¢ uvédomit

si, Ze metoda zavisi na pouziti charakteristickych reten¢nich ¢asii pro identifikaci sloucenin.

Proto by bylo vhodné pouzit naptiklad hmotnostni detektor, pro pozitivni a spolehlivou identi-

fikaci. [10

1.8 Stanoveni fenoxyethanolu ve smési s dalSimi latkami

Ugelem bylo vytvoiit metodu pro stanoveni fenoxyethanolu (EGPE) spolu s dal§imi lat-
kami (benzylalkohol (BA), methyl hydroxybenzoat (MH), ethyl hydroxybenzoat (EH), propyl
hydroxybenzoat (PH) a butyl hydroxybenzoat (BH)). Tyto latky se bézné€ pouzivaji jako soucast
konzervacnich prostredkd.

Pro jejich stanoveni byla pouzita metoda HPLC s obracenymi fazemi a UV detekce, pii

vlnové délce 258 nm.

Na obrazku ¢. 15 je ukazan vysledny chromatogram, je z n¢j vidét dobréa odliSitelnost

vSech Sesti stanovanych latek.
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Obrézek 15 - Vysledny chromatogram smési glykolt a alkohold (1]

Ze ziskanych vysledkt se da fict, Ze metoda je vhodnd pro oddéleni a stanoveni vSech
Sesti latek najednou. Pfitom celd analyza trvd méné nez 12 minut. Metoda je spolehlivé a vyka-

zuje presné vysledky. [t

1.9 Stanoveni zbytkového mnoZstvi ethylenglykolu ve zdravotnich potie-

bach sterilizovanych oxiranem pomoci ESI-MS

Vyskyt EG ve zdravotnich potfebach, které jsou sterilizované oxiranem, je zpiisoben ve-
dlej$im produktem hydrolyzy oxiranu. Jeho pfitomnost vadi vzhledem k jeho toxickym vlast-

nostem.

Ke stanoveni EG pomoci HPLC je vétSinou potieba jeho derivatizace pomoci benzoyl
chloridu. Byl ale proveden pokus, pro jeho stanoveni bez derivatiza¢niho kroku. Metoda spo-
¢iva ve sledovani adukti amonného iontu EG v pfitomnosti 0,01 M pufru octanu amonného a
methanolu za pomoci detekce ESI-MS. Jako vzorek se pouzila 1ékaiska tkanina, ktera byla po-

drobena extrakci vodou.

Obrazek ¢. 16 ukazuje ziskané spektrum celkového proudu iontd EG. Signal s m/z 80,2 a
85 patii aduktu EG s amonnym nebo sodnym iontem, a pravé amonny adukt je povazovan pro
identifikaci EG. Ptitomnost sodiku je pravdépodobné zplisobena jeho malym obsahem (0,002
%) v octanu amonném, ktery pak mohl zpusobit tvorbu sodikovych aduktt. Signal s m/z 90,3

nema zadnou spojitost s EG.
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Obrazek 16 - ESI-MS spektrum EG 12

Ukazalo se, ze metoda je velmi citliva, rychla a jednoduché na provedeni. Metoda se da
jednoduse aplikovat pro rutinni stanoveni EG ve zdravotnich pottebach, které byly sterilizované

oxiranem. 112

1.10 Stanoveni 3,4-dihydroxyfenylglykolu, hydroxytyrosolu a tyrosolu po-
moci UV-Vis detekce

Existuje fada analytickych metod pro stanoveni nejrizngjsich fenold, jako je 3,4-dihyd-
roxyfenolglykol (DHPG), hydroxytyrosolu (HT) a tyrosolu (TY). Tyto metody vyuZzivaji pravé
HPLC, plynovou chromatografii [**l a coulometrické metody 4. Byl proveden experiment pro
vytvofeni metody, kterd by jednoduse a najednou dokazala stanovit vSechny tfi latky. Pro tento
pokus byly pouzity vzorky z krysi plazmy a organické tkané (naptiklad jatra). Jako detektor se

pouzil UV-Vis, nastaveny na 280 nm.

Vsechny tii latky museli byt nejdiive extrahovany ze vzorkil plazmy a organické tkané.
Pro plazmu byla extrakce zaloZena na extrakci na tuhé faze. Extrakce pro organickou tkan byla

zalozena na homogenizaci se zirkonovymi kulicky.

Jak je vidét na obrazku €. 17, piky vSech tfi latek jsou na chromatogramu odd¢€leny vza-

jemné¢ od sebe, ¢imz se dé konstatovat jejich dobra identifikace.
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Obrazek 17 - Vysledny chromatogram, (A) plazma, (B) slepy vzorek tkané bez fenolu a (C) vzorek tkané, piky znaci 1-
DHPG, 2-HT a 3-TY 1]
Byla vyvinuta citliva metoda pro stanoveni DHPG, HT a TY. Metoda vyuziva extrakci a
naslednou HPLC analyzu s detekci UV-Vis. Po porovnani s jinymi detektory, jako je tfeba vy-

uziti UV, se dé fict, Ze tato metoda dosahuje vyssi citlivosti.

Jeji vyuziti by se dalo aplikovat v medicin€ pro sledovani metobalitického zpracovani
téchto sloucenin v lidském téle. Také je mozné tuto metodu vyuZit pro analyzu jinych vzorka

tkani od riiznych savci. 9

1.11 Vyuziti metody HPLC pro stanoveni dvou izomeru thyminglykolu

v oligodeoxynukleootidu

Analytickd metoda HPLC se da vyuZit pro stanoveni thyminglykolu, jako hlavniho pro-
duktu oxidace thyminu. Pfesnégji se jedné o izolaci obou isomert (5S, 6R) a (5R, 6S) cis thy-

minglykolu ze syntetickych oligodeoxynukleotidi.
Jako detektor pro HPLC analyzu se pouzil detektor UV-Vis, nastavené na 260 nm.

Vsechny syntetické oligodeoxynukleotidy, které byly zakoupeny nebyly déle CiStény a
nijak upravovany. Kromé toho Ze u nich byla provedena oxidace pomoci oxidu osmicelého. Po
oxidaci se piebyteény oxid osmicely odstranil extrakci pomoci tetrachlormethanu. Vodna faze

vysusila a po opétovném rozpousténi se pouzila piimo pro HPLC analyzu.
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Na obrazku ¢. 18 je zobrazen vysledny chromato- su
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* 1o e . N . (55, 6R)
tidi. Podarilo se separovat oba cis isomery thyminglykolu 291 [ (R 68)

356

od sebe a od pocatecniho oligodeoxynukleotidu, ktery je na .
4 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

chromatogramu znacen jako SM. Za povS§imnuti stoji to, Ze sM
(b) d(AATGAAA) 389

isomer (58S, 6R) se vzdy eluuje prvni. -
{55, 6R)
281

srvov oy v vorow . H R, 68
Zjisténi toho, Ze retenéni ¢asy obou isomeru jsou roz- el
/4 r M o M. r : . b : b - o ILL AJ w
dilné, je dilezité pro biochemiky a biology, pro jejich po- T T T n o T o o
chopeni toho, jak tyto isomery ovliviiuji dvousroubovici and Sh1
(c) d(CGCGATACGCC) 262
DNA.
(5R, 68)
roe o v v . v . It , . 401
Navic je dilezité uvédomit, Ze oxidaci pomoci oxidu kL

osmicelého se pOpI‘Vé doséahlo izolace obou isomerﬁ, NA 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

Tirre (min)
rozdil od piedeslych publikaci, kdy se izoloval pouze jeden Obrézek 18 - Vysledné chromatogramy

izomer za pouziti manganistanu draselného jako oxidova- oxidace oligodeoxynukleotidi

dla. [

1.12 Soucasné stanoveni styrenglykolu spolu s kyselinami

Nebyly vydané zadné publikace, které by se zabyvali soucasnym stanovenim styrengly-
kolu spolu se ¢tyrmi kyselinami (fenylglyoxalovou, hippurovou a mandlovou) v jaternich bui-
kach. Vzorek jaternich bunck byl ziskadn z laboratornich krys, ten byl déale izolovan pomoci

dvojstupiiové perfuzni metody kolagenazy ' s mensi modifikaci.

Pro analyzu HPLC se pouzil UV-Vis detektor, na- nf

staveny na 220 nm.

Na obrazku €. 19 je ukazan vysledny chromato-

gram. Jak je vidét vSechny latky maji rozdilné elucni

Casy, a tak je potvrzena jejich dobra odliSitelnost. ‘

Tato novéa jednoduchda HPLC metoda poskytuje —,. /) “ PN JAIN T
pfesné a selektivni vysledky, pfi souasném stanoveni ) o "
v8ech Ctyf latek. Metoda poté byla pouzita pro studium Obrazek 19 - Vysledny chromatogram upra-
veného vzorku s pfidanymi kyselinami, 1-kys.

stereoselektivniho metabolismu styrenglykolu a man- fenylglyoxalova, 2-kys. mandlova, 3-styrengly-

[18]

dlové kyseliny. kol a 4-kys. hippurova 18]
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1.13 Stanoveni diethylenglykolu a propylenglykolu s refraktometrickym

detektorem

Byla vyzkousena nova metoda pro stanoveni glykoli pomoci HPLC s obracenymi fazemi
a refraktometrickym detektorem. Metoda byla pouzita pro prozkoumani biodegradace glykoli

Vv umélém vytvoreném laboratornim aktivovaném kalu.

Na obrazku ¢. 20 je ziskany chromatogram, [
vtoku (A) a vytoku (B) aktivovaného kalu. Vtok ob-

sahoval definované mnozstvi zivin, mineralnich soli

response

a uméle pfidané mnozstvi DEG a PG. Jak je vidét
DEG 1 PG lIze stanovit, bez jakéhokoliv rusivého e

efektu. Pik, ktery se objevuje hned zacatku, je ptisu- L

zovan anorganickym solim. pG

_

Lze fici, ze takto popsana metoda, poskytuje

1
[
3 6
time [min]

piesné€ vysledky a zarovefi metoda neni narona na
provedeni. Vyhodou je i to Ze neni potieba jakékoliv
Obrazek 20 - Vysledny chromatogram uméle vy-

predeslé Upravy a derivatizace. o
1

tvofené¢ho laboratorniho kalu
Mimo jiné metoda dokaZze stanovit 1 dalsi latky
mimo glykoli, mezi né€ patii naptiklad organické latky, jako jsou povrchové aktivni latky a

ziviny obsazené v laboratorné pfipraveném aktivovaném kalu. [*%

1.14 Stanoveni diethylenglykolu ve zneciSténych moiskych vodach pomoci
ESI-MS

Tato metoda se zabyva stanovenim DEG v motské vod¢, ktera byla ziskana z okoli zafi-
zeni na t€zbu zemniho plynu. Tento primyslovy provoz pro své Ucely pouziva pravé DEG a

nekdy se stava, ze se DEG dostane do okoli a vazné ohrozuje motsky ekosystém.

Samotna metoda ale nema dostatec¢nou citlivost pro stanoveni glykold. Pfi¢ina se pfisu-
zuje prave vzorku motiské vody, kterd obsahuje velké mnoZzstvi mineralnich soli. Tomu vSemu
se da ale vyhnout, pokud se pfed samotnou analyzou vzorek podrobi derivatizaci. Opét byla
pouzita uz zminéna derivatizace dle Schotten-Baumanna [, kde se pouziva benzoyl chlorid
jako derivatizacni ¢inidlo v pfitomnosti alkalického media, kterym je NaOH. Jako vnitini stan-

dard se pouzil benzoyl alkohol.

28



Po derivatizaci se vysledna smés podrobila pentanové extrakci, za t¢elem oddéleni zde-
rivatizovaného DEG a vnitiniho standardu od pfitomnych mineralnich soli. Extrakt (pentdnova

faze) byl nasledné podroben HPLC analyze.

Na obrazku €. 21 je ukdzan vysledny chromatogram vzorku moiské vody. Pfitomnost
dalsiho piku okolo piku pro vnitini standard je pfimy dikaz ptitomnosti DEG ve vzorku.

8OO0
(B)

0 & 4 B 8 W 12 14 18 18 2N 22 2 ¥ 28
Time (min}

Obrazek 21 - Vysledny chromatogram moiské vody s pfidanym DEG, 1-derivat DEG a 2-vnitini standard 2%

Ze ziskanych vysledki se da fict, Zze po derivatizaci DEG pomoci benzoyl chloridu a na-
slednou HPLC analyzou, metoda poskytla dobré vysledky pro monitorovani obsahu chemikalii

V morské vodé.

Piesnost a pomérnd jednoduchost metody, by umozZnilo jeji vyuZiti pfi standardnich kon-

trolach kvality motské vody u zatizeni na t&zbu plynii. 20

1.15 Identifikace cis a trans isomera 2-buten-1,4-diolu pomoci detekce UV-
Vis

2-buten-1,4-diol (BEG) je dulezitou soucasti produkti v riznych odvéti chemického pri-

myslu, jako je napfiklad farmacie, vyroba pesticiddi a piipravky pro ochranu rostlin. 2]

Byla popsana metoda pro separaci a identifikaci isomert BEG za pouziti dvou riznych

kolon a UV-Vis detekce.

Nejdriive se stanoveni vyzkouselo na klasické kolon€ naplnéné silikagelem, ale zde k zad-
nému vysledku nedoslu. Nasledné byla separace vyzkousena na dvou chirdlnich kolonach —

(S,S)-Whel-O1 a ChiraSpher.

Pti méfeni s prvni uvedenou kolonou se do mobilni faze ptidal ethanol, ktery dokazal
napomoct stanoveni, na rozdil od vyzkouseného iso-propanolu. Z nameétenych hodnot se zjistila
podminka, ze maximalni koncentrace ethanolu v mobilni fazi musi byt pod 10 %, nad tuto hod-

notu nedochazi k separaci.
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U druhé kolony se kromé ethanolu, ptidal do mobilni faze i
diethylamin, ktery mél slouzit pro upravu tvaru piki. Opét platilo,
ze s niz$i koncentraci ethanolu se zlepsila separace. iy

Po porovnani obou kolon se dé fict, Ze o néco lepsi vysledky \

poskytovala prvni uvedena kolona. Na obrazku ¢. 22 je ukdzan &

vysledny chromatogram pii pouziti prvni uvedené kolony.

Pti pouziti spravné kolony a spravné koncentrace piidanych

-
drani-

latek v mobilni fazi, se daji isomery BEG separovat. Metoda ma

50.00 60,00 70,00 aun

moznou aplikaci pfi ur€ovani mnozstvi isomert v daném vzorku.
[22] Obrazek 22 - Vysledny chroma-
22

togram identifikovanych isomert

BEG [22
1.16 Stanoveni bronopolu a produktii jeho rozkladu

za detekce pomoci UV-Vis detekce

Bronopol (2-brom-2-nitropropan-1,3-diol) je velmi pouzivana chemikalie v kosmetic-
kych prostedcich, lécich a riznych druzich $ampont 231, Jeho stanoveni v téchto prostiedcich
je dalezitym parametrem kvality. Byly vyzkouseny rtizné analytické techniky pro stanoveni
bronopolu, jako napiiklad plynova chromatografie ), HPLC s UV detekci [?5 28] a elektroche-
mické techniky ?7). N&které techniky jsou Easové naroéné a kviili rozkladu bronopolu, takZe

ziskané vysledky by nemohly byt pouzity.

Byla vyzkouSena novéa metoda pro stanoveni bronopolu, pomoci HPLC s UV-Vis deteket,

nastavené na 210 nm.

Pokud se jako rozpoustédlo pouZil methanol a voda v poméru 1:1, ziskané vysledky uka-
zali na postupny rozklad bronopolu. Po 24 hodinach se bronopol rozlozil z 20 %. Stejné vy-

sledky se ziskaly pii pouziti acetonitrilu a vody opét v poméru 1:1.

Zmeéna ale nastala pfi pouZiti methanolu, kde nedoslo k Zadnému rozkladu. Pfipravené
roztoky navic byly stalé po jeden rok, pokud se udrzoval pii 4 °C. Z tohoto diivodu se methanol

zvolil jako nejlepsi rozpoustédlo.

Efekt teploty na stabilitu bronpolu byl otestovan v rozmezi teplot 40 az 100 °C. Ve vod-
nych roztocich pii teploté 40 °C dochazelo k rozkladu na bromnitroethanol a bromnitromethan,
Vv malé mite se objevil 1 2-bromethanol. Podobné vysledky byly ziskany u vodnych roztoki pii

100 °C, ale stim rozdilem ze se neobjevil 2-bromethanol.
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Ale pokud se jako rozpoustédlo pouzil methanol, pii 40 °C roztok byl staly a nedoslo

k Zadnému rozkladu.

Na obrazku €. 23 je ukazan vysledny chromatogram, zméteny z ptipravené¢ho standardu

bronopolu rozpousténého ve smési methanolu a vody.

P P
& 1 3 [ [ ® & # win

Obrazek 23 - Vysledny chromatogram standardu bronopolu, piky znaci (1) 2-bromethanol, (2) bromnitromethan, (3) bro-
nopol a (4) broomnitroethanol 128!

Pti pouziti methanolu, kde je nasledné bronopol staly az po jeden mésic pii okolni teploté,
je mozné stanovit bronopol ve vzorku pomoci HPLC s reprodukovatelnymi vysledky. Navic
produkty rozkladu bromnitroethanol a bromnitromethan mohou byt také stanoveny spolu s bro-

nopolem. [
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2 ZAVER

HPLC je velmi Casto uzivanou metodou pro stanoveni velkého poctu chemickych latek.
Ne vzdy se ale dané chemické individuum dokaze stanovit piimo. Bézn¢ se pied samotnou
analyzou musi vzorek upravit. Tento proces je nazyvan derivatizace, a dnes se rozliSujeme tii
zékladni zpiisoby derivatizace. Jsou to piedkolonova, postkolonova a derivatizace v koloné.
Samotna derivatizace ma za ucel zvyseni citlivosti (n€kdy umoznéni detekce, kde by se bez
derivatizace dana latka nedokazala stanovit), zvySeni rozliSeni vzniklych pikd v chromato-

gramu a zamezeni nezadouci sorpce latek na kolong. [°]

Tato analytickd metoda vyuZziva fadu riznych detektord, jako je naptfiklad UV-Vis, ktery
dokaze méfit pii jakékoliv zvolené vinové délce. Fluorescencni detektor, ktery meti vyzarené
sekundarni zafeni po absorpci primarniho zateni. Refraktometricky detektor, zalozeny na mé-
feni indexu lomu eludtu. Mezi dal$i skupinu detektorti 1ze zaradit elektrochemické detektory

(amperometricky, coulometrikcy) a asto vyuZivany elektrospary (ESI). [2°]

Nutnost stanovovani glykold se uz v minulosti projevila jako velmi dulezita chemicka
operace. Uz jen pti kontrole kvality nejriznéjsich produktl, specialné farmaceutickych. Mlu-
vim zde hlavné o DEG a jeho toxickym vlastnostem pro lidsky organismus.

Jako ptiklad lze uvést inik DEG do farmaceutickych produktii vyrabénych v Ciné kolem
pii vyrobé farmaceutické smési. Star$i priklad lze také uvést, dalsi unik DEG tentokrat ale do

vina v roce 1985 19 v Rakousku.

Samoziejmé se nemusi jednat pouze o DEG, kontrola pfitomnosti jakykoliv glykolt se
stala dllezitou operaci a zjmem analytickych chemiki. Jednak za ucely ziskani dat kvality
produktl, které obsahuji chemické slouceniny z fad glykoli. Tak i pro kontrolu uz zminova-
nych produktl, které by neméli Zadné glykoly obsahovat. Lze zminit i kontrolu obsahu glykoli

ve vode¢, jako parametr pro ziskani ¢istoty vod.
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