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ANOTACE

Diplomova prace se tyka analyzy minoritnich latek ve zlutém pigmentu P.Y. 1309.
V teoretické Casti jsou popsany pigmenty, jejich vlastnosti a pouziti. Déle je zde podrobnéji
popsana isoindolinové a isoindolinonova skupina pigmenti. Do této skupiny pigmentl patii
pigment P.Y. 139, o kterém jsou zde uvedeny zakladni informace, v¢etné jeho vyroby ve
spolecnosti Synthesia, a.s. Nakonec jsou zde piedstaveny zakladni informace o HPLC
instrumentaci pouzité pro analyzu necistot ve vyrobnich vzorcich pigmentu. V praktické ¢asti
diplomové prace je uveden postup optimalizace jednotlivych krokti analyzy potencialnich

necistot v pigmentu. Vysledky jsou porovnany a diskutovany.

KLICOVA SLOVA

P.Y. 139, kyselina barbiturova, kyselina bibarbiturova, kyselina ftalova, ftalimid, ftalodinitril,
RP - LC, HILIC

TITLE
Determination of minor substances in the yellow pigment P.Y. 139
ANNOTATION

In this diploma thesis, development of the method for the analysis of minor substances in
yellow pigment P.Y. 139 is described. The theoretical part chracterizes pigments, their
properties and their use. The isoindoline and isoindolinone groups of pigments are described
more in detail. Properties and basic production scheme of P.Y. 139 belonging to this group is
given. The practical part of the thesis describes the individual steps of method optimizing for
the analysis a potential impurities in production samples of the pigment. The results are

compared and discussed.

KEYWORDS

P.Y. 139, barbituric acid, dibarbituric acid, phthalic acid, phthalimide, phthalodinitrile, RP —
LC, HILIC
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SEZNAM ZKRATEK

AcN — acetonitril

DAD - detektor s diodovym polem

DMAA — dimethylacetamid

DMF — dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

FDN — ftalodinitril

FI — ftalimid

HILIC — chromatografie hydrofilnich interakci
HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
KB — kyselina barbiturova

KBB — kyselina bibarbiturova

KF — kyselina ftalova

MeOH — methanol

MS — hmotnostni spektrometrie

NMR — nuklearni magnetické rezonance

NP — separacni systém s normalnimi fazemi
RP — separac¢ni systém s obracenymi fazemi
THF — tetrahydrofuran

UV/VIS — ultrafialova/viditelna oblast



UVvoD

Tato diplomova prace se zabyva analyzou necistot v pigmentu P.Y. 139. Svétova
spotfeba organickych pigmenti neustdle roste, zarovenl vzrista zajem o obsah latek
v pigmentech. Pigmenty jsou latky takika nerozpustné, organické nebo anorganické povahy,
barevné, bilé nebo cerné. P.Y. 139 je zluto — oranzovy pigment, ktery vyrabi spole¢nost
Synthesia, a.s. vriznych kvalitach. Tento pigment patii do skupiny isoindolinovych a
isoindolinonovych pigment a nachdzi své uplatnéni v plastech, natérovych hmotéch nebo
tiskovych barvach.

Cilem prace realizované ve spolupraci se spolecnosti Synthesia, a. s. bylo
optimalizovat metodu pro rutinni analyzu tohoto pigmentu pomoci kapalinové chromatografie
s DAD detektorem a kvantifikovat touto metodou mnozstvi necistot v pigmentu. Obsah
necistot ve findlnim produktu mé, krom¢ vlivu na zdravotni nezdvadnost pigmentu, také vliv
na jeho vysledné koloristické vlastnosti. Proto zavedeni rutinnni metody pro stanoveni
potencidlnich necistot ve vyrabéném pigmentu muize napomoci optimalizaci vyrobniho

procesu s cilem minimalizovat pfitomnost necistot ve findlnim produktu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Obecné pojmy

Koloranty se v soucasné dobé rozd€luji na pigmenty nebo barviva, tyto latky jsou
schopné absorbovat viditelné elektromagnetické zafeni (svétlo) v rozsahu 380 — 780 nm
(obr. ¢. 1) [1].

Obr. & 1: Vznik barvy; svétlo riznych vinovych délek dopada na pigment. Caste¢né dojde k
absorpci, vysledna barva je dana spektrem odraZenych vinovych délek [2]

Pigmenty jsou latky takika nerozpustné, organické nebo anorganické povahy, barevné,
bilé nebo Cerné. Barviva jsou latky vétSinou rozpustné v daném (aplikacnim) prostiedi,
ztracejici svou krystalickou strukturu. Odlisnost téchto dvou pojmii je zalozena na fyzikalnich
vlastnostech [1]. Organické pigmenty V porovnani s pigmenty anorganickym maji ve&tsi
rozpustnost, mensi tepelnou stabilitu a mensi stalost na svétle [3]. Struktura pigmentu je pro

jednoznacnou a rychlou identifikaci charakterizovéna tzv. C. L.

1.1.1 Colour Index™

Colour index (C. L) je nazev vSech komerénich a technicky pouzivanych barviv a
pigmenti. Jiz od roku 1924 Colour Index vydava Americké asociace barvait a barviia (SDC)
ve spolupraci s americkou asociaci textilnich chemikli a koloristi (AATCC). Neustéle

dochazi k rozsifovani tohoto klasifikacniho systému. C. L. pouziva dvoji klasifikacni systém:

a) Colour Index Generic Name (GIGN)

- snadno zapamatovatelny, vztahuje se k aplikaci
- C. I. Pigment Yellow; C. I. Solvent Black

b) Colour Index Constitution Number (CICN)

- spojen s chemickou strukturou
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- C. I. Pigment Red 48 (C.I. 15865) — sodna siil
- C.I. Pigment Red 48:1 (C. I. 15865:1) — barnata sul [4].

1.2 Fyzikalni vlastnosti pigmentua

Dilezitymi vlastnostmi pigmenti jsou povrchova struktura, krystalova mfizka, tvar
krystali nebo velikost ¢astic. VSechny pigmenty maji urCitou velikost ¢astic, po zapracovani
vétSinou méne nez 1 um. Pigmenty se vyskytuji ve form& priméarnich nebo sekundéarnich
castic. Primarni Castice organického pigmentu mohou vytvaret z divodu stabilizace své
povrchové energie sekundarni ¢astice (agregaty, aglomeraty, obr. €. 2). Agregaty jsou Castice
vznikajici spojenim plochy ¢€éstic. Pti dispergaci v médiu nedochazi ke zpétnému rozdéleni na
primarni ¢astice. Aglomeraty jsou utvary, které vznikly spojenim hran Céstic. Tento utvar se
pti dispergaci rozdéli zpét na plivodni Castice. Tyto vlastnosti lze napiiklad studovat
(popisovat) pomoci elektronového mikroskopu praskové rentgenové difrakce (méfeni

velikosti a distribuce ¢astic) [1,3,5].

Aglomeraty Agregaty

Obr. ¢. 2: Rozdéleni velikosti ¢astic [6]

1.3 Chemické vlastnosti pigmenti

Vlastnosti pigmentu jsou zakladnim zpisobem uréovany chemickou stavbou. Chemicka
konstituce ma vliv na barvu pigmentu a je ovlivnéna ptitomnosti chromofortt v molekule.
Chromofor je systém konjugovanych dvojnych vazeb (m — elektronovy systém) ovliviiujici
absorpci zateni. Pritomnost dalSich elektron — donorovych ¢i elektron — akceptorovych skupin
v molekule ovlivituje posun vilnovych délek absorpénich maxim a jejich intenzitu

(hyperchromni/hypochromni posun, bathochromni/hypsochromni posun).

Bathochromni posun — posun absorpce zafeni k del§im vinovym délkam
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Hypsochromni posun — posun absorpce zatreni ke kratSim vinovym délkam
Hypochromni posun — shizeni intenzity absorpce zatreni
Hyperchromni posun — ZvySeni intenzity absorpce zareni

Barevnost molekuly souvisi s absorpci elektromagnetického zafeni, které zpusobi
excitaci molekuly barviva (pigmentu). Vysledny odstin pigmentu dale zavisi na poméru
absorpce a odrazu svétla [3,5].

Barvici schopnost je schopnost barevného pigmentu obarvit barveny podklad. V piipade
bilého pigmentu se jedna naopak o schopnost zesvétlit barevny pigment. Jde o specifickou
vlastnost kazdého pigmentu [5].

Pigmenty podléhaji na svétle degradaci, okolni prostfedi (tzv. pojivo) ma také vliv na
stabilitu slou¢eniny vic¢i pusobeni svétla. Existuje vztah mezi chemickou strukturou
a svétlostalosti pigmentl. Napiiklad vétsi stalobarevnosti na svétle u pigmentl lze docilit
zavedenim karboamidové skupiny nebo halogent.

Finalnimi formami pigmentd jsou:

1) Neupravené praskové pigmenty
2) Upravené suché praskové pigmenty — granulaty (dotované pomocnymi
latkami — napf. snizujicimi pra$nost pigmentu)

3) Pigmentové preparace

1.4 Historie pigmenti

Syntetické organické pigmenty se vyrabéji od druhé poloviny 19. stoleti [6]. K prvni
syntéze organického barviva doSlo jiz v roce 1856 Williamem Henry Perkinem. Namisto
ocekavané syntetizace chininu, doSlo ke vzniku purpurového barviva. Perkin ziskal britsky
patent a v roce 1859 si oteviel tovarnu [7,8].

Organické pigmenty zacaly byt vyrdbény jako vedlej$i produkty z vyroby barviv,
obvykle srdzenim barviva s kovovymi solemi. Tyto organické pigmenty mély Spatnou
svétlostalost a rychle dosahly své Spatné povésti. Na konci 19. a poCatkem 20. stoleti se
vedeni ve vyvoji a vyrob¢ syntetickych organickych barviv a pigmentt ujmulo Némecko [3].
Mnohé z téchto pigmentl byly azopigmenty syntetizované diazotacni reakci diazoniové soli a

naslednou kopulaci. Syntetické organické pigmenty neobsahujici azoskupinu byly zavedeny
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pocatkem roku 1930, se zavedenim ftalocyaninové modie a zelené¢ a postupné byly

objevovany a zavadény do vyroby dalsi tfidy organickych pigment [7].

1.5 Anorganické pigmenty

Anorganické pigmenty mohou byt jak syntetické, tak i pfirodni. Nejcastéji to jsou oxidy
a sulfidy kovii, soli olova, nebo slouceniny kadmia a rtuti. Tyto pigmenty jsou nerozpustné
Vv bézné dostupnych rozpoustédlech, maji lepsi tepelnou stabilitu nez organické pigmenty.
Anorganické pigmenty snadno disperguji v plastech, maji dobrou kryci schopnost, ale

V porovnani s organickymi pigmenty nabizeji uzsi vybér odstint [3].

1.6 Organické pigmenty

Termin "synteticky organicky pigment" se tyka pigmentl uméle vyrabénych. Mnohé
Z nich obsahuji azoskupinu (-N=N-) ve své struktuie. Tyto pigmenty maji ve své struktuie
cyklicky skelet. Aromaticky systém obsahuje konjugované vazby, které tvoii tzv. chromofor
pigmentu (nositel barevnosti). Na aromatickém jadie mohou byt dalsi funkéni skupiny, které
ovliviiuji barevnost (auxochromy). V oblasti pramyslové aplikaci se vyskytuje fada
organickych pigmentl, které obsahuji kov ve formé koordina¢nich komplexi nebo ve formé
nerozpustnych soli, i tyto latky jsou povazovany za organické pigmenty [5,9]. VSechny
syntetické organické pigmenty jsou prakticky nerozpustné v prostiedi, ve kterém jsou
syntetizovany [3].

Syntetické organické pigmenty pokryvaji celé spektrum barev od fialové k modré,
zelené, zluté, oranzové a Cervené. VétSina z nich jsou azopigmenty, které jsou obvykle Zluté,
oranzoveé nebo Cervené. Syntetické organické pigmenty vykazuji Siroky rozsah fyzikalnich
a chemickych vlastnosti. Pfikladem je tepelna stabilita, stalost v organickych rozpoustédlech,
svétlostalost a stabilita vici rekrystalizaci. Vedle Siroké skaly syntetickych organickych
pigmenta existuje i fada piirodnich organickych pigmentt, které se ziskavaji z rostlinnych
nebo zivoc¢iSnych zdrojii. VéEtSinou se jedna o karotenoidni systémy nebo chinoidni, vazané ve
formé glykosidi.

Pigmenty jsou vyuzivany pro celou fadu aplikaci v riznych oblastech, napt. natérové

hmoty, tiskatské barvy, automobilovy pramysl, barveni plasti a textilu, atd. [1,3,5].
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1.6.1 Rozdéleni organickych pigmenti
Pigmenty je mozno rozliSovat z mnoha hledisek. Nejcastéji podle toho, zda maji nebo
nemaji ve své struktufe azo skupinu. Pigmenty obsahujici azo skupinu jsou nazyvany
azopigmenty. Pigmenty neobsahujici azo skupinu jsou nazyvany polycyklické pigmenty. Dale
je mozno délit pigmenty dle aplikaci na klasické a vysoce jakostni, tzv. HP (high
aplikacich. Ptikladem mohou byt autolaky [5].
Pro potieby ptedkladané diplomové prace bude blize piedstavena isoindolinova

a isoindolononova skupina pigmentti, kam patii pigment P.Y. 139.

1.7 Isoindolinové a isoindolinonové pigmenty

Tyto pigmenty byly zavedeny na trh az v polovin€ roku 1960, ackoli byly patentovany
jiz v roce 1940 [3].

Struktura této skupiny pigmentli je odvozena od isoindolinového kruhu. Isoindolin
(obr.¢. 3) je heterocyklicka organicka sloucenina se sumarnim vzorcem CgHgN. Tato
aromatickd slouCenina ma bicyklickou strukturu, skladajici se z SestiClenné¢ho aromatického
kruhu kondenzovaného na péticlenném kruhu obsahujicim dusik. Struktura slouceniny
je podobna indolinu s tim rozdilem, ze ma atom dusiku v poloze 2 misto 1 ve struktuie
péti¢lenného kruhu. Isoindolin sam o sobé neni bézné se vyskytujici sloucenina [10].

1 — substituované isoindoliny jsou chiralni. 1,3 — disubstituované isoindoliny jsou
slozkami né&kterych 1é¢iv a produktl (IéCiva na bazi inhibice acetylcholinesterazy slouZzici
k 1é¢bé Alzheimerovy choroby) [10].

NH 2

4 3
Obr. ¢&. 3: Isoindolinova struktura
Isoindolinovy typ pigmentt byl popsan teprve nedavno, piipravuje se z jednoho nebo
dvou ekvivalentnich komponent, pfipojenych aktivovanou methylenovou skupinou na jeden

ekvivalent isoindolinu. Pigmenty jsou dostupné v odstinech zluté, oranzové, cervené a hnédé.
Do této skupiny patii P.Y. 139, P.Y. 185, P.O. 66, P.O. 69 a P.R. 260 (tabulka ¢. 1). Pigmenty
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jsou vysoce kvalitni, vyznacuji se vynikajicimi aplika¢nimi stalostmi. Jednotlivi zastupci jsou
pouzivani napiiklad v originalnich nebo spravkovych autolacich, v segmentu primyslovych

natérovych hmot (tekutych i praskovych) nebo v aplikaci tiskovych barev [3,5].

Tabulka €. 1: Zastupci isoindolinovych a isoindolinonovych pigmenti

Struktura Odstin C.I. nazev | C.I. konstituce
H o)
N
OY n ]
NH ( Cerveno — zluta P.Y. 139 56298
(@]
H o
Os(N 4 n /L//\NHME
NH ( Zeleno — Zluta P.Y. 185 56280
(0]
(o]
b O
/
% Nazloutlé oranzova | P.O. 66 48210
S P
©i> Nazloutla oranzova | P.O. 69 56292
I
NHJN\Q\
\\
(o]
(o]
NC NH ,
s
N
@C Nazloutl Servend | P.R. 260 56295
.
NH
p!

16




1.7.1 Pigment P.Y. 185

P.Y. 185 (obr. €. 4) a P.Y. 139 (obr. €. 5) jsou nejvyznamnéj$imi zastupci této skupiny
pigmentt. P.Y. 185 se vyskytuje v nazelenalych odstinech zluté. Tento pigment je odolny
vaci organickym rozpoustédlim, ale nestabilni v alkalickém prosttedi. Hlavni oblasti

vyuzivajici tento pigment jsou tiskové barvy [3].

o)
Y ]
S H (\NHMe
NH X =
CN

Obr. ¢. 4: Struktura pigmentu P.Y. 185

1.8 Pigment P.Y. 139

Tato diplomova prace se zabyva analyzou pigmentu P.Y. 139. Tento pigment je vyrabén
celosvétové mnoha spole¢nostmi pod riznymi obchodnimi nazvy: TCY 13902, TCY 13901,
Paliotol® Yellow L 2140 nebo Graphtol Yellow H2R [11,12,13]. Spole¢nost Synthesia, a.s.
tento pigment vyrabi pod komerénim ndzvem Versalova Zlut' 5 RD, 6 RD, 7 RD, které jsou
urCené pro natérové hmoty a ve verzi Versalova zlut 4 RDP a 5 RDP ur¢ené pro aplikaci

v plastech.

1.8.1 Zakladni charakteristika pigmentu P.Y. 139
P.Y. 139 je organicky pigment Klasifikovany jako derivat isoindolinu. Tato Zluto —
oranzova pevna latka je prakticky nerozpustna ve vétsin¢ rozpoustédel. Pigment neni zcela

staly v alkalickém prostfedi. Chemicka struktura je uvedena na obr. ¢. 5. [3].
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Obr. €. 5: Struktura pigmentu P.Y. 139
Nazev dle IUPAC: 5,5'-(1H-Isoindol-1,3(2H)-diyliden)-di(2,4,6(1H,3H,5H)-pyrimidinetrion) [15].

C. L Pigment Yellow 139
C. L ¢islo 56298

CAS dislo 36888-99-0
Chemicka tfida Isoindolin [14]

TiO, 1:1 TiO, 1:10

Obr. ¢. 6: Vybarveni P.Y. 139 ve smési s TiO; [14]

Pigment nachéazi své uplatnéni v plastech, natérovych hmotach nebo tiskovych
barvach. Existuje n€kolik typil dle velikosti ¢astic, které vykazuji velmi rozdilné vlastnosti,
véetné koloristickych, coz plati zejména i pro kryvost (obr. ¢. 6). Kryva verze je odstinové
cervengj$i sniz§i barevnou vydatnosti, na druhou stranu umoZznuje pfipravit vysoce
koncentrované formulace natérovych hmot s dobrymi rheologickymi vlastnostmi a bez
nezédouciho vlivu na zhorSeni lesku natéru. Ve srovnéni s transparentni verzi tohoto C. I. Nr.
vykazuje napiiklad leps$i stalosti na svétle a v povétrnosti. Naopak transparentni verze se
vyznacuje vysokou barevnou vydatnosti, ktera se s vyhodou uplatiiuje v barveni plastt.

P.Y. 139 se pouziva jako nahrada ekologicky zavadnych chromovych zlutych
pigmentut [3,5].
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1.8.1.1 Toxikologické informace

Akutni toxicita

Orélni: LD (krysa) > 5000 mg/kg

Dermalni: nedrazdivé (kralik)

O¢ni: nedrazdivé (kralik)

Vdechnuti: prach mtze byt drazdivy pro horni cesty dychaci

1.8.1.2 Ekologické informace

e Tento produkt neni Skodlivy pro zivotni prostiedi [16]

1.8.2 Vyroba pigmenti v Synthesia, a.s.

1.8.2.1 Spolecnost Synthesia, a.s.

Synthesia, a.s. je chemicka firma sidlici v Pardubicich — Semtin¢ zaméfena
na kvalifikovanou chemii. Spole¢nost jiz 95 let Gispé$né prezentuje na svétovém trhu vyrobky
v riznych segmentech chemické vyroby. Spolec¢nost patii do koncernu Agrofert. Produkce
spolecnosti je urCena pfedevsim pro export na evropské trhy a do zamofti, kam smétuje vice
nez tfi ¢tvrtiny své vyroby.

Spolec¢nost Synthesia, a.s. je rozdelena do ¢tyt SBU (strategic business units):

SBU Pigmenty a barviva
e Pigmenty - barveni plastd i vlaken, vyroba natérovych hmot a tiskovych barev
e Barviva-barveni a potisk textilnich materiald

SBU Nitroceluloza

o Primyslové nitroceluléza — natérové hmoty a laky

e Vojenska nitrocelul6za — tézebni a zbrojni primysl

e Anorganické kyseliny a soli — vyuziti v dal§im provozu Synthesie

e Oxyceluloza - biomedicina
SBU Organicka chemie
o Farmacie
e Pesticidy - pfiprava z vlastnich vyvinutych G¢innych latek
e Zékaznické syntézy

e Polotovary
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SBU Energetika
o Energetika — vyroba a distribuce horké pary a tepla pro areal Synthesia, a.s. [17,18]

Vyzkum a vyvoj ve spole¢nosti Synthesia, a.s. je povazovan za kli¢ovou oblast.
Vysoky inovacni potencidl je disledkem vysokého poctu odbornikti z oblasti kvalifikované
chemie. Hledani novych technickych a technologickych feseni v aplikované chemii zajistuje
pro spolecnost Synthesia, a.s. vlastni dcefina spolecnost Vyzkumny Ustav organickych syntéz

(VUOS). [17,19].

1.8.2.2 Priklady pigmenti vyrabénych spolecnosti Synthesia, a.s.
Spolecnost Synthesia, a.s. vyrabi vysoce jakostni organické pigmenty pro barveni
plastii i vlaken nebo pro vyrobu natérovych hmot. Na trh dodava jak klasické azopigmenty,

tak i vysoce jakostni HP (High Performance) pigmenty.

o Priklady pigmentt pro natérové hmoty:
Monoazo pigmenty: P.Y. 1, P.Y.3, P.Y. 74
Disazo kondenzaéni pigmenty: P.Y. 93, P.Y. 95, P.Y. 128, P.R. 166

Isoindolinové pigmenty: P.Y. 139

Benzimidazolonové pigmenty: P.Y. 151, P.Y. 154, P.O. 36
Bisacetoacetarylidové pigmenty: P.Y. 155

B —naftolové pigmenty: P.R. 4

Antrachinonové pigmenty P.R. 177

e Priklady pigmentu pro tiskové barvy:

Monoazo pigmenty: P.Y. 3, P.Y. 74
Disazo kondenzaéni pigmenty: P.Y. 93, P.Y. 95, P.R. 166, P.R. 242
Benzimidazolonové pigmenty: P.Y. 181, P.R. 176
Bisacetoacetarylidové pigmenty: P.Y. 155

e Priklady pigmenti pro plasty
Disazo kondenza¢ni pigmenty: P.Y. 95, P.R. 166, P.R. 214

Isoindolinové pigmenty: P.Y. 139
Antrachinonové: P.R. 177
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e Priklady preparace

a) vodou feditelné — pro natérové hmoty

b) masterbatch — pro plasty [5,17]

1.8.3 Vyroba P.Y. 139 v Synthesia, a.s.
Princip vyroby

K roztoku methanolatu sodného v methanolu se pfida ftalodinitril. Vznikla suspenze se
ptedlozi do vodné suspenze kyseliny barbiturové. Poté se smés zahieje a oddestiluje
methanol. Surovy pigment se odfiltruje a promyje horkou vodou. Kondicionace (finaliza¢ni a
Cistici proces) pigmentu se provadi ve vodném prostiedi po dobu nékolika hodin pti pH = 6.

Po kondicionaci se smés odfiltruje. Kola¢ se nasledné opét promyje horkou vodou a susi se.

Reak¢ni schéma

|. Stupen kondenzace

H
H,CO N
NH
éN (A /
CHZOH H;CO
e
CH4ONa
Ny
Ftalodinitril Dimethoxyiminoisoindolin
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I1. Stupen kondenzace

H H o o_ H
HsCO, H N/ N
NH
H.CO™ = X N\(o OQ( 4 W&O
’ NH_ /X7 SN NH
+ 2 NH o
|| - 2CHLOH
O O
0 - NH,
Kyselina barbiturova P.Y. 139

Mozné vedlejsi reakce

Jako vedlejsi produkt reakce muze vznikat za vySe uvedenych podminek z ftalimidu

porfirinova struktura

H H g
H,CO H,CO
3 . N /NH 3 N N\ N =N
H,CO" "CHOH  Hoco™ am
I N —_— NH HN
H  NH, -k N/

Pii hydrolyze nezreagovaného dimethoxyiminoisoindolinu vznikd ftalimid a nasledné

kyselina ftalova

H
H;CO, N NH /o
3 =
H5;CO* +H,0 +H,0 COOH
- > NH & ——  »
\\ COOH
O
Ftalimid Kyselina Ftalova
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Mozna vedlejsi reakce vzniku kyseliny bibarbiturové

0]

I
I i 0L
HN/\NH HN/\NH HN N §O

P OsasO&

O/ \O O/ \O O% N \O
H

Kyselina barbiturova Kyselina bibarbiturova

U této reakce neni dosud objasnéno, ve které fazi vyroby pigmentu P.Y. 139 vznika.

1.9 Kyselina barbiturova jako vychozi surovina pro vyrobu P.Y. 139

Jednou z vychozich surovin pro vyrobu pigmentu P.Y. 139 je kyselina barbiturova (obr. ¢. 7).

O

I
NN
No

HN
M
o~

Obr. &. 7: Kyselina barbiturova

Molérni hmotnost 128,09 g-mol *
CAS cislo 67-52-7

Bod tani 245 °C

Bod varu 260 °C [20]

Barbiturovd kyselina je organickd sloucenina na béazi pyrimidinového
heterocyklického skeletu. Je to ve vod¢ rozpustny bily prasek, bez zapachu. Byla objevena

roku 1864 némeckym chemikem Adolfem von Baeyerem [21,22].
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Kyselina barbiturova nachazi Siroké pouziti v riznych odvétvich primyslu a jeji
derivaty — barbituraty maji vyznamné farmakologické vlastnosti a pouzivaji se jako sedativa
a hypnotika. Nékteré derivaty kyseliny barbiturové maji také antimikrobialni ¢inky.

Kruhovy systém kyseliny barbiturové muize existovat v riznych konfiguracich, z nichz
vSechny jsou v dynamické rovnovaze mezi sebou (obr. ¢. 8). Ve formé keto jsou atomy uhliku
Cislo 2, 4 a 6 soucasti karbonylové skupiny, zatimco ve formé enol jsou tyto uhlikové atomy
vazany s hydroxylovymi skupinami na zakladé¢ ptfesunu polohy aktivovanych vodikt
ze sousednich vazeb. Keto forma pievlada v kyselych roztocich, zatimco enol forma je

pritomna hlavné v alkalickém prostredi.

H // H OH
N N
O:< ) — O:< \
N N
HoO\ Ho\
Obr. ¢. 8: Keto a enol forma kyseliny barbiturové

V zavislosti na pouzitém rozpoustédle a koncentraci vodikovych iontli systému,
mohou byt jedna, dvé nebo vSechny tfi z karbonylovych vazeb ovlivnény zptsobem
enolizace. Methylenova skupina mezi dvéma karbonylovymi skupinami je velmi chemicky

reaktivni. Zadny z tautomernich izomert nebyl nikdy izolovan [21,23].

1.9.1 Syntéza kyseliny barbiturové

V roce 1879 francouzsky chemik Edouard Grimaux syntetizoval barbiturovou
kyselinu z kyseliny malonové, mocoviny a fosforyltrichloridu (POCIs3). Kyselina malonova
byla od t¢ doby nahrazena diethylmalonatem, protoZe s pouZzitim esteru neni nutné fesit

kyselost karboxylové skupiny (obr. ¢. 9) [24].
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Diethylmalonat Mocovina Kyselina barbiturova

Obr. ¢. 9: Syntéza kyseliny barbiturové

1.9.2 Stanoveni kyseliny barbiturové

Ke stanoveni kyseliny barbiturové a jejich derivati — barbiturati lze pouzit rizné
techniky, naptiklad kapalinovou chromatografii nebo  kapilarni  elektroforézu
s elektrochemickou detekci v amperometrickém modu. Elektrochemicka detekce probiha
pomoci tii elektrodového systému: mikrodiskova elektroda z uhlikovych vlaken, referentni
AgCl elektroda a pomocna Pt elektroda. V piipadé intoxikace barbituraty 1ze mnozstvi téchto
farmak zjistit pomoci plynové chromatografie. OvSem tato technika neni vzdy stoprocentni,
vzhledem Kk ¢astému vyskytu analogt téchto sloucenin. V soucasnosti bylo zavedeno spojeni
GC/MS, umoziujici rutinni analyzy [25,26,27,28].

Nedavno byla vyvinuta nova kinetickd — spektrofotometrickd metoda pro stanoveni
kyseliny barbiturové. Tato metoda je zaloZena na inhibi¢nim ucinku kyseliny barbiturové na
reakci mezi kyselinou chlorovodikovou a bromi¢nanem za vzniku bromu a chloru. Odbarveni
methyloranze jako substratu produktu zminované reakce je spektrofotometricky
monitorovano pfi 510 nm; stanovovana kyselina barbiturova inhibuje reakcei, tudiz nevznikaji
halogeny schopny odbarvit methyloranz. Tato metoda je pomérné rychla a citliva [29].

Dalsi spektrofotometricka metoda je zalozena na kopulaéni reakci Kkyseliny
barbiturové s diazotovanym nitroanilinem v zasaditém prostfedi. Reakci vznikd intenzivné
zluté ve vod¢ rozpustné a stabilni monoazobarvivo. Reakce probihd ve dvou krocich:
V prvnim kroku reakce o —, m — a p — nitroanilinu s dusitanem sodnym v kyselém prostredi
produkuje diazoslouceniny. Ve druhém kroku diazo slouceniny v alkalickém prostiedi reaguji
s kyselinou barbiturovou v poméru 1:1 a vytvari zlutou azo slouceninu, jejiz mnozstvi lze

monitorovat pii vinovych délkach 418, 380 a 370 nm [30].

1.9.3 Dihydrat sodné soli kyseliny azobarbiturové
Kyselina barbiturova je vychozi latkou dalSiho pigmentu vyrdbéného spolecnosti

Synthesia, a.s. — P.Y. 150. Tento pigment patii do skupiny azomethinovych kovovych
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komplext. Jedna se o komplex niklu a dihydratu sodné soli kyseliny azobarbiturové, ktera je
jeho vychozi surovinou (obr. ¢. 10). P.Y. 150 poskytuje specificky zelenavy a kaln¢€jsi odstin
zluté, ktery je Siroce pouzivan pii formulacich odstint imitujicich dekor dieva. Diky velmi
dobrym aplikacnim vlastnostem (termostabilita, stalost v migraci) ma pigment univerzalni
pouziti zejména v segmentech barveni plasti a tiskovych barvach. Jako jeden z mala
organickych pigmentii se pouzivd i pro narocnéjsi aplikace, jako napf. barveni

polypropylenovych a polyamidovych vlaken. [3,5].

NH, " CI
NH, " HCOj;
)k NaNO + HCI _
NHy > N; NH,
NH NH, -CO»
o)
NH, " CI )k o)
pH =3 NH," Cr )L
NH NH 2
+ > NH NH
N3 NH, _— N NH NIL +
(@) 2 2 = n
o o)

Y

NH
pH4.5
O:< > + N, >_O

NH \\O . / NH
OH
Y >—NH
O%WK«NJ\NHFO
NH // O//
ONa

Obr. ¢ 10: Chemismus pripravy dihydratu monosodné soli azobarbiturové kyseliny

K dispozici je vice zpusobl pfipravy dihydratu monosodné soli azobarbiturové

kyseliny. Syntéza probiha pomoci azidoformamidinu, ktery slouzi jako pfenase¢ azo skupiny.
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Azidoformamidin se ziska reakci aminoguanidinu s kyselinou dusitou. Tato reakce probiha
v prvnim kroku. Ve druhém kroku vznikld diazobarbiturova kyselina, kterd reaguje
s ptebytkem kyseliny barbiturové. Ve tretim kroku vznika sodnd stl azobarbiturové kyseliny

ve form¢ dihydratu [31].

1.10 Ftalodinitril jako vychozi surovina pro vyrobu pigmentu P.Y. 139
Je organicka sloucenina se sumarnim vzorcem CgH4(CN),. Ftalodinitril (obr. ¢. 11) je
latka pevnd, krystalicka, Sedo — bilé barvy. Jednd se o derivat benzenu, ktery obsahuje dvé

nitrilové skupiny [32].
N
Z

AV

Obr. ¢. 11: Struktura ftalodinitrilu

Molarni hmotnost 128,13 g.mol'l

CAS ¢islo 91-15-6

Bod tani 139 — 141 °C

Bod varu 150 — 152 °C, sublimuje

Slouc¢enina ma nizkou rozpustnost ve vodg, ale je rozpustna v béznych organickych
rozpoustédlech. Pouziva se jako surovina pro vyrobu naptiklad pigmentt ftalocyaninii, nebo

dalsich pigmentt (P.Y. 185 a P.Y. 139) a pro ftalodinitrilové kompozity a polymery [32,33].

1.10.1 Syntéza ftalodinitrilu
Ftalodinitril byl poprvé popsan v roce 1896 Johannesem Pinnowem, jako vedlejsi

produkt syntézy orthodicyanodiazomidobenzenu. Ftalodinitril se vyrabi pramyslove,
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jednostupiiovou kontinudlni reakci. Jedna se o amoxidaci o — xylenu pii 480 °C. Reakce

Jje znazornéna na obr. ¢. 12 [34].

N
CHy 30, i
2 NH4
-6 H,0
kat.
CH, AV
O - xylen Ftalodinitril

Obr. ¢. 12: Syntéza ftalodinitrilu

1.10.2 Stanoveni ftalodinitrilu
Ftalodinitril je latka nepolarniho charakteru. Ke stanoveni lze pouzit napiiklad

kapalinovou chromatografii s nepolarni stacionarni fazi.

1.11 Kapalinova chromatografie

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC, dfive oznaCovana jako kapalinové
chromatografie s vysokym tlakem) je technika v analytické chemii slouzici k oddéleni nebo
identifikaci latek ve smési [35]. HPLC vyuziva k analyze latek jejich opakovanou distribuci
mezi dvé nemisitelné faze — stacionarni @ mobilni fazi. Kapalné rozpoustédlo (mobilni faze)
s nadavkovanym vzorkem obsahujicim analyzované latky prochazi kolonou naplnénou
pevnou stacionarni fazi. Kazda slozka ze vzorku se zadrzuje Vv koloné po jinou dobu, ¢imz
dojde videalnim piipadé k rozd€leni pivodni smési na jednotlivé latky. Separace latek
probiha na zaklad¢ opakovaného ustavovani rovnovahy analyzované latky mezi staciondrni a
mobilni fazi v koloné¢ a vlivem odlisnosti mezi fyzikalné — chemickymi vlastnostmi

analyzovanych latek dochazi k jejich vzajemné separaci [35,36].

1.11.1 Mobilni faze
Mobilni faze undsi vzorek kolonou. Podle casové zmény slozeni mobilni faze

rozliSujeme gradientovou a izokratickou eluci. Pfi gradientové eluci dochazi ke zméné slozeni
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mobilni faze s casem. To ma za nésledek urychleni eluce vice zadrzovanych latek. Pouzitim
gradientové eluce se mize dosdhnout napt. zvyseni poctu pikli rozseparovanych za jednotku
Casu. Mobilni faze jsou smési rozpousStédel vhodné zvolené podle typu separacniho
mechanizmu. Jedna se nejCastéji o binarni smési rozpoustédel s riznou elucni silou (napf.
voda/acetonitril nebo methanol, hexan/dichlormethan, ...) k nimz mutze byt pfidino v malém

mnozstvi vhodné aditivum upravujici vlastnosti mobilni faze (pH, iontova sila, ...).

1.11.2 Stacionarni faze

Uvnitt kolony se nachazi stacionarni faze, ktera je chemicky vazanéa na vhodny nosic¢
(spolec¢ny nazev sorbent). Nosicem je nejcastéji silikagel, oxid hlinity, oxid zirkonicity,
organicky polymer nebo uhlik. Nejcastéji jsou v kapalinové chromatografii pouzivany
stacionarni faze typu alkylsilikageli (C8, C18), iontoméni¢e nebo grafitizovany uhlik.

V soucasnosti se pouzivaji sorbenty s velikosti ¢astic 2 — 5 mikrometra [36,37].

1.11.3 Rozdéleni kapalinové chromatografie

e Podle usporadani

a) Planarni — papirova (PC), tenkovrstva (TLC)
b) Sloupcova — kolonova (CC), vysokou¢inna (HPLC)

e Podle mechanizmu interakce slozek vzorku mezi stacionarni a mobilni fazi
a) Rozdélovaci
b) Adsorp¢ni
) Afinitni
d) Gelova

e) lontové vyménna

1.11.4 Instrumentace pro kapalinovou chromatografii
Na obr. ¢. 13 je schéma kapalinového chromatografu, ktery obvykle obsahuje tyto
zakladni Casti: jedno nebo vice Cerpadel slozek mobilni faze, davkova¢ vzorkt, kolonu

a detektor. Vysokotlaky davkovaci ventil vnasi vzorek analyzované smési do proudu mobilni
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faze, kterd jej nese do kolony. Kolona obsahuje vhodnou stacionarni fazi a dochazi v ni
k separaci smési na jednotlivé slozky. Kolona je vyrobena z inertniho materialu (nerez, titan,
plast, ...) s délkou nejcastéji 30 — 250 mm a vnitinim praimérem 2 — 4,6 mm. Za kolonou
umistény detektor generuje signal tmérny mnozstvi vzorku slozky na vystupu z kolony a tim

umoziuje kvantitativni analyzu slozek vzorku.

Strikacka

Pumpa|

Predkolona

Smésovaci Nastrik Y
komora_ . \
Vi Tésnéni > _
o Zaznamoveé
21 i zafizeni
(=]
2

/
L }'
/
y

Rozpoustédla "R IDetektor

Obr. ¢. 13: Schéma kapalinového chromatografu [38]

1.11.4.1 Detektory HPLC
a) UV/VIS - spektrofotometricky (obr. ¢. 14)
— nejcastéji pouzivany detektor
— absorpce vzorku zatfeni rizné vinové délky
— kvantitativni vyhodnoceni je dano Bouguer — Lambert — Beerovym zakonem, ktery

vyjadiuje vztah mezi tlouStkou absorbujici vrstvy, koncentraci absorbujici slozky

a velikosti absorbance
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b)

d)

f)

1 svételny zdroj & méma cela

2 cocla 7 referentni cels
3 monochromator 8 fotonasobid

4 polopropustne zreadlo @ zesilovad

5 zreadlo 10 zapisovad

Obr. ¢. 14: Schéma UV/VIS detektoru [39]

Fluorescenéni

— poskytuje odezvu pro latky vykazujici fluorescenci

— emitované zateni dopada na fotonasobi¢, jehoz proud je tmérny pohlcenému
fluorescenénimu zareni

Elektrochemicky

— méfi proud, ktery vznikd prichodem oxidované nebo redukované latky mérnou
celou

— v mérné cele jsou umistény elektrody (3 elektrodovy systém), na kterych je vloZzeno
napéti

Vodivostni

— v mérné cele jsou umistény dveé elektrody, mezi kterymi protéka eluat z kolony

— méfii se elektricka vodivost tohoto eluatu

Refraktometricky

— niZ8i citlivost, vysSi mez detekce

— odezva timérna rozdilu indexu lomu latky ve srovnavaci a mérné kyveté

Detektor s diodovym polem (DAD detektor, obr. ¢. 15)

— detektor méfi celé spektrum v realném Case

— zéteni po rozkladu holografickou miizkou dopada na systém fotodiod

—na kazdou fotodiodu dopada zativy tok o urcité vinoveé délce

— vznikajici fotoelektricky proud je imérny mnozstvi dopadajiciho zateni na fotodiody

— spektralni rozliSeni je dano poctem diod [36]
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Obr. ¢. 15: Schéma detektoru s diodovym polem [40]
1 — zdroj zafeni; 2 — $té€rbina; 3 — Cocka; 4 — mérna cela; 5 — detektor;
6 — holografickd mtizka; 7 — systém fotodiod

1.11.5 Separacni systémy v HPLC

1.11.5.1 Systémy s normalnimi fazemi (NP)

Stacionarni faze je polarni. NejCastéji se pouzivaji stacionarni faze anorganické
(silikagel, oxid hlinity, oxid zirkoni¢ity) a chemicky védzané polarni stacionarni faze
(aminové, nitrilové). Mobilni faze jsou méné polarni nez faze staciondrni. NejCastéji se
pouzivaji nepolarni organickd rozpoustédla ve smési s polarnéjSi slozkou (hexan,

heptan a propanol, dioxan, tetrahydrofuran, ...).

1.11.5.2 Systém s obracenymi fazemi (RP)

Stacionarni faze je nepolarni. Nejcastéji se pouzivaji stacionarni faze chemicky
vazanymi alkylovymi (C8, C18 a jiné¢ alkyly) nebo arylovymi skupinami, hydrofobni
polymery (styren — divinylbenzen) nebo krystalicky uhlik. Mobilni faze jsou polarnéjsi nez

faze stacionarni. Nejcastéji jde o smési organickych rozpoustédel a vody [36].

1.11.6 HILIC chromatografie

HILIC chromatografie je chromatografie hydrofilnich interakci na polarnich
sorbentech, ve vodné — organickych mobilnich fazich. Pivodné byla tato technika vyvinuta
pro separaci polarnich aminokyselin nebo sacharidi. Vzhledem k popularizaci této techniky
doslo v poslednich letech k velkému narGstu poctu kolon pro separaci. V soucasnosti se
HILIC kolony pouzivaji pfi analyze zivotniho prostiedi, potravin, 1€¢iv nebo tenzidu [41].

O HILIC chromatografii lze fici, ze vznikla spojenim NP — LC a RP — LC. Separace je

zaméiena na polarni latky, které jsou rozpustné ve vod¢€. Pfi separaci nejsou nepolarni latky
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zadrzovany. Pti HILIC separaci je tedy eluéni pofadi opacné ve srovnani se Sseparacemi

Vv systémech s obracenymi fazemi [36,41].

1.11.6.1 Mobilni faze v HILIC

Mobilni faze jsou vodné — organické, organickou slozkou byva acetonitril nebo
methanol. Voda je obsazena 5 — 40 % s pfidavkem vhodného pufru upravujiciho vysledné
vlastnosti mobilni faze. Pouziti vody dava této technice fadu vyhod, jako napiiklad samotna

piiprava mobilni faze nebo jeji snadnéd dostupnost.

1.11.6.2 Stacionarni faze v HILIC

Stacionarni faze pro HILIC jsou polarni (tabulka ¢. 2). Muze se jednat o silikagel se
snizenou povrchovou koncentraci silanold nebo se pouzivaji chemicky vazané staciondrni
faze s navazanymi aminopropylovym — , amidovymi —, kyanopropylovymi —, diolovymi —,
polyethylenglykolovymi ¢&i polyethyleniminovymi skupinami (obr. ¢. 16). Na povrchu
staciondrni faze se nachézi tenka vrstva vody, kterd zajiStuje zvySenou afinitu polarnich

sloucenin ke stacionarni fazi a tim dochazi ke zvyseni jejich retence [41,42].

Tabulka €. 2: Stacionarni faze pouzivané pii HILIC; [42]

stacionami | oy ricks struktura
faze

silikagel [-OH
kyanopropyl -{CH,),~CN
aminopropyl -(CH,);-NH,

diol —CHE—?H—CHQ—DH

OH

b.  Pacl4cHCHy
¢-o
On

c. Ch,

|
zic | cHNE(CH,)-S09

&,

PAC — polymerni aniontova faze, ZIC — zwitteriontova faze

33



N
”’\HN*\/ ‘]\/\NHQ

n

Obr. €. 16: Polyethyleniminova stacionarni faze [43]

1.11.6.3 Mechanismus separace HILIC

Separace je fizena hydrofilnimi interakcemi, pro které je potfeba, aby se na povrchu
sorbentu stacionarni faze vytvofila hydratovana vrstva. Vznikajici interakce jsou proton —
donor akceptorového a dipol — dipdlového charakteru mezi staciondrni fazi a kapalinou na
jejim povrchu. Diky hydratované vrstvé (obr. ¢. 17) dochazi k rozdélovani analytu,

podminkou je ale pfitomnost dostatecného mnozstvi vody v mobilni fazi, obvykle 5 — 40 %

[41,42,44].

mobilni faze
[ (acetonitrilivoda)

— W

% hydratovana
stacionarni faze

polarni stacionami f aze

Obr. ¢. 17: Ustaveni hydratované vrstvy na povrchu stacionarni faze modifikované dioly [42]

1.11.7 Vyhodnoceni naméieni dat v HPLC

Vysledkem analyzy latky je chromatogram (obr. ¢. 18). Dilezité veli¢iny pro jeho
vyhodnoceni je retenéni objem (Vg), resp. retencni Cas (t;) mezi okamzikem nastiiku
a maximem (vrcholem) piku. Reten¢ni objem (Cas) je kvalitativni charakteristikou separované

latky. Dalsi duleZitou veli¢inou je mrtvy objem (Vy), resp. mrtvy Cas (tv), ktery charakterizuje
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vlastnosti separacni kolony a stacionarni faze v ni. Velikost plochy pod pikem analyzované

latky je kvantitavnim ukazatelem [36,45].
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Obr. ¢. 18: Vyhodnoceni chromatogramu [38]
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2.1

2.2

EXPERIMENTALNI CAST

Seznam pouzitych chemikalii
Chemikalie Cistota Vyrobce
Acetonitril 99,9 %, pro HPLC [Sigma — Aldrich
Dimethylacetamid 99 % Sigma — Aldrich
Dimethylformamid Pro HPLC Lach — Ner, s.r.o.
Dimethylsulfoxid Pro HPLC Lach — Ner, s.r.o.
Kyselina barbiturova 99 % Sigma — Aldrich
Kyselina bibarbiturova - Izolat z pigmentu
Kyselina fosfore¢na 85 % Lach — Ner, s.r.o.
Kyselina ftalova - Lach — Ner, s.r.o.
Kyselina mravenci 98 % Lach — Ner, s.r.o.
Methanol Pro HPLC Lach — Ner, s.r.o.
Mravencan amonny 99 % Lach — Ner, s.r.o.
Tetrahydrofuran 99,70 % VWR Prolabo chemicals

Seznam pouzitych pristroju
Typ pristroje Nazev pristroje Vyrobce
Analytické vahy AE 200/663317 Mettler
Hmotnostni spektrometr | Qtrap 4500 AB Sciex
Kapalinovy chromatograf | Infinity 1260 Agilent
Odparka Laborota 4003 — control Heidolph
Odsttedivka EBA 200 Hettrick Zentrifugen
pH - metr WTW82362WEILHEIM  |WTW
Ultrazvukova lazen RK 103 H Bandelin
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2.2.1 Kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity
K méfeni vzorkd pigmentu P.Y. 139 byl pouzit kapalinovy chromatograf Agilent 1260

Infinity (sestava uvedena na obr. ¢. 19).

Obr. €. 19: Kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity

Cerpadlo analytického systému

e dvojice sériove zapojenych pistil s plynule proménnym zdvihem a aktivnim vstupnim
ventilem

e Cerpadlo umoziuje tvorbu nizkotlakého kvartérniho gradientu

e rozsah pritokt az do 10 ml/min a tlakovy rozsah do 600 bar (400 bar VL verze)
S moznosti nastaveni kompresibility mobilni faze (umoziuje vyuzit tento typ pump jak

pro analytické, tak pro semi — preparativni aplikace)
Autosampler analytického systému

e mozna instalace aditivniho modulu pro termostatovani vzorkd v rozsahu 4 — 40 °C

o flow — through design nastiikového systému na principu vialka za jehlou
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o Kkapacita vialek — 100 pozic
e rozsah: 0,1 - 100 pl

Termostat analytického systému

e od teploty 10 °C do 80 °C

e vysoka rychlost vyhtati nebo ochlazeni pro maximalni flexibilitu pouziti
Detektor analytického systému

e detektor diodového pole s rozsahem vinovych délek od 190 do 950 nm
e moznost simultanniho méteni az pti 8 vinovych délkach véetné zaznamu 3D spekter

e rozliSeni: 0,74 nm; pocet diod: 1024

2.2.2 Hmotnostni spektrometr

Podminky analyzy:
- Vzorek rozpustén v MeOH, 100x zfedéno, ptima infuze 5 pl/min

- Typ skenu: product ion (MS2), polarita: negativ, produkt m/z 237, scan
rate: 200 Da/s

- Curtain gas: 20 psi, ion spray voltage: -4500 V, gas: 1 — 20 psi, gas: 2 — 0 psi,
declustering potential: 90 V, entrance potential: -10 V, collision energy: -30 V,

collision cell exit potential: -6 V

2.3 Kolony HPLC

1. Hypersn HILIC GOLD
Vyrobce: Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

- Rozméry: 150 x 3 mm
- Velikost ¢astic: 3 um
- Typ stacionarni faze: polyethyleniminova, zakotvena na silikagelu
- Mobilni faze: A: acetonitril
B: 50 mM mraven¢an amonny, pH =5
Pomér mobilnich fazi: A:B =70 %:30 %
- Pratok: 1 ml/min
- Teplota kolony: 35 °C
- Davkovany objem: 5 pl
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Doba analyzy: 12 minut
Detekce: UV; 254 nm, 320 nm

2. Kolona ACE C4 100A

Vyrobce: Advanced Chromatography Technologies,

Scotland
Rozméry: 150 x 4,6 mm
Velikost ¢astic: 3 um
Typ stacionarni faze: C4 navézana na silikagel
Mobilni faze: A: acetonitril:methanol (1:3)
B: voda + 0,1 % (v/v) H3PO,4
Pomér mobilnich fazi: A:B =40 %:60 %
Pritok: 0,6 ml/min
Teplota kolony: 18 °C
Davkovany objem: 5 ul
Doba analyzy: 10 minut
Detekce: UV; 254 nm, 320 nm

3. Kinetex C18 100A

Vyrobce: Phenomenex, Torrance, Kalifornie, USA
Rozmeéry: 150 x 4,6 mm
Velikost ¢astic: 5 um
Typ stacionarni faze: C18 navazana na silikagel
Mobilni faze: A: acetonitril
B: 10 mM octan amonny
Pomér mobilnich fazi: A:B =40 %:60 %
Pratok: 1 ml/min
Teplota kolony: 30 °C
Déavkovany objem: 5 pl
Doba analyzy: 10 minut
Detekce: UV; 254 nm

4. Inertsil ODS-3V

Vyrobce: GL Sciences, Tokyo, Japonsko
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- Rozméry: 250 x 4,6 mm
- Velikost ¢astic: 5 um
- Typ stacionérni faze: C18 navazana na silikagel
- Mobilni faze: A: acetonitril
B: 10 mM octan amonny
Pomér mobilnich fazi: A:B =40 %:60 %
- Pratok: 1 ml/min
- Teplota kolony: 30 °C
- Davkovany objem: 5 pl
- Doba analyzy: 10 minut
- Detekce: UV; 254 nm

2.4 Analyzované vzorky

Pro potieby diplomové prace poskytla spole¢nost Synthesia, a.s. pro méfeni tii vzorky
pigmentu P.Y. 139. Vzorky jsou oznaceny jako A, B a C (obr. ¢. 20). Vzorky pochazeji
z procesu vyroby. A a B jsou vzorky provozni, vzorek C je srovnavaci. Ve vSech trech

piipadech se nejedné o vzorky urené pro komerc¢ni ucely.

Popis vzorku

e Zluto — oranZovy sypky prasSek

e bez zapachu

Obr. ¢. 20: Vzorky pigmentu P.Y. 139
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2.5 Priprava mobilnich fazi

Pufr s mraven¢anem amonnym

Na analytickych vahach bylo navazeno 3,153 g mravenc¢anu amonného. Tato navazka
byla rozpusténa ve sklenéné lahvi s 1000 ml vody urcené pro kapalinovy chromatograf.

Piikapavanim kyseliny mravenci se pomoci pH — metru dosahlo pozadovaného pH =5.

Voda okyselena kyselinou fosfore¢nou

Do sklenéné lahve bylo odméfeno 1000 ml vody ur¢ené pro kapalinovy chromatograf,
Poté byl do této lahve odpipetovan pomoci automatické pipety 1 ml kyseliny fosfore¢né a

puftr byl dan do ultrazvuku na 5 minut pro kvalitni smichani.

Pufr s octanem amonnym

Na analytickych vahéach bylo navazeno 0,9 g octanu amonného. Tato navazka byla
rozpusténa ve sklenéné lahvi s 1000 ml vody uréené pro kapalinovy chromatogram. Pro

upravu pH na 3,2 bylo k takto ptfipravenému roztoku pfidano 1,5 ml kyseliny mravenci.

2.6 Priprava kalibracnich roztoki standardii

Kyselina barbiturova

Na analytickych vahach bylo navazeno ptesné 0,05 g kyseliny barbiturové. Navazka
byla pfevedena do 50 ml banky a pfidan roztok ACN:MeOH (1:3). Barnka byla vlozena na
5 minut do ultrazvukové lazné€, poté doplnéna rozpoustédlem po rysku. Nasledné bylo z 50 ml
banky odpipetovano 0,0025; 0,005; 0,010; 0,015; 0,020; 0,025; 0,050; 0,075; 0,100; 0,150 a
0,200 ml roztoku do 10 ml ban¢k. Banky byly doplnény po rysku roztokem AcN:MeOH (1:3)

a ¢ast jejich obsahu byla ptevedena do 2 ml sklenénych nadobek pro autosampler HPLC.

Kyselina bibarbiturova

Na analytickych vahiach bylo navazeno piesné¢ 0,007 g kyseliny bibarbiturové.
Navazka byla pfevedena do 25 ml banky a pfidan roztok ACN:MeOH (1:3). Banka byla
vloZena na 5 minut do ultrazvukové 1azné, poté doplnéna rozpoustédlem po rysku. Nésledné

bylo z 25 ml baiiky odpipetovano 0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 0,19; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2,4; 3,7; 5;
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8 a 10 ml roztoku do 10 ml ban¢k. Banky byly doplnény po rysku roztokem AcN:MeOH (1:3)
a ¢ast jejich obsahu byla ptevedena do 2 ml sklenénych nadobek pro autosampler HPLC.

Kyselina ftalova

Na analytickych vahach bylo navazeno ptesné 0,025 g kyseliny ftalové. Navazka byla
prevedena do 25 ml banky a ptfidan roztok ACN:MeOH (1:3). Banka byla vlozena na 5 minut
do ultrazvukové lazng, poté doplnéna rozpoustédlem po rysku. Nasledné bylo z 25 ml banky
odpipetovano 0,03; 0,04; 0,06; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,8; a 1ml roztoku do 10 ml ban¢k.
Banky byly doplnény po rysku roztokem ACN:MeOH (1:3) a c¢ast jejich obsahu byla
prevedena do 2 ml sklenénych nadobek pro autosampler HPLC.

2.7 Priprava vzorku k analyze

Do plastovych zkumavek o objemu 12 ml bylo na analytickych vahach navazeno
0,5 (+ 0,0005) g vzorku pigmentu P.Y. 139.

Po navazeni bylo ke vzorku pfidano vhodné rozpoustédlo a vzorek byl vlozen do
ultrazvukové 1azné. Po uplynuti potiebné doby v ultrazvukové lazni byl vzorek vyjmut a
doplnén mnozstvim rozpoustédla do 10 ml. Takto doplnény vzorek byl vlozen v uzaviené
plastové zkumavce do odstiedivky a 5 minut odstied’ovan pii 5000 otackach za minutu.

Po odstfedéni byl téméf Ciry supernatant piefiltrovan do sklenénych 2 ml nadobek pro
autosampler HPLC s vyuzitim 0,2 um stiikackového filtru. Tento krok zabranuje ucpani

kolony pevnymi ¢asticemi proslého pigmentu.

2.8 Vyhodnocovani dat
Vyhodnocovani dat bylo provedeno programem ChemStation, verze Open Lab CDS
C.01.07[27]. Ktvorbé chemickych vzorci byl pouzit program ChemSketch, ktery je

poskytovan jako freeware verze.
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3 VYSLEDKY, DISKUZE

3.1 Vybér a optimalizace separa¢niho systému

Na zakladé¢ chemismu reakce pti vyrobé pigmentu P.Y. 139 (viz kapitola 1.8.3) byly
vytipovany necistoty, které se v pigmentu mohou nachdzet. Jedna se o kyselinu barbiturovou,
kyselinu ftalovou, ftalimid a ftalodinitril. PfedbéZznou analyzou extraktu vzorku pigmentu
P.Y. 139 (extrakce smési AcN:MeOH 1:3) byly nékteré vytipované vedlejsi latky potvrzeny.

K analyze byly zpocatku pouzity kolony S nepoldrni stacionarni fazi typu CI18.
Pfi analyze na kolon¢ Inertsil ODS — 3V a na kolon¢ Kinetex C18 100A nedoslo k separaci
predpokladanych necistot. Latky kyselé povahy (napf. Kyselina barbiturova) se na uvedenych
kolonach nezadrzovala a kjeji eluci dochazelo v mrtvém objemu kolony. Ani zvySenim
obsahu vody nebo acetonitrilu v mobilni fazi na 80 % a okyselenim pufrem octanem
amonnym, nedoslo ke vzrlstu retence polarnich latek. Dalsi diskuze a ukéazky analyzy
extraktu pigmentu na téchto kolonach jsou v kapitole 3.4.1.

Na zakladé¢ neuspokojivych vysledkli separaci na kolondch s vysoce nepolarni
staciondrni fazi byla k analyzdm pouzita silikagelova kolona se zakotvenou stacionarni fazi
S krat§im uhlikovym fetézcem a tedy s vyssi polaritou. Konkrétné byla pouzita kolona ACE
C4 a mobilni faze okyselend kyselinou fosfore¢nou (kapitola 2.3) pro potlaceni disociace
kyselych latek. Pii analyze extraktu pigmentu na této koloné bylo zjiSténo, Ze pik v retencnim
¢ase 3,3 min je deformovany. Ze zaznamu chromatogramu pfi vinové délce 320 nm se
potvrdila domnénka, Ze v této oblasti se eluuji dvé latky — kyselina barbiturova a dosud
neznama necistota (obr. ¢. 21). S vyuzitim detektoru s diodovym polem lze snimat UV/VIS
spektra eluatu v realném case. Doslo k zaznamenani spekter obou ¢asti deformovaného piku
(vzestupna a sestupna ¢ast) z nichz bylo potvrzeno, Ze jako prvni se ve smésné zoné eluuje
kyselina barbiturova (zméfené UV spektrum je na obr. ¢. 22) nasledovana neznamou

necistotou s odliSnym UV spektrem s absorpénim maximem okolo 320 nm (obr. ¢. 23).
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Obr. €. 21: Smésny pik kyseliny barbiturové a neznamé necistoty

Kolona ACE C4100A, rozméry: 150 x 4,6 mm, velikost Castic: 3 pm, mobilni faze: A:
AcN:MeOH (1:3), B: voda + 0,1 % (v/v) H3PO,, pomér mobilnich fazi: A:B = 40 %:60 %,
pratok: 0,6 ml/min, teplota kolony: 18 °C, davkovany objem: 5 pl, doba analyzy: 10 minut,
detekce: UV; 254 nm.
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Obr. ¢. 22: UV spektrum kyseliny barbiturové
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Obr. €. 23: UV spektrum neznamé latky

Na této kolon¢ také doSlo krozdéleni 1 ostatnich potencialnich necistot.
Chromatogram smési standardli necistot (kyselina barbiturovd, kyselina ftalova, ftalimid a
ftalodinitril) analyzovanych na této koloné je uvedeny na obr. ¢. 24. Z provedenych analyz na
kolon¢ ACE C4 koloné vyplyva, ze tato kolona je vhodna pro separaci vSech potencialnich

necistot s vyjimkou dosud neznamé necistoty koelujici s kyselinou barbiturovou.
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Obr. €. 24: Analyza smési standardi na koloné ACE C4 100A

Kolona ACE C4100A, rozméry: 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic: 3 pum, mobilni faze: A:
AcN:MeOH (1:3), B: voda + 0,1 % (v/v) H3PO,, pomér mobilnich fazi: A:B = 40 %:60 %,
pratok: 0,6 ml/min, teplota kolony: 18 °C, davkovany objem: 5 pl, doba analyzy: 10 minut,
detekce: UV; 254 nm.
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Na zaklad¢ shodného retencniho chovani neznamé necistoty a kyseliny barbiturové na
kolonach s nepoléarni stacionarni fazi (plnd koeluce na C18 kolonach, ¢astecnd koeluce na
kolon¢ C4) bylo pfedpokladano, ze neznama necistota bude podobné polarni jako kyselina
barbiturova. Proto k separaci téchto dvou latek byl vybran separacni systém na bazi
chromatografie hydrofilnich interakci na polarnich stacionarnich fazich, tento separacni
mechanismu je vhodny pravé pro separaci latek s vysokou polaritou. K analyzam byla pouzita
kolona Hypersil HILIC GOLD s navazanymi polyethyleniminovymi skupinami. Jako mobilni
faze byla pouzita smés vody S mravencanem amonnym okyselenym kyselinou mraven¢i na
pH =5 a acetonitrilu. Na této kolon¢ maji podle pfedpokladu malou retenci latky nepolarniho
charakteru (ftalodinitril, ftalimid a kyselina ftalova), zatimco kyselina barbiturova je
zadrzovana silnéji (obr. ¢. 25). Zaroven doslo k rozdéleni kyseliny barbiturové a neznamé

necCistoty vyextrahované z pigmentu.

Plocha piku [mAU*s]
v

10 1 KF+Fl+FDN
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Obr. €. 25: Analyza standardi na koloné Hypersil HILIC GOLD

Kolona: Hypersil HILIC GOLD, rozmé&ry: 150 x 3 mm, velikost ¢astic: 3 um, mobilni faze: A:
acetonitril, B: 50 mM mravenc¢an amonny, pH = 5, pomér mobilnich fazi: A:B = 70°%:30 %,
pratok: 1 ml/min, teplota kolony: 35 °C, davkovany objem: 5 pl, doba analyzy: 12 minut,
detekce: UV; 254 nm.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkli byly pro kompletni analyzy potencialnich necistot
v pigmentu P.Y. 139 vybrany dva separa¢ni systémy: syst¢tm RP — HPLC s kolonou C4 pro
analyzu kyseliny ftalové, ftalimidu a ftalodinitrilu a syst¢ém HILIC pro analyzu kyseliny
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barbiturové a dosud nezndmé latky. Piehled retencniho chovani potencidlnich necistot

v pigmentu je uvedeno v tabulce €. 3.

Tabulka €. 3: Mozné necistoty v pigmentu

Retenéni ¢as [ min]

Latka Struktura
Kolona HILIC Kolona C4
GOLD
Neznama latka 5,7 3,3
I
Kyselina barbiturova HN" NH 8,6 3,3

COOH
Kyselina ftalova @ 0,5 45
COOH

Vi
Ftalimid @;(NH 0,5 5,2
\

(@]
éN
Ftalodinitril 0,5 6,4
S

3.2 lzolace a identifikace neznamé necistoty

Pro identifikaci nezndmé necistoty pomoci spektralnich technik bylo nejdiive nutné
izolovat cilovou necistotu z pigmentu v dostateném mnozstvi. K tomuto kroku byl vyuzit
vzorek pigmentu, ktery podle analyz extrakti obsahoval pouze dosud neznamou necistotu.
Pro tento ucel byl standardnim postupem uvedenym v experimentalni ¢asti piipraven vzorek
pigmentu s navazkou cca 30 g. Extrakt byl odpafen na rota¢ni odparce k suchu. Cistota
ziskané latky byla ovéfena na HPLC (obr. ¢. 26). Pro MS analyzu byl pouzit extrakt

pfevedenim do minimélniho objemu smési ACN:MeOH 1:3. Pro NMR analyzu byla ¢ést
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extraktu odpafena k suchu a odparek byl rozpustén v rozpoustédle vhodném pro NMR

(deuterovany dimethylsulfoxid).
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Obr. ¢. 26: Analyza standardu kyseliny bibarbiturové na koloné Hypersil HILIC GOLD

Kolona: Hypersil HILIC GOLD, rozméry: 150 x 3 mm, velikost ¢astic: 3 um, mobilni faze: A:
acetonitril, B: 50 mM mraven¢an amonny, pH = 5, pomér mobilnich fazi: A:B = 70 %:30 %,
pratok: 1 ml/min, teplota kolony: 35 °C, davkovany objem: 5 ul, doba analyzy: 12 minut,
detekce: UV; 254 nm.

3.2.1 MS experiment

K identifikaci latky pomoci hmotnostni spektrometrie byl vyuzit hmotnostni
spektrometr s trojitym kvadrupdlem umoziujici analyzu fragmentacnich ionti z vybraného
matecného iontu. Na zékladé predpokladané struktury neznamé necistoty a vzhledem k tomu,
ze v jednoduchém MS spektru byl nejintenzivngjsi ion s m/z = 237 ([M — H]"), byl tento iont
podroben v nasledujicim MS/MS kroku fragmentaci v kolizni cele za podminek uvedenych
Vv experimentalni ¢asti. Vysledné fragmentacni spektrum je uvedeno na obr. ¢. 28. Analyzou
ziskaného MS/MS spektra byla jako plvodni latka navrzena struktura vznikld kondenzaci
dvou molekul kyseliny barbiturové, dale oznacovana jako Kyselina bibarbiturova (obr. ¢. 29).
Identifikace moznych fragmentovych ionti v MS/MS spektru je na obr. ¢. 27. Identifikace

neznamé latky jako kyseliny bibarbiturové dobife koreluje i1 sjejim chromatografickym

chovanim.
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Obr. €. 27: MS spektrum neznamé latky

C4HC’>N202
111.0195 Da

C,H,N,0,
127.0144 Da

CHNO

43.0058 Da

~~HN

o

C7H5NSO4
195.0280 Da

Obr. ¢. 28: Fragmentované ionty v MS/MS spektru
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Obr. ¢

3.22 NMR

. 29: Kyselina bibarbiturova
Nazev dle IUPAC: [4,5 -bipyrimidin]-2,2",4",6,6"(1H,1"H,3H,3"H,5"H)-penton

Identifikace kyseliny bibarbiturové jako neznamé necistoty byla potvrzena jeji NMR

analyzou. Vysledky méfeni 'H a BC NMR spekter vzorku izolované nezndmé necistoty

rozpus$téného v deuterovaném dimethylsulfoxidu jsou na obr. ¢. 30 a 31.

1H NMR, DMSO-D6
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Obr. ¢&. 30:

'H NMR spektrum neznamé latky
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13C NMR jmod, DMSO-DS,
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Obr. & 31: *C NMR spektrum neznamé litky

'H a 3C NMR spektra latky Negistoty P.Y. 139 byla zmé&fena na pfistroji Bruker
AVANCE III HD 400 pfti 400,13 resp. 100,62 MHz a pfi laboratorni teploté. Vzorek byl
rozpu$tén v hexadeuteriodimethylsulfoxidu a byla provedena méfeni spekter standardnim
zpusobem. 'H a BC chemické posuny byly vztazeny vici centralnimu signalu rozpoustédla
(6= 2,50 resp. 39,5).

V 'H NMR spektru Neéistoty P.Y. 139 se vyskytuji étyfi typy signalti vodiki (8=
12,80(1H), 10,23 (1H), 9,95 (2H), a 6,67 (1H, skupina CH). V *C NMR spektru negistoty
P.Y. 139 jsou signaly pii 165,5 (2C), 165,2, 152,8, 151,2, 150,6, 80,2 (vSechny kvarterni)
a 89,8 (CH).

Po vyhodnoceni NMR dat byla navrZzena nasledujici struktura necistoty P.Y. 139.
Stimulaci 'H a 3C NMR spekter byly ziskany vysledky, které podporuji navrzenou strukturu
pii respektovani uvedené tautomerni formy (obr. ¢. 32). V NMR spektru nebyl pozorovan

jeden signal kyselého vodiku (OH), coz lze vysvétlit vyménou s vodou z rozpoustédla.
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Obr. €. 32: Tautomerni forma Kyseliny bibarbiturové z méreni NMR

Nazev dle IUPAC: 5-(6-hydroxy-2-0x0-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-yliden)pyrimidin-
2,4,6(1H,3H,5H)-trion

3.3 Kalibra¢ni méreni

Na zédklad¢ predbéznych analyz extrakti pigmentd bylo zjisténo, ze ftalodinitril
a ftalimid se v analyzovanych vzorcich nenachazeji, tudiz nebyly do kalibra¢nich méfeni
zahrnuty. Podle postupu uvedeného v experimentalni ¢asti byly ptipraveny sady kalibracnich
roztokll kyseliny barbiturové, kyseliny bibarbiturové a kyseliny ftalové v koncentracnich
rozsazich  pokryvajicich jejich pfedpokladany obsah v analyzovanych vzorcich.
Z chromatogramu ziskanych pifi opakovanych analyzach roztokl standard byly vytvofeny
kalibra¢ni zavislosti ploch pikli na koncentracich a tyto zavislosti byly prolozeny regresni
ptimkou. Regresni zavislosti spolu s pfislusnymi korelaénimi koeficienty jsou uvedeny
na obr. ¢. 33, 34 a 35. Kalibra¢ni zavislost je dostatecné linearni. Ze zaznami chromatogramui
byly dale ur€eny meze detekce (jako trojndsobek smérodatné odchylky Sumu nulové linie
zdznamu) a meze kvantifikace (jako desetinasobek smeérodatné odchylky Sumu nulové linie
zaznamu). Kalibra¢ni data jsou uvedena v pfiloze v tabulkach ¢. 12, 13 a 14.

LODkg = 0,010 mg/I, tomu odpovida 0,2 mg/kg pigmentu

LOQks = 0,033 mg/I, tomu odpovida 0,66 mg/kg pigmentu

LODkgg = 0,012 mg/l, tomu odpovida 0,24 mg/kg pigmentu

LOQkgs = 0,041mg/l, tomu odpovida 0,80 mg/kg pigmentu

LODkr = 0,066 mg/l, tomu odpovida 1,32 mg/kg pigmentu

LOQkr = 0,220 mg/l, tomu odpovida 4,39 mg/kg pigmentu
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Obr. ¢. 33: Kalibraéni zavislost plochy pikia na koncentraci kyseliny barbiturové

Kalibraéni kiivka KBB
3000 -

2500 - 4
2000

1500

1000 y = 8269,8x + 0,3208

R*=0,995

Plocha piku [mAU*s]

500

0
0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300

Koncentrace [g/l]

Obr. ¢. 34: Kalibracni zavislost plochy pikii na koncentraci kyseliny bibarbiturové

53



Kalibrac¢ni kiivka KF

o U
o o
1 1

U O
o O
1 1

y = 4492 4x + 4,204
R>=0,9993

Plocha piku [mAU*s
= =N u w w
o

u O
o O
1 1

0 T T T T T 1
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120

Koncentrace [g/l]

Obr. ¢. 35: Kalibra¢ni zavislost plochy pikii na koncentraci kyseliny ftalové

3.4 Analyza realnych vzorki

3.4.1 Vybér optimalni kolony pro analyzy extrakti

Stejn¢ jako v pfipadé pocatenich analyz standardii potencidlnich necistot byly
k analyzam extrakti pigmentd pouzity kolony s nepolarni stacionarni fazi Inertsil ODS — 3V
a Kinetex C18 100A. Pigmenty byly extrahovany postupem uvedenym Vv experimentalni ¢asti
do smési acetonitril:methanol (1:3). Na téchto kolonach nedochazelo k retenci siln¢ kyselych
latek (kyselina barbiturova a bibarbiturova) viz obr. ¢. 36 a obr. ¢. 37. Na kolon¢é Kinetex C18
je naznak separace kyseliny barbiturové a bibarbiturové, zatimco na kolon¢ Inertsil ODS — 3V
jsou vSechny latky prakticky nerozseparované. Z toho vyplyva nevhodnost téchto kolon se
siln¢ hydrofobni stacionarni fazi k analyzam extrakt z pigmentd.

Pro dalsi analyzy byla proto ve shod€ s analyzami standardi necistot pouZita méné
hydrofobni kolona s kratSimi uhlikovymi fetézci, kolona typu C4 (ACE C4) a kolona Hypersil
HILIC GOLD. Kolona C4 je vhodna pro analyzu nepolarnich latek, HILIC kolona je vhodna

pro analyzu polarnich latek v extraktech.
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Obr. ¢. 36: Analyza extrakti vzorku B

Kolona: Inertsil ODS — 3V, rozméry: 250 x 4,6 mm, velikost ¢astic: 5 pm, mobilni faze: A:
acetonitril, B: 10 mM octan amonny, pomér mobilnich fazi: A:B = 40 %:60 %, prutok:
1 ml/min, teplota kolony: 30 °C, davkovany objem: 5 pl, doba analyzy: 10 minut, detekce:
UV, 254 nm.
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Obr. ¢. 37: Analyza extrakta vzorku B

Kolona: Kinetex C18 100A, rozméry: 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic: 5 pm, mobilni faze: A:
acetonitril, B: 10 mM octan amonny, pomér mobilnich fazi: A:B = 40 %:60 %, prutok:
1 ml/min, teplota kolony: 30 °C, davkovany objem: 5 ul, doba analyzy: 10 minut, detekce:
UV; 254 nm.
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3.4.2 Vybér vhodného rozpoustédla pro extrakci necistot z pigmentu

Vybér vhodného extrakéniho rozpoustédla ma klicovy vyznam pro tspéSnou extrakci
necistot z analyzovaného pigmentu. Rozpoustédlo by nemélo reagovat se stanovovanymi
necistotami a mélo by mit dobrou solvata¢ni schopnost k uvoliiovani extrahovanych latek
z pevné formy pigmentu. Pro extrakci neéistot ze vzorku pigmentu byla testovana nasledujici
rozpoustédla, piipadné jejich smési: tetrahydrofuran, acetonitril, smés acetonitril:methanol
(12:3), dimethylformamid, dimethylsulfoxid a dimethylacetamid.

Extrakce probihala postupem uvedenym v Kapitole 2.7. Ziskany extrakt byl nasledné
analyzovan kapalinovou chromatografii ve dvou shora uvedenych separacnich systémech, pro
stanoveni kyseliny ftalové, pfipadné dalSich méné polarnich necistot (kolona ACE C4) a pro
stanoveni kyseliny barbiturové a bibarbiturové vedle sebe (kolona Hypersil HILIC GOLD).
Ve vSech pripadech byl k extrakci pouzit vzorek pigmentu B, ktery obsahuje nejvétsi
mnozstvi necistot. Dale jsou uvedeny a strucné diskutovany vysledky extrakci s jednotlivymi

rozpoustédly.

Extrakce tetrahydrofuranem

Po provedené extrakci a prefiltrovani s pouzitim 0,2 pm stiikackového filtru byl filtrat
téméef bezbarvy. Na zaznamu analyzy na kolon¢ Hypersil HILIC GOLD nejsou viditelné
zadné piky v ofekavané oblasti eluce potencialnich necistot (KBB 5,7 min.; KB 8,6 min,
obr. ¢. 38). Pik v oblasti mrtvého objemu kolony neinterferuje s potencialné stanovovanymi
necistotami. Na zaznamu analyzy extraktu na kolon€ C4 je vidét pfitomnost deformovaného

piku v oblasti potencialni eluce kyseliny ftalové (obr. ¢. 39).

Extrakce acetonitrilem

Po provedené extrakci a prefiltrovani s pouzitim 0,2 um stiikackového filtru byl filtrat
témeét bezbarvy. Na zaznamu analyzy na koloné Hypersil HILIC GOLD jsou viditelné piky
v o¢ekavané oblasti eluce potencialnich necistot (KBB 5,7 min.; KB 8,6 min, obr. ¢. 40),
avSak jejich velikost je maléd a Spatné vyhodnotitelna. Pik v oblasti mrtvého objemu kolony
neinterferuje s potencialné stanovovanymi necistotami. Na zaznamu analyzy extraktu na
kolon¢ C4 je vidét pritomnost deformovaného piku (rozpoustédlo, systémovy pik?) v oblasti

potencialni eluce kyseliny ftalové (t;= 4,5 min, obr. ¢. 41).
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Obr. ¢. 38: Analyza extrakti vzorku B, rozpoustédlo: THF

Kolona: Hypersil HILIC GOLD, rozméry: 150 x 3 mm, velikost ¢astic: 3 pm, mobilni faze: A:
acetonitril, B: 50 mM mravenéan amonny, pH = 5, pomér mobilnich fazi: A:B = 70 %:30 %,
pratok: 1 ml/min, teplota kolony: 35 °C, davkovany objem: 5 pl, doba analyzy: 12 minut,
detekce: UV; 254 nm.
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Obr. ¢&. 39: Analyza extrakti vzorku B, rozpoustédlo: THF

Kolona ACE C4100A, rozméry: 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic: 3 pum, mobilni faze: A:
AcN:MeOH (1:3), B: voda + 0,1 % (v/v) H3PO,, pomér mobilnich fazi: A:B = 40 %:60 %,
pratok: 0,6 ml/min, teplota kolony: 18 °C, davkovany objem: 5 ul, doba analyzy: 10 minut,
detekce: UV; 254 nm.

57



18 -+
16 -
14 -
w
12 1
< 10 -
g%
a
s 6
<
2 4
Ay KBB KB
0 | . . st r— s
20 2 4 6 8 10
Doba analyzy [min]

Obr. ¢. 40: Analyza extraktd vzorku B, rozpoustédlo: acetonitril

Kolona: Hypersil HILIC GOLD, rozméry: 150 x 3 mm, velikost ¢astic: 3 um, mobilni faze: A:
acetonitril, B: 50 mM mravenc¢an amonny, pH = 5, pomér mobilnich fazi A:B = 70 %:30 %,
pratok: 1 ml/min, teplota kolony: 35 °C, davkovany objem: 5 ul, doba analyzy: 12 minut,
detekce: UV; 254 nm.
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Obr. ¢. 41: Analyza vzorku B s rozpoustédlem acetonitril

Kolona ACE C4100A, rozméry: 150 x 4,6 mm, velikost Castic: 3 pum, mobilni faze: A:
AcN:MeOH (1:3), B: voda + 0,1 % (v/v) H3PO,, pomér mobilnich fazi: A:B = 40 %:60 %,
pratok: 0,6 ml/min, teplota kolony: 18 °C, davkovany objem: 5 pl, doba analyzy: 10 minut,
detekce: UV; 254 nm.
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Extrakce smeési acetonitril:methanol (1:3)

Po provedené extrakci a prefiltrovani s pouzitim 0,2 pm stiikackového filtru byl filtrat
téméef bezbarvy. Na zaznamu analyzy na koloné Hypersil HILIC GOLD je vidét minimalni
pik Vv oblasti mrtvého objemu kolony, velmi intenzivni pik kyseliny bibarbiturové a zaroven
pik kyseliny barbiturové (obr. ¢. 42). Na zaznamu analyzy extraktu na koloné¢ C4 je dobie
identifikovatelny pik kyseliny ftalové (4,5 min), s nimz deformovany smésny pik s dal§imi
vyextrahovanymi necistotami (KB, KBB) nijak neinterferuje (obr. ¢. 43).

Extrakce dimethylformamidem

Po provedené extrakci a prefiltrovani s pouzitim 0,2 pm stiikackového filtru byl filtrat
témer bezbarvy. Na zdznamu analyzy na kolon¢ Hypersil HILIC GOLD je viditelny pouze pik
kyseliny bibarbiturové s intenzitou srovnatelnou s extrakci smési AcN:MeOH. Nedoslo
k vyextrahovani kyseliny barbiturové (obr. ¢. 44). Pik v oblasti mrtvého objemu kolony
neinterferuje se stanovovanymi necistotami. Na zaznamu analyzy extraktu na kolon¢ C4 je
vidét pfitomnost vysoce intenzivniho deformovaného piku kyseliny barbiturové a kyseliny

bibarbiturové a deformovany pik kyseliny ftalové (t, = 2,3 — 5,1 min, obr. ¢. 45).
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Obr. & 42: Analyza extrakti vzorku B, rozpoustédlo: AcN : MeOH (1:3)

Kolona: Hypersil HILIC GOLD, rozméry: 150 x 3 mm, velikost ¢astic: 3 um, mobilni faze: A:
acetonitril, B: 50 mM mravenéan amonny, pH = 5, pomér mobilnich fazi: A:B = 70 %:30 %,
pratok: 1 ml/min, teplota kolony: 35 °C, davkovany objem: 5 ul, doba analyzy: 12 minut,
detekce: UV; 254 nm.
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Obr. ¢. 43: Analyza extrakti vzorku B, rozpoustédlo: ACN : MeOH (1:3)

Kolona ACE C4100A, rozméry: 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic: 3 pm, mobilni faze: A:
AcN:MeOH (1:3), B: voda + 0,1 % (v/v) H3PO,, pomér mobilnich fazi: A:B = 40 %:60 %,
pratok: 0,6 ml/min, teplota kolony: 18 °C, davkovany objem: 5 pl, doba analyzy: 10 minut,
detekce: UV; 254 nm.
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Obr. ¢. 44: Analyza extrakti vzorku B, rozpoustédlo: dimethylformamid

Kolona: Hypersil HILIC GOLD, rozméry: 150 x 3 mm, velikost ¢astic: 3 um, mobilni faze: A:
acetonitril, B: 50 mM mravencan amonny, pH = 5, pomér mobilnich fazi A:B = 70 %:30 %,
pratok: 1 ml/min, teplota kolony: 35 °C, davkovany objem: 5 pl, doba analyzy: 12 minut,
detekce: UV; 254 nm.
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Obr. ¢. 45: Analyza extrakti vzorku B, rozpoustédlo: dimethylformamid

Kolona ACE C4100A, rozméry: 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic: 3 pm, mobilni faze: A:
AcN:MeOH (1:3), B: voda + 0,1 % (v/v) H3PO,, pomér mobilnich fazi: A:B = 40 %:60 %,
pratok: 0,6 ml/min, teplota kolony: 18 °C, davkovany objem: 5 pl, doba analyzy: 10 minut,
detekce: UV; 254 nm.

Extrakce dimethylsulfoxidem

Po provedené extrakei a piefiltrovani s pouZzitim 0,2 um sttikackového filtru byl filtrat
téméf bezbarvy. Na zaznamu analyzy na kolon¢ Hypersil HILIC GOLD je viditelny velice
intenzivni pik kyseliny bibarbiturové a pik kyseliny barbiturové, ktery méa nejvétsi intenzitu
z dosud pouzitych extrakénich rozpoustédel (obr. ¢. 46). Pik v oblasti mrtvého objemu kolony
neinterferuje s potencialné stanovovanymi necistotami. Na zaznamu analyzy extraktu na
koloné C4 je vidét pfitomnost vysoce intenzivniho deformovaného piku kyseliny barbiturové
a bibarbiturové a dale deformovany pik kyseliny ftalové, avSak s mens$i intenzitou nez pfi

pouziti smési AcN:MeOH k extrakci (obr. ¢. 47).

Extrakce dimethylacetamidem

Po provedené extrakci a prefiltrovani s pouzitim 0,2 um stiikackového filtru byl filtrat
témét bezbarvy. Na zaznamu analyzy na koloné¢ Hypersil HILIC GOLD je viditelny pik
kyseliny bibarbiturové s intenzitou srovnatelnou s extrakci smési dimethylformamidem a pik
kyseliny barbiturové s nizkou intenzitou (obr. €. 48). Pik v oblasti mrtvého objemu kolony
neinterferuje s potencialné stanovovanymi necistotami. Na zaznamu analyzy extraktu na
kolon¢ C4 je vidét pfitomnost vysoce intenzivniho deformovaného smésného piku kyseliny
barbiturové, bibarbiturové a ftalové v oblasti potencialni eluce kyseliny ftalové (t, = 3 — 4,5
min., obr. ¢. 49).
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Obr. ¢. 46: Analyza extrakti vzorku B, rozpoustédlo: dimethylsulfoxid

Kolona: Hypersil HILIC GOLD, rozméry: 150 x 3 mm, velikost ¢astic: 3 um, mobilni faze: A:
acetonitril, B: 50 mM mravenc¢an amonny, pH = 5, pomér mobilnich fazi A:B = 70 %:30 %,
pratok: 1 ml/min, teplota kolony: 35 °C, davkovany objem: 5 pl, doba analyzy: 12 minut,
detekce: UV; 254 nm, 320 nm.
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Obr. & 47: Analyza extrakti vzorku B, rozpoustédlo: dimethylsulfoxid

Kolona ACE C4100A, rozméry: 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic: 3 pum, mobilni faze: A:
AcN:MeOH (1:3), B: voda + 0,1 % (v/v) H3PO,, pomér mobilnich fazi: A:B = 40 %:60 %,
pratok: 0,6 ml/min, teplota kolony: 18 °C, davkovany objem: 5 ul, doba analyzy: 10 minut,
detekce: UV; 254 nm.
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Obr. ¢. 48: Analyza extrakti vzorku B, rozpoustédlo: dimethylacetamid

Kolona: Hypersil HILIC GOLD, rozméry: 150 x 3 mm, velikost ¢astic: 3 pm, mobilni faze: A:
acetonitril, B: 50 mM mravenc¢an amonny, pH = 5, pomér mobilnich fazi A:B = 70 %:30 %,
pratok: 1 ml/min, teplota kolony: 35 °C, davkovany objem: 5 pl, doba analyzy: 12 minut,
detekce: UV; 254 nm.
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Obr. ¢ 49: Analyza extrakta vzorku B, rozpoustédlo: dimethylacetamid

Kolona ACE C4100A, rozméry: 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic: 3 um, mobilni faze: A:
AcN:MeOH (1:3), B: voda + 0,1 % (v/v) H3PO,, pomér mobilnich fazi: A:B = 40 %:60 %,
pratok: 0,6 ml/min, teplota kolony: 18 °C, davkovany objem: 5 pl, doba analyzy: 10 minut,
detekce: UV; 254 nm.
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V nasledujicich tabulkach ¢. 4 a 5 jsou porovnany vysledky extrakci jednotlivymi
rozpoustédly u vzorku B, z nichz vyplyva, ze zadné z testovanych extrakénich rozpoustédel
neni vhodné pro extrakei vSech potencidlnich necistot soucasné€. Pro analyzu kyseliny ftalové
jako necistoty v pigmentu byl zvolen postup s extrakci smési AcN:MeOH (1:3) a separaci na
kolon¢ ACE C4. Pro analyzu kyseliny bibarbiturové a kyseliny barbiturové jako necistot byl
zvolen postup s extrakci dimethylsulfoxidem a S naslednou analyzou na koloné¢ Hypersil
HILIC GOLD.

Tabulka ¢. 4: Hmotnostni obsah necistot ve vzorku B extrahovaném raznymi extrakénimi

Cinidly
Hmotnostni obsah [g/kg]

Vzorek B Hypersil HILIC GOLD ACE C4
Extrakce KBB KB KF FI
DMSO 2,483 0,073 0,059 0
AcN:MeOH 0,927 0,028 0,222 0
DMAA 1,561 0,083 0 0
DMF 1,641 0,031 0 0
AcN 0 0 0 0
THF 0 0 0 0

Tabulka €. 5: Porovnani jednotlivych extrakénich ¢inidel, extrakce vzorku B

Extrakéni rozpoustédlo Hypersil HILIC GOLD ACE C4
P odezva KBB odezva KB odezva KF
THF - ~ :
AcN - N -
AcN:MeOH + + ++
DMF ++ - +
DMSO 4+ t n
DMAA ++ ++ +
- zadna odezva
+ mald odezva
++ strredni odezva
+++ vysoka odezva
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3.4.3 Vliv velikosti navazky pigmentu na acinnost extrakce necistot

Dale byl zkouman vliv velikosti navazky extrahovaného pigmentu na mnozstvi
vyextrahovanych necistot. Vzorek extrakti byl pfipraven standardnim postupem, ovSem Se
Ctyfmi ruznymi navazkami: 0,25 g; 0,5 g; 0,75 g a 1 g vSech tii analyzovanych pigmentd.

Vysledky analyzy vzorku jsou uvedeny v nasledujici tabulce €. 6.

Tabulka €. 6: Hmotnostni obsah vyextrahovanych necistot ve vzorku B v zavislosti na
rizné navazice

vzorek B Hmotnostni obsah necistot v pigmentu [g/kg]
HILIC GOLD/DMSO C4/AcN:MeOH
Navazka KBB KB KF Fl FDN
0,259 2,326 0,067 0,202 0 0
059 2,712 0,182 0,215 0 0
0,759 2,556 0,123 0,228 0 0
lg 2,422 0,157 0,229 0 0

Z vysledku uvedenych v tabulce vyplyva, ze velikost navazky pigmentu nema zasadni
vliv na vyextrahované mnozstvi kyseliny bibarbiturové z pigmenti pomoci dimethylsulfoxidu
a kyseliny ftalové pomoci smési AcN:MeOH. V nékterych piipadech uéinnost extrakce klesa
S navazkou, coZz muze byt zpisobeno napi. omezenou solvatani schopnosti pouzitych
rozpoustédel, minimalni rozpustnosti pigmentu v rozpoustédlech a silnou vazbou nékterych
necistot do krystalové struktury pigmentu (vodikové vazby, m — © interakce). Proto pro dalsi

experimenty byla jako optimalni vybrana navazka 0,5 g pigmentu.

3.4.4 Vliv ruzné doby extrakce v ultrazvukové lazni na u¢innost extrakce

Vedle velikosti navazky je dalSim dualezitym parametrem ovliviiyjicim vytézek
extrakce také doba trvani extrakéniho procesu, piipadné jeho podpofeni vhodnymi
podminkami urychlujicimi extrakéni proces. Jako vysoce G¢inna metoda se osvédcila umisténi
extrahovaného vzorku do ultrazvukové lazné. Vlivem ultrazvukovych vin dochézi k rozpadu
pevné struktury vzorku a zvysuje se vzajemna interakce pigmentu s molekulami rozpoustédla.

Vzorek byl pfipraven standardnim postupem S navazkou 0,5 g pigmentu, ovSem
s riznou dobou extrakce v ultrazvukové lazni: 15, 30, 45 a 60 minut. Ukazky analyz takto

ptipravenych extraktti vzorku pigmentu B na obou pouzitych kolonach jsou na obr. ¢. 50 a 51.
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Obr. ¢ 50: Analyza extrakti vzorku B extrahovaného v ultrazvukové lazni
po riaznou dobu

Kolona: Hypersil HILIC GOLD, rozméry: 150 x 3 mm, velikost ¢astic: 3 pm, mobilni faze: A:
acetonitril, B: 50 mM mravenc¢an amonny, pH = 5, pomér mobilnich fazi A:B = 70 %:30 %,
pratok: 1 ml/min, teplota kolony: 35 °C, davkovany objem: 5 pl, doba analyzy: 12 minut,
detekce: UV; 254 nm, 320 nm.
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Obr. ¢ 51: Analyza extrakti vzorku B extrahovaného v ultrazvukové lazni

po riznou dobu
Kolona ACE C4 100A, rozméry: 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic: 3 um, mobilni faze: A:

AcN:MeOH (1:3), B: voda + 0,1 % (v/v) H3PO,4, pomér mobilnich fazi: A:B = 40 %:60 %,
pratok: 0,6 ml/min, teplota kolony: 18 °C, davkovany objem: 5 ul, doba analyzy: 10 minut,
detekce: UV; 254 nm.
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V tabulce ¢. 7 jsou uvedeny nalezené koncentrace necistot pro ruzné¢ dlouhou dobu
extrakce. Trend zdvislosti vytézku necistot na dobé extrakce v ultrazvukové lazni neni pro
jednotlivé necistoty stejny, proto byla jako kompromis vybrana doba extrakce 15 minut. Aby
doslo ke kvantitativnimu vyextrahovani vSech potencidlnich necistot z analyzovanych
pigmenti, byl pro uplnou extrakci zvolen postup s opakovanou extrakci téhoz vzorku
cerstvym podilem cistého extrakéniho rozpoustédla. Vysledky tohoto postupu jsou uvedeny

Vv nasledujici kapitole.

Tabulka ¢. 7: Hmotnostni obsah vyextrahovanych necistot vzorku B v zavislosti na rizné dobé
extrakce v ultrazvuku

vzorek B : MnoZstvi necistot v pigmentu [g/kg]
Hypersil HILIC GOLD/DMSO ACE C4/AcN:MeOH
Doba UZ KBB KB KF Fl FTLDN
15 min 2,369 0,180 0,215 0 0
30 min 2,625 0,076 0,216 0 0
45 min 2,579 0,072 0,237 0 0
60 min 2,905 0,073 0,241 0 0

3.4.5 Analyza pigmentii za optimalizovanych podminek

Pigment P.Y. 139 je diky jeho vlastnostem (H — vazby, m — 7 interakce) takika
nerozpustny v fadé rozpoustédel. Tyto vlastnosti zptisobuji i obtiznou extrakci necistot z jeho
krystalovych struktur. Na zdklad€ optimalizace jednotlivych krokii analyzy pigmentu byl

navrzen nasledujici postup zpracovani a analyzy pigmentu:

A: stanoveni kyseliny bibarbiturové a kyseliny barbiturové
e navazit 0,5 g pigmentu do centrifugacni zkumavky
e pridat dimethylsulfoxid do celkového objemu 10 ml
e extrahovat 15 min v ultrazvukové lazni
e 5 min centrifugace pii 5000 ot/min
e HPLC analyza na koloné¢ Hypersil HILIC GOLD
B: stanoveni kyseliny ftalové a dalSich pripadnych nepolarnich necistot
e navazit 0,5 g pigmentu do centrifuga¢ni zkumavky
e pridat smé€s AcN:MeOH (1:3) do celkového objemu 10 ml
e extrahovat 15 min v ultrazvukové lazni

e 5 min centrifugace pii 5000 ot/min
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e HPLC analyza na kolon¢ ACE C4

S pouzitim tohoto optimalizovaného postupu byla provedena analyza vSech tii vzorki

pigmentu P.Y. 139. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 8.

Tabulka €. 8: Vyextrahované mnoZstvi necistot ze vzorku A, B, C za optimalnich podminek

Hmotnostni obsah necistot v pigmentu [g/kg]

05g/Uz1Sminutry, o Gl HILIC GOLD/IDMSO ACE C4/AcN:MeOH
Vzorek KBB KB KF Fi FDN
A 1,627 0,067 0,415 0 0
B 2,483 0,180 0,222 0 0
c 0,648 0,093 0 0 0

Pfi optimalizaci extrakéni doby bylo zjisténo, ze vytézek extrakce kyseliny

bibarbiturové a ftalové mirné stoupa s dobou extrakce v ultrazvukové lazni, proto byl u vSech

tii vzorkll pigmentu ovéfen vliv opakované extrakce t¢hoz vzorku novym podilem cistého

rozpoustédla. Vzorky pigmentu byly takto extrahovany Sesti podily ¢istého rozpoustédla.

Vysledky téchto naslednych extrakci jsou uvedeny v tabulkach ¢. 9, 10 a 11 a graficky

Zndzornény na obr. €. 52, 53 a 54. Znich vyplyva, Ze zatimco pro kvantitativni extrakci

kyseliny barbiturové a ftalové je dostacujici extrakce pouze jednim podilem Cistého

rozpoustédla, v pfipadé extrakce kyseliny bibarbiturové prvni podil rozpoustédla vyextrahuje

cca 70 — 80 % této necistoty a pro kvantitativni vytéZek je nutné extrakci opakovat dvakrat az

tiikrat z davodu jeji silné vazby do struktury pigmentu.

Tabulka €. 9: Vyextrahované mnoZstvi necistot vzorku A pomoci nasobné extrakce

vzorek A _Hmotnostni obsah vyextrahovanych nedistot [g/kg]
Hypersil HILIC GOLD/DMSO ACE C4/AcN:MeOH

Extrakce KBB Pg;olﬂ KB P‘gzﬂ KE p(g/zhl - pc;/tjﬂ
1 1,627 | 69,0 | 0,067 100 0,415 100 0 0
2. 0,425 | 18,0 0 0 0 0 0 0
3. 0,182 7,7 0 0 0 0 0
4. 0,054 2,3 0 0 0 0 0 0
5. 0,036 1,5 0 0 0 0 0 0
6. 0,035 15 0 0 0 0 0 0
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Tabulka €. 10: Vyextrahované mnoZstvi necistot vzorku B pomoci nasobné extrakce

Hmotnostni obsah vyextrahovanych necistot [g/kg]

Vzorek B e rsil HILIC GOLD/DMSO ACE C4/AcN:MeOH
ol ot odil odil

Extrakce | KBB p% KB p% KF p% FI p%
1 2483 | 783 | 0180 | 100 | 0222 | 100 0 0
2. 0,358 | 113 0 0 0 0 0 0
3, 0270 | 85 0 0 0 0 0 0
4, 0033 | 10 0 0 0 0 0 0
5, 0029 | 09 0 0 0 0 0 0
6. 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabulka €. 11: Vyextrahované mnoZstvi necistot vzorku C pomoci nasobné extrakce

Hmotnostni obsah vyextrahovanych necistot [g/kg]

Vzorek € I ersil HILIC GOLD/DMSO ACE C4/AcN:MeOH
podil podil podil podil
Extrakce KBB % KB % KF % Fl %
1. 0,648 86,8 0,093 100 0 0 0 0
2. 0,098 13,2 0 0 0 0 0 0
3. 0 0 0 0 0 0 0 0
4, 0 0 0 0 0 0 0 0
5. 0 0 0 0 0 0 0 0
6. 0 0 0 0 0 0 0 0
3,5 -
5 3 —a—1 l
\>\‘ 1
8 / KBB/DMSO
3 2,5 -
s 0
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Obr. & 52:Vyextrahované mnozstvi kyseliny bibarbiturové pomoci nasobné extrakce
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Obr. ¢. 53: Vyextrahované mnoZstvi kyseliny barbiturové pomoci nasobné extrakce
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Obr. &. 54: Vyextrahované mnoZstvi kyseliny ftalové pomoci nasobné extrakce
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo nalezeni optimalnich podminek pro rutinni analyzu
pigmentu P.Y. 139. Na zakladé chemismu reakce byly vytipovany potencialni necistoty, které
se mohou ve findlnim vyrobku vyskytovat. Jednd se o kyselinu barbiturovou, ftalovou,
ftalimid a ftalodinitil. Smés standardti téchto potencialnich necistot byla analyzovana
kapalinovou chromatografii nejdiive v systému s obracenymi fazemi na kolonach Inertsil
ODS - 3V a Kinetex 100A C18, avsak vzhledem k velikym rozdilim v polarité
analyzovanych latek nedoslo k uspokojivému rozdéleni vSech analyzovanych latek. V dalsich
experimentech byla vzhledem k pifedpokladanym vlastnostem vyextrahovanych neéistot
pouzita kolona s krat§im uhlikovym fetézcem, konkrétné kolona ACE C4. Pti analyze na této
kolon¢ byl na chromatogramu zaznamenan deformovany pik s reten¢nim ¢asem 3,3 minut. Na
zakladé zaznamenanych UV spekter analyzovanych standardi bylo zjisténo, Ze se
v deformovaném piku nachazi kyselina barbiturova a neznama latka. K separaci téchto dvou
polarnich necistot byla pouzita kolona Hypersil HILIC GOLD. Neznama necistota byla
izolovana z pigmentu a na zakladé interpretace jejich MS/MS a NMR spekter navrzena
pravdépodobna struktura této necistoty. Tato necistota vznika v procesu vyroby pigmentu
pravdépodobné kondenzaéni reakci dvou molekul kyseliny barbiturové, a proto byla oznacena
jako kyselina bibarbiturova. Analyzou pigmenti bylo zjiSt€no, Ze ve vzorcich se nachazeji
jako necistoty kyselina bibarbiturova, kyselina barbiturova a kyselina ftalova; ftalimid ani
ftalodinitril nebyly ani v jednom analyzovaném vzorku nalezeny.

Pro kvantitativni analyzu necistot v pigmentu bylo nutné optimalizovat podminky
zpracovani vzorku i analyzy. Z divodu velice nizké rozpustnosti analyzovaného pigmentu ve
veétsing rozpoustédel a predpoklddaného nizkého obsahu necistot v ném, muselo byt
zpracovano vétsi mnozstvi vzorku pomoci extrakce do kapaliny. Vedle nutnosti pouzit
k separaci vSech potencialnich necistot dva riizné separacni systémy bylo ze stejnych divodi
(tj. velké rozdily v polarité extrahovanych latek) nutné vzorek extrahovat dvéma odliSnymi
extrakénimi rozpoustédly. NejlepSich vysledki bylo dosazeno pifi pouziti smési
acetonitril:methanol (1:3) pro extrakci kyseliny ftalové a dalSich nepolarnich latek
s naslednou analyzou v RP — LC separa¢nim systému na koloné¢ ACE C4. Pro extrakci
kyseliny barbiturové a bibarbiturové ze vzorki pigmentu byl nejvhodnéj$im extrakénim
¢inidlem dimethylsulfoxid, ktery poskytoval nejvyssi separacni vytézky polarnich necistot.

Nasledna separace potom probihala v HILIC systému na koln¢ Hypersil HILIC GOLD.
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Na zakladé rozdilnych vysledkii experimentt s velikosti navazky byla jako dostacujici
zvolena navazka 0,5 g pigmentu extrahovana do 10 ml extrakéniho ¢inidla. Tento
jednokrokovy postup je dostatecny pro kvantitativni extrakci kyseliny ftalové a barbiturové.
Pro kvantitativni vytézek extrakce kyseliny bibarbiturové je nutno tento extrakéni krok
opakovat dvakrat az tiikrat vzdy s novym podilem cCistého extrakcniho Cinidla.

Navrzeny postup analyzy potencidlnich necistot pigmentu P.Y. 139 muize prispét
k optimalizaci jednotlivych krokt pfi jeho vyrobé ve spolecnosti Synthesia a.s. a tim ke

zlepseni jeho kvality a prodejnosti.
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Kalibraéni tabulky standardi necistot

Tabulka ¢. 12: Kalibraéni data standardu kyseliny barbiturové ziskané mérenim na
kapalinovém chromatografu
KYSELINA BARBITUROVA
Kalibraéni fada Mnozstvi Koncentrace Plocha piku [mAU*s]
vzorku [ml] [g/1] 1. mefeni 2. meieni | 3. mefeni

1. 0,0025 0,00025 - - -
2. 0,005 0,00050 - - -
3. 0,010 0,00100 16,798 16,980 16,790
4, 0,015 0,00150 22,149 22,280 22,160
5. 0,020 0,00200 32,641 32,910 32,680
6. 0,025 0,00250 34,378 34,490 34,330
7. 0,050 0,00500 78,710 78,790 78,700
8. 0,075 0,00750 100,729 100,880 100,680
9. 0,100 0,01000 138,567 138,660 138,510
10. 0,150 0,01500 204,829 204,920 204,750
11. 0,200 0,02000 326,036 326,050 326,040

Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny postupem uvedenym v kapitole 2.6.

Tabulka ¢. 13: Kalibra¢ni data standardu kyseliny bibarbiturové ziskané méfenim na
kapalinovém chromatografu

KYSELINA BIBARBITUROVA

Kalibraéni fada MnozZstvi Koncentrace Plocha pikll [mAU*s]

vzorku [ml] [g/1] 1. mei‘eni 2. mefeni 3. mefeni
1. 0,05 0,00140 12,546 12,546 12,546
2. 0,075 0,00210 19,165 19,165 19,165
3. 0,1 0,00280 22,452 22,452 22,452
4. 0,125 0,00350 27,331 27,331 27,331
5. 0,19 0,00532 44,893 44,893 44,893
6. 0,25 0,00700 63,192 63,192 63,192
7. 0,5 0,01400 129,410 129,410 129,410
8. 0,75 0,02100 196,269 196,269 196,269
9. 1 0,02800 221,525 221,525 221,525
10. 2,4 0,06720 563,173 563,173 563,173
11. 3,7 0,10360 857,052 857,052 857,052
12. 5 0,14000 1148,937 1148,937 1148,937
13. 8 0,22400 1705,883 1705,883 1705,883
14. 10 0,28000 2434,824 2434,824 2434,824

Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny postupem uvedenym v kapitole 2.6.




Tabulka €. 14: Kalibra¢ni data standardu kyseliny ftalové ziskané méirenim na kapalinovém

chromatografu
KYSELINA FTALOVA
Kalibragni Fada MnoZstvi | i oncentrace Plocha piku [mAU*s]

vzorku [ml] [g/1] 1. mefeni | 2. mefeni | 3. mefeni
1. 0,03 0,00300 17,673 17,690 17,686
2. 0,04 0,00400 21,831 21,974 21,889
3. 0,06 0,00600 29,009 29,020 29,010
4. 0,1 0,01 47,776 47,943 47,830
5. 0,2 0,02 90,549 90,665 90,540
6. 0,3 0,03 139,714 139,800 139,820
7. 0,4 0,04 192,397 192,480 192,496
8. 0,6 0,06 278,281 278,459 278,364
9. 0,8 0,08 358,345 358,531 358,570
10. 1 0,1 452,285 452,290 452,296

Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny postupem uvedenym v kapitole 2.6.




