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Abstrakt

Bakalaiska prace je prispévkem k vyzkumu zaméfenému na modelovani
podminek velkého tfesku a sledovani piipadnych reakénich produktti. Jako vychozi
slouceniny byly vybrany 2-amino-1-butanol, 3-methoxy-1-propanol,
2-methyl-1-butanol a formamid, z nichZ n€které byly nésledné ostfelovany PALSem
na Fyzikalnim tstavu Jaroslava Heyrovského AV CR. Pro analyzu byly testovany
metody plynové chromatografie s hmotnostni detekci a kapalinovd chromatografie
sUV detekci. Vsysttmu GC-MS byly proméfeny kalibracni zavislosti
3-methoxy-1-propanolu a 2-methyl-1-butanolu a vypocteny hodnoty LOD resp.
LOQ. Srovnani analyzy neostfelovaného a ostfelovaného 3-methoxy-1-propanolu
neukézalo vznik novych reakénich produktii, nebot’ vychozi 3-methoxy-1-propanol
byl v pfilisném nadbytku. Zjisténé slouceniny lze spiSe identifikovat jako necistoty
pfitomné v rozpousStédle ¢i ve vlastnim standardu. V optimalizovaném systému
HPLC se podafilo vzajemné rozdélit tfi standardy. Formamid, ktery je nevhodny
k analyze plynovou chromatografii, vzhledem k jeho vysoké polarité, v§ak eluoval ve
vSech testovanych separacnich syst¢tmech HPLC v oblasti systémovych pika (s
mrtvym ¢asem). Pfesto byl pro srovnani analyzovan vzorek ostfelovany PALSem i
ptvodni standard. Srovnani vSak neukézalo zadné produkty reakce v ostfelovaném

vzorku.

Abstract

The thesis is a contribution to research aimed at modeling the conditions of
the Big Bang and monitoring possible reaction products. As the starting compounds
were selected 2-amino-1-butanol, 3-methoxy-1-propanol, 2-methyl-1-butanol,
formamide, some of which were subsequently bombarded by PALS at J. Heyrovsky
Institute of Physics, Academy of Sciences. Gas chromatography hyphenated with

mass spectrometry and liquid chromatography with UV detection were used for



analysis. In GC-MS, calibration of 3-methoxy-1-propanol and 2-methyl-1-butanol
was carried out and LOD and LOQ were calculated. Comparison of
3-methoxy-1-propanol and bombarded 3-methoxy-1-propanol did not show the
emergence of new products since 3-methoxy-1-propanol was in excess. The found
compounds can be more likely identified as impurities present in a solvent or in the
individual standards. The optimized HPLC system has managed to separate the three
standards. Formamide, which is unsuitable for analysis by gas chromatography, due
to its high polarity, however, eluted in all tested systems with system peak (the dead
time marker). Nevertheless, the bombarded sample was analyzed for comparison
with the original standard. Comparison, however, showed no reaction products in the

bombarded sample.
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1  Uvod

Vznik Zivota a zpusob, jak lidé byli stvofeni, zajima lidstvo po dlouha stoleti.
Dohady o stvofeni jsou casto spojovany bud s ndbozenstvim, ¢i s védou. Ve
sttedov€ku naptiklad prevladal nazor, Ze z hnijici nezivé hmoty vznika hmota Ziva
(¢ervi), ¢imz vznikla teorie samoplozeni. Teorii vzniku Zivota se zabyvali 1 slavni
védci jako Louis Pasteur ¢i Charles Darwin. Jesté v 19. a 20. stoleti se objevovala
panspermicka teorie. Tato mySlenka popisuje vznik Zivota tak, Ze mikroskopicky
Zivot byl pfenesen vesmirem az na Zem.

V soucasné dob¢ existuje teorie velkého tresku. Po velké explozi doslo ke
shluku ¢astic, které daly vzniknout jednoduchym prvkiim. Postupem casu takto
vznikly stavebni kameny nutné pro zZivot— aminokyseliny, sacharidy a nukleové
kyseliny.

Aminokyseliny stejné¢ jako sacharidy se ve volné ptirodé vyskytuji jako
enantiomery (optické izomery) bud vL- ¢ D- form& Aby byla vysvétlena
homochiralita v piirodé se vyskytujicich aminokyselin, vyuziva se na Ustavu
fyzikalni chemie AV CR generovani plazmatu v latkach, které si jsou
s aminokyselinami chemicky podobné, a které by mohly slouzit jako jejich
prekurzory.

Mezi takto vybranymi latkami jsou formamid, 2-amino-1-butanol,
3-methoxy-1-propanol a 2-methyl-1-butanol.

Napt. formamid obsahuje veskeré prvky (kromé helia), které existovaly jiz pfi
rané¢ chemické evoluci. Je proto v soucasné dobé hojné studovéan, nebot’ by mohl
poskytnout presnéjsi odpovéd na to, co se po velkém tresku stalo.

Predkladana bakaléiskd prace je zamétena na hledani vhodnych separacnich
metod pro identifikaci a stanoveni vySe uvedenych prekurzort i produktt velkého

ttesku realizovaného v laboratornich podminkach.
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2 Teoreticka cast

2.1 Vyvoj rané atmosféry

Sedimentarni horniny, které byly nalezeny v zdpadnim Gronsku v oblasti
Isua, jsou doposud nejstar§im dikazem Zzivota. Ackoliv planeta Zemé je dle odhadt
stard 4,5 miliardy let, sedimentarni horniny jsou pouze 3,8 miliardy let staré. Byt
bylo pti analyze zjisténo, Ze slozeni izotopl zaujimalo obdobné pomérové zastoupeni
uhliku jako dnes, zlstavaji podminky na planeté¢ Zemi prvnich 700 miliont let téméf
neznamée [1,2].

Soucasna atmosféra, ktera je ptevazné tvoiena dusikem a kyslikem, vznikla
pravdépodobné z atmosféry primdrni (pivodni, pravdépodobné redukéni), kterad
obsahovala pouze plyny ze slunecni mlhoviny. Uvolnéni téchto plynii a nésledné
zachyceni v zemském jadie dalo vzniknout atmosféie souCasné (sekundérni,
oxida¢ni) [3]. Na pocatku zivota byla atmosféra ovSem pravdépodobné tvofena
prevazné oxidem uhli¢itym, dusikem a vodni parou popt. dal§imi plyny jako jsou
oxid uhelnaty, vodik ¢i methan [4,5]. Podle provedenych studii je pravdépodobné, Ze
primarni atmosféra existovala jen velmi kratkou dobu, jelikoz ve vod¢ velmi dobie
rozpustny amoniak by byl vdeStich rozpoustén, a tak by se jeho mnoZstvi
v atmosféfe velmi rychle vytracelo. Navic by byl oxid uhelnaty a methan nasledkem

fotolyzy vody oxidovan hydroxylovymi radikaly [6,7].

2.2 Velky tresk

Teorie velkého tfesku je kosmologicka teorie o raném vyvoji vesmiru. Velky
ttesk je samotnym zacatkem rozpindni vesmiru, coz se piihodilo asi pied 13,7
miliardami let. Rozpinanim oznafujeme zmenSovani primérné hustoty s casem.
Priimérnd hustota vesmiru v podstaté vyjadiuje hustotu ve velkém objemu (naptiklad
v krychli o hrané sto miliont svételnych let). V kazdém okamziku musi byt vSude ve
vesmiru primérna hustota stejnd. Pfimym nasledkem velkého tiesku je fakt, ze

v minulosti byla teplota 1 hustota vesmiru mnohem vys§i nez je tomu dnes.
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V soucasné¢ dobé neni znamo, k jakym déjum pii velkému tifesku vlastné doslo,
jelikoZ bezprostiedné po explozi (az do 107°s) se vesmir nachazel ve stavu, ve
kterém se neuplatiovaly fyzikalni zdkony ndm znamé. Mnohem lepsi predstavu maji
védci o tom, co se stalo mezi 10°° sa 1 s, coZ je popsano modelem ,inflagniho
vesmiru“. V zasad¢ se jedna o teorii, kterd popisuje jak z velmi malého zarodku mohl
vzniknout vesmir o primeéru asi 100 000 miliard kilometrii a jak zakladni stavebni
castice hmoty ziskaly svou hmotnost a podobu. Nejznaméjsim tisekem je obdobi od
1 s az po pfitomnost. Zde se uplatiiuji fyzikalni zakony nadm znamé. Toto obdobi,
které popisuje vyvoj vesmiru, je oznacovano jako kosmologicky model.

Nikdy po velkém ttesku nedoslo k tak rychlému vyvoji vesmiru jako praveé
pfi velké explozi. V pocatcich rozpinajiciho se vesmiru dochédzelo prakticky pouze
k reakcim mezi elementarnimi Casticemi (pfeméndm, vzniku, rozpadu ¢i anihilaci).
Na pocatku predstavovala veskera latka hustou smés vSech cCastic, anticastic a
vysokoenergetickych fotoni gama. Velmi pravdépodobné bylo o néco méné
antibaryoni neZz baryond resp. kazdému miliardtému baryonu chybéla jeho
anti¢astice. Pokud by kazdy baryon nasel svého partnera, soucasny vesmir, tak jak ho
zname, by nikdy neexistoval a dochazelo by pouze k reliktnimu zafeni. VétSina
Castic s anti¢asticemi anihilovala, nicméné vzniklé fotony se ithned ménily zpét na
Castici a anticastici. K anihilaci mize dochazet za jakékoliv teploty, kdezto pfeména
fotonli zpét na Castici a anticastici je podminéna vysokymi teplotami, a proto
s klesajici teplotou dochézelo k pferuseni materializace. Nasledkem pieruSeni
materializace fotont Ize vesmir vyvojovée rozdélit na hadronové a leptonové obdobi a
na éru zaieni (fotonové obdobi) a latky (hvézdné obdobi).

V hadronovém obdobi se veSkeré druhy Castic a anticastic vyskytovaly ve
stejném mnozstvi a latka dosahovala termodynamické rovnovahy. Jelikoz existuje
mnohem vice druhti hadronti (kladné nabité protony, neutrony, sttedné té¢zké piony a
Castice o enormné velkych hmotnostech — haperony) nez leptond, byly hlavni
slozkou rozpinajiciho se vesmiru pravé hadrony. Tyto Castice se vyznacuji silnymi
interakcemi, které se v obdobi od 10™* do 10™ s nejvice uplatnily. Kdyby pocet
Castic a anti¢astic byl v hadronovém obdobi stejny, dochazelo by pouze k reliktnimu

zafeni a hmota by existovala pouze v podobé zafivé energie. Anihilace prevazné
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vetSiny protontll s antiprotony a neutront s antineutrony a rozpad nestabilnich pionti
na leptony zptisobily konec hadronové éry.

S rozpadem poslednich hadront (10™ s) zagala éra leptoni (lehéi elementarni
castice — elektrony a jejich antiCastice pozitrony, miony, neutrina a antineutrina). Po
nékolika dalgich minutach doslo k anihilaci elektroni a pozitronti (pii teploté 10'° K)
a doslo tak ke konci leptonového obdobi. Neutrina navic v této dob¢ prestavaji
interagovat s ostatnimi ¢asticemi a zacinaji se vyskytovat jako samostatné, nezavislé
castice. Jelikoz se neutrony pii vysokych hustotach rozpadaji velmi rychle, protonti
neustale pfibyvalo. Nékteré z neutronii se vSak nerozpadly a v interakci s protony
vytvorily stala jadra deuteria. VéEtSina protonli se ovSem nezkombinovala a ziistala
v podobé vodikovych jader. Takovyto proces vytvoieni jadra je kosmology
oznacovan jako primordidlni nukleosyntéza. Z pocatku se nejprve srdzkou protonu
s neutronem vytvofilo opét deuterium, nicméné pokud doSlo ke srdzce dvou atomi
deuteria, tak vznikl bud’ dalsi izotop vodiku, tritium, nebo izotop helia He &i “He.
Jestlize pak doslo ke sraZzce jader deuteria bud’ s jadrem tritia, nebo s izotopy helia,
vzniklo helium. Nakonec doslo pfi slouceni jader tritia a helia ke vzniku izotopu
lithia 'Li. Vesmir byl viak jest& velmi rozpéleny, a proto nemohlo dojit k vazbd
jader s odpovidajicim poctem elektronii (sparovani zabranovaly fotony vzniklé
vzajemnym nicenim Castic a anticastic v leptonové éte). Jiz pii teplot¢ 150 000 K
mély fotony velmi malo energie na to, aby zabranily sparovani vodikovych jader
s elektrony. Protoze ale byla obrovskd nadmira fotont, stale se nasly ty, které mély
dostatek energie na opétovné rozdéleni elektronli od atomovych jader. Az kdyz
vesmir doséahl teploty 3000 K, coz se stalo asi 400 tisic let po velkém tfesku, mohlo
dojit k sparovani elektront s atomovymi jadry.

V hvézdném obdobi dochazelo ke vzniku systému (vznik supergalaxii, hnizd
galaxii aj.) zelementarnich castic. Pfi velké explozi hmota ve vesmiru
pravdépodobné nebyla rovnomérné rozlozena. Vnikly tak shluky hmoty, které se
uvnitt rozpinaly pomaleji nez okolni vesmir a mély vétsi hustotu. Timto zplisobem
ziejm¢ vznikly supergalaxie a hnizda galaxii, ze kterych posléze vznikly slozitym

procesem galaxie [8,9,10].
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2.2.1 Atmosféra titanu

Titan je Zemi podobny mésic, ktery obihd kolem planety Saturn. Atmosféra
titanu je velmi podobna té, kterd byla na planeté¢ Zemi pied 4 miliardami let, tj.
slozena z N,, O,, CO; a CO — z téchto prekurzorii vznikly prvni organické molekuly,
které vedly ke vzniku Zivota. Atmosféra Titanu je, krom¢ atmosféry Zemé, jako
jedind ve Slune¢ni soustavé tvorena prevazné dusikem (a asi 10% methanu), a je
siln€¢ reduk¢ni. Atmosféra se vytvorila v pribéhu evoluce mésice odplynénim ledu
(tvotfené¢ho uhlovodiky), ktery pokryva cely povrch Titanu. Jelikoz rana atmosféra
byla sloZzend z methanu a amoniaku, jejich rozklad pravdépodobné zplisobeny UV
zafenim uvolnil dusik a vodik. Vodik poté diky velmi nizké hmotnosti unikl do

meziplanetarniho prostoru a na obézné draze 1ze nalézt jeho stopy [11,12].

2.3 Laserové jiskry a vznik plazmatu

V souvislosti se snahou o pochopeni vyvoje zemské atmosféry a vzniku
zivota je mnoho pokusti sméfovano k laboratorni simulaci podminek velkého tiesku.

Nésledkem fokusovani laserového zafeni v plynném prostfedi dochazi
v misté, kde se svazek zuzuje, k dielektrickému prirazu plynu (laser-induced
dielectric breakdown - LIDB). Takto je v soustavé vytvofen oblak dobfie
definovaného, relativné horkého a hustého plazmatu, ktery je v Case a prostoru ostie
ohranicen. Aby doslo k dielektrickému prirazu je nutné, aby v okoli fokusu byl
pocatecni volny elektron. Tyto volné elektrony jsou v silném elektromagnetickém
poli laserového svazku urychlovany, ¢imz ziskaji energii, ktera je vyssi nez ioniza¢ni
energie plynu. Pfitom vznikaji dalsi elektrony, které jsou dale takto urychlovény.
Neékolikerym opakovanim celého procesu, dochazi ke kaskddové ionizaci plynu,

ktera vytvafi plazma. Tento jev je nazyvan laserovymi jiskrami.

2.3.1 Moznosti vyvolani chemickych reakci laserovym plazmatem

V centralni ¢asti laserové jiskry, v plazmatu, jez je indukovan piimo laserem,

lze zhlediska zmén chemického sloZeni soustavy uvaZovat jen dekompozi¢ni
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procesy. Uvnitf tohoto plazmatu dosahuji hustota energie a hustota toku energie
enormn¢ vysokych hodnot, a proto jsou molekuly snadno rozkladany na atomarni
ionty. Energie laserového svazku je do svého okoli vyzafovdna tfemi rliznymi
zpusoby:
1) kratkovinnym zafenim (UV-VUV/XUV) ¢i energetickymi ¢asticemi, které
jsou emitovany plazmatem
2) razovou vlnou, jez je vuréitém momentu oddélena od expandujiciho
plazmatu
3) sméSovanim a interakci okolniho plynu s expandujicim plazmatem, pro
ktery je charakteristickd vysoké teplota a obsah reaktivnich Castic (ionty,
volné radikély) v zakladnich i excitovanych stavech
Rozdilnd u¢innost pfi vyvolani chemickych reakci v molekularni soustavé se

podili na chemickych zménach [13].

2.4 PALS

Pro generovani zafeni o vysoké energii je v Praze na Ustavu fyzikalni chemie
Jaroslava Heyrovského AV CR k dispozici Prague Asterix Laser System (PALS),
coz je obrovsky laserovy systém, kde zdkladni jednotkou je laser Asterix IV. Laser
generuje zafeni o vlnové délce 1315 nm za vyuziti atomu jodu. Pfi této vinové délce
je laser schopen dosahnout energie az 1 kJ. Vystupni svazek laseru je prostorove

homogenni a stabilni (energie zstava kazdy vystrel prakticky stejnd) [14,15].

2.5 Analyty studované v této praci

2.5.1 Formamid

Pfi analyze molekulového slozeni komet a mezihvézdnych mracen bylo
zjisténo, ze formamid je ve vesmiru v nadbytku. Navic jeho slozeni z vodiku,
kysliku, dusiku a uhliku, tedy prvka, které tvofi zéklad biomolekul, vede
k ptedpokladu, Ze formamid mohl hrat dilezitou Glohu pfi vzniku molekul, které jsou

stavebnimi kameny Zivé hmoty. Jedine¢na schopnost formamidu kondenzovat pfi
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teploté 110-160°C a za katalyzy kovii vytvaiet purinové a pyrimidinové baze tento

predpoklad potvrzuje [16].

2.5.2 2-amino-1-butanol, 3-methoxy-1-propanol, 2-methyl-1-butanol
Obecné je znamo, ze aminokyseliny a sacharidy se vyskytuji v zivych
organismech bud’ v L- ¢i D- formé. Otdzkou zistava, zda tyto enantiomery vznikly
jiz vranych ¢i az v pozdégjSich fazich chemické evoluce [17]. Existuje teorie, Ze
kombinace elektrickych a magnetickych poli v laserové jiskie miiZze zpiisobovat
preferen¢ni rozklad (nebo v jinych soustavach naopak vznik) jednoho z enantiomeri.
Hlavnim diivodem generovani plazmatu ve vySe uvedenych latkach je, Ze jsou to
tékavé chiralni latky, které maji jisté spolecné rysy s vyznamnymi biomolekulami
(aminoskupinu, OH skupinu, poéet uhlikii). Na Ustavu fyzikalni chemie Jaroslava
Heyrovského AV CR je cilem deracemizovat tyto latky laserovym plazmatem, coZ je

opak klasické tepelné racemizace [18].

2.6 Metody analyzy

K analyze produkti simulovaného velkého tiesku lze pouzit fadu metod od
spektroskopickych (spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti, infracervena
spektrofotometrie) [19] po separacni.

Pro tucely této prace byla vyuzita plynova a vysokoucinna kapalinova
chromatografie. Proto bude pozornost i v teoretické ¢asti prace zaméfena pouze na

tyto vybrané metody analyzy.

2.7 Chromatografické metody

Chromatografie je fyzikalné-chemicka separa¢ni metoda, pifi niz dochdzi
k rozdéleni latek mezi dvé faze. Podstatou dé€leni analytl je repetitivni ustavovani

rozdelovacich rovnovah vzorku mezi mobilni a stacionarni fazi [20].
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2.7.1 Plynova chromatografie

Plynovd chromatografie (GC — gas chromatography) je metoda, které se
vyhradné vyuziva pro analyzu tékavych latek [20]. Podstatou metody je rozdé€leni
analyzovanych latek mezi dvé faze — mobilni a staciondrni. V plynové
chromatografii je jako mobilni faze vyuzivan tzv. nosny plyn. Féze staciondrni se
nachazi v chromatografick¢ koloné. V zéavislosti na typu kolony se hovoii o
naplnovych a kapilarnich kolonach. Stacionarni faze se mize vyskytovat v podobé
silikagelu ¢i aktivniho uhli (napliiové kolony) nebo se na inertni nosi¢ nanasi
vysokovrouci kapalina a v pfipad€ kolon kapilarnich se na vnitini stranu kiemenné
kapilary nanese staciondrni faze. PouZivani kapilarnich kolon v sou¢asné GC analyze

vyrazné prevazuje [21].

2.7.1.1 Proces separace v GC

Vzorek je nastiiknut pfes septum do ndstfikové komory, ve které musi byt
teplota alespont o 50 °C vyssi neZ je teplota varu analyzované latky, ¢imz se zabrani
kondenzaci [20]. Vzorek se pii vyssi teploté odpaii a je nosnym plynem piesunut do
kolony, kde dochazi k separaci analyti ve vzorku. Slouceniny eluuji z kolony podle

vzestupnych hodnot distribu¢nich konstant a vstupuji do detektoru [21].

2.7.1.2 Detektory v plynové chromatografii

V soucasné dobé¢ existuje mnoho detektort, které je mozno pouzit ve spojeni
s plynovym chromatografem. Mezi bézné vyuzivané patii plamenové ionizacni
detektor (FID — Flame Ionisation Detector), detektor elektronového zachytu (ECD —
Electron Capture Detector), fotoionizacni detektor (PID - Photoionization Detector)
¢1 detektor hmotnostné spektrometricky (MS — Mass Spectrometry Detector).
Utelem detektori je sledovani nosného plynu s analyty vychazejicimi z kolony, kdy

se v disledku eluce sloucenin generuje signal.
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2.7.1.2.1 Plamenové ionizaéni detektor

V dnesni dobé se nejhojnéji vyuziva plamenové ionizacni detektor. Obsahuje
maly hotdk, v némz se spaluje smés vodiku se vzduchem. Jestlize je v plameni
spalovan pouze nosny plyn, pocet iontd, které vznikaji pii spalovani, je velmi nizky.
Naopak pokud analyt, ktery vystoupi z chromatografické kolony shoii, mnoZstvi
elektricky nabitych c¢astic se v oblasti detektoru zvysi a tim vzroste i1 velikost
prochézejiciho proudu [20]. Vyhodami FID jsou vysoka citlivost k prakticky vSem
organickym slouc¢enindm, mal4 odezva na vodu a oxid uhlicity, a proto neposkytuje

signal v nepfitomnosti analytu [22].

271.2.2 Plynovy chromatograf ve spojeni s hmotnostnim

spektrometrem

Spojeni plynového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) je
instrumentalni technika v soucasné dob¢ rozsifena do vSech modernich analytickych
laboratofi. Tato instrumentace umoziiuje ucinnou separaci a naslednou identifikaci a
stanoveni analytl. Metodu lze pouzit i pro analyzu sloucenin o nizké polarité. K
tomu aby slouCenina mohla byt analyzovana pomoci GC-MS (¢i jen samotnym
plynovym chromatografem), musi byt dostatecné t€kava a tepelné stabilni. U
nékterych sloucenin miize byt pro zvySeni tékavosti pfed analyzou vyzadovana
chemicka modifikace (derivatizace), aby byly odstranény neZzadouci ucinky
adsorpce, které by jinak ovliviiovaly kvalitu ziskanych dat.

Hmotnostni spektrometr je sloZzen ziontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru a samotné¢ho detektoru. lontovy zdroj pfevadi analyzované latky na
kladné ¢i zéporné Castice. Smes iontli vytvofenych v iontovém zdroji miize byt
hmotnostnim analyzatorem rozdélena v prostoru nebo ¢ase podle pomérti hmotnosti
ku néboji (m/z).

Existuji dvé potencidlni metody pro tvorbu iontl. Nejcastéji pouzivanou
metodou je elektronova ionizace (EI — Electron Impact). Mén¢ vyuzivanou

alternativou je ionizace chemickd (CI — Chemical Impact). Pti EI ionizaci molekuly
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vzorku dochazi ke ztrat¢ jednoho elektronu. Molekula, které elektron chybi, se
nazyva molekularni ion a predstavuje M" (radikalovy kation). Pokud je vysledny pik
z tohoto iontu vidét v hmotnostni spektru, lze ziskat molekulovou hmotnost

slouceniny [23,24].

2.7.2 Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie je stejné¢ jako plynova
chromatografie metodou, kdy dochazi k separaci latek ze smési v zavislosti na jejich
distribuci mezi faze stacionarni a mobilni. V nejblizSich pfiblizeni mizeme rozlisit
dva mody vysokoucinné kapalinové chromatografie:

1) reverzni separatni mdéd (RP-HPLC), kdy krozdélovani slozek smési
dochdzi na nepolarnich staciondrnich féazich (silikagel, ktery je
modifikovan nepolarnimi skupinami — nejhojnéji  je vyuZzivana
oktadecylova faze), a polarn¢jsi kapaliny (acetonitril, methanol ¢i jejich
smési s pufry) jsou vyuZity jako mobilni faze

2) normalni separacni moéd (NP-HPLC), kdy mobilni faze piedstavuje
nepolarni kapalinu (uhlovodik) a silikagel ¢i alumina nebo jina polarni
faze jsou vyuzity jako stacionarni faze

V soucasnosti je pfevazn€ vyuzivana reverzni kapalinovd chromatografie,
jelikoz ji lze uplatnit na mnohem vétsi Skalu analyti. HPLC ma oproti GC tfadu
vyhod. Pomoci HPLC je mozZzno analyzovat jak latky nepolarni, tak polarni, a
dokonce i latky, které nejsou termostabilni. Separaci lze navic ovlivnit nejen volbou
stacionarni faze, ale 1 pomoci riizného slozeni mobilni faze, kterd neni na rozdil od
mobilni faze v GC inertni. SloZzeni mobilni faze je mozné pozménit typem,
koncentraci a pH pouzitého pufru ¢i riznym sloZenim rozpoustédel.

Selektivitu je mozné ovlivnit jak volbou stacionarni faze, napt. délkou
alkylového fetézce véazaného na silikagelovém nosi¢i (v pfipadé RP-HPLC), tak
modifikaci mobilni faze. Pfi pouziti delSiho alkylového ftetézce dochéazi k vyssi
retenci nepolarnich latek. Se zvySujicim se mnozstvim vody v mobilni fazi roste 1

selektivita [23,25].
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2.7.2.1 Detektory ve vysokouc€inné kapalinové chromatografii

Detektory vyhodnocuji rozdil mezi signalem cist¢ mobilni faze a mobilni
faze, ktera obsahuje eluovanou slozku. Ideadlni HPLC detektor by mél spliiovat urcité
charakteristiky jako je vysokd citlivost a nizkd droven Sumu, dobrd stabilita a
reprodukovatelnost, odezva by méla byt okamzitd a mit Siroky linedrn€ dynamicky
rozsah a mél by byt necitlivy ke zménam teploty a tlaku. Aby bylo mozné
poskytnout, co nejcitlivéjsi signal jednotlivych slozek, je nutné aby mobilni faze
poskytovala co nejnizS§i signal. Mezi bézné vyuzivané detektory patii

spektrofotometricky detektor, fluorescencni detektor, elektrochemicky detektor ¢i

hmotnostné spektrometricky detektor.

2.7.2.1.1 Spektrofotometricky detektor

Tento detektor je v HPLC nejpouzivanéjs$i. Aby mohlo dojit k detekci je
nutné, aby detekované latky pohlcovaly zatfeni vinové délky, ktera byla vyuzita
k detekci. Rozsah vinovych délek, ve kterych vétSina detektorti pracuje, pokryva
oblast UV a viditelného spektra. Na zakladé vyuziti dané vlnové délky mohou byt
spektrofotometrické detektory rozdéleny na [26]:

1) detektory pracujici s jednou pevné danou vlnovou délkou

2) detektory, kdy je mozné vybirat z nékolika vinovych délek (nejbéznéji ze

dvou)

3) detektory, které umoziuji vinovou délku libovolné meénit v urcitém

rozmezi (vétSinou od 190 do 400 nm) — poskytuji celé spektrum, které Ize

nasledné vyuzit 1 k ¢astecné identifikaci analytt

2.8 Vyhodnoceni chromatogramu

Pomoci plynové 1 kapalinové chromatografie lze latky kvalitativné
charakterizovat nasledujicimi charakteristikami:

ty — mrtvy ¢as odpovida dobé¢, za kterou projde neretenujici analyt kolonou
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tg - retencni Cas je doba, za kterou projde analyt kolonou
k — reten¢ni faktor odpovida poméru Casu, ktery molekuly analytu setrvaji ve

stacionarni fazi ku ¢asu, ktery setrvaji ve fazi mobilni a Ize jej vyjadfit vztahem [23]:

tr — tu

o= L v
L M

kde #z znaci retencni Cas a )y odpovidd mrtvému Casu.

Rozdéleni dvou sousednich pikli mize byt dokonalé nebo se piky mohou
prekryvat. RozliSeni charakterizuje miru vzajemného ptekryvani dvou sousednich

pikt a je definovano vztahem:

2(tns—1r)
=y @

kde R je rozliSeni, tz vyjadiuje retencni Cas slozek j a 1, ¥; a ¥; jsou Sitky pikd na

urovni nulov¢ linie. Plati, ze slozka j eluuje pozd¢ji nez slozka 1 [26].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Tab.1 Seznam pouzitych chemikalii

Nazev latky Vyrobce Cistota
aceton Lachner p.a.
acetonitril Fluka puriss > 99,5 %
methanol Lachner p.a.
n-hexan Fluka purum > 95,0%
pyridin Sigma-Aldrich 99+ %
N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
(BSTFA) Supelco 99,3 %
+ trimethylchlorosilan (TMCS)
methanol pro HPLC (Chromasolv V) Sigma-Aldrich 99,9 %
acetonitril R pro LC (Chromasolv) Riedel-de-Haén 99,8%

Standardy a vzorky: 2-amino-1-butanol, 3-methoxy-1-propanol Ccisty,
neostielovany, 3-methoxy-1-propanol ostrelovany systémem PALS,
2-methyl-1-butanol, formamid Cd{isty, neostfelovany a formamid ostielovany
systémem PALS byly dodany z Ustavu fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského AV

CR Ing. Liborem Juhou, CSc. Pivod a &istota ndm proto neni znama.

3.2 Pouzité pristroje
Méieni bylo provadéno na plynovém chromatografu GC-2010 (Shimadzu,
Kyoto, Japonsko), ktery byl vybaven autosamplerem AOC — 20i (Shimadzu, Kyoto,

Japonsko) se stfikackou o objemu 10 pl (Hamilton, Reno, USA) a MS detektorem
QP2010Plus (Shimadzu, Kyoto, Japonsko).
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Sbér dat a vyhodnoceni vysledkl bylo provedeno programem LabSolutions -
GCMS verze 2.53 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko).

Stfedné¢ polarni kolona Rtx-200MS (trifluoropropyl polysiloxan, Restek,
USA) o délce 30 m, vnitinim priméru 0,25 mm a tloustce filmu 0,25 pm byla
pouzita k separaci. Helium bylo vyuZito jako nosny plyn (99,999%, Linde
Technoplyn).

K pipetovani vzorkl byly vyuzity pipety o objemu 0,5 — 10 ul, 10 — 100 pl,
100 — 1000 pl a 1 — 5 ml (vSechny od Biohit, Helsinky, Finsko).

V laboratoii byly déle pouzivany nésledujici pomucky: ultrazvukova lazen
Sonorex RK 100 (Bandelin, Némecko), analytick¢ vahy APX — 100 (Denver
Instrument) a vahy 2004 MP (Sartorius).

Meéteni bylo déale provadéno na vysokoucinném kapalinovém chromatografu
slozeném zpumpy Delta Chrom SDS 030 (Watrex, Praha, Ceskd republika),
davkovaciho ventilu s 20 pl smyckou, dvoukandlového detektoru UV/VIS Spectra
100. K separaci byly pouzity dvé kolony: XTerra MS C18 s reverzni oktadecylovou
fazi o velikosti Castic 3,5 pm, praméru 4,6 mm, délce 10 cm, a kolona Supelcosil
LC-18-DB s reverzni oktadecylovou fazi o velikosti ¢astic 5 um, priméru 4,6 mm,
délce 25 cm.

Sbér dat a vyhodnoceni vysledkl bylo provedeno programem Clarity verze
2.1.0.15 (DataApex, Praha, Ceska republika).

K pipetovani vzorki byly vyuzity pipety o objemu 0,5 — 10 pl, 10 — 100 pl,
100 — 1000 pl a 1 — 5 ml (vSechny od Biohit, Helsinky, Finsko).

K odvzdu$néni mobilnich fazi byla dale vyuzita ultrazvukova lazen LC 30

(P-Lab, Némecko).

3.3 Priprava roztoki

Zasobni roztok 2-amino-1-butanolu byl pfipraven tak, Ze do 4 ml vialky bylo
napipetovano 10 pl 2-amino-1-butanolu a pfidany 2 ml acetonitrilu. Dale bylo do

4 ml vialky obdobnym zptsobem napipetovano 10 pl 2-amino-1-butanolu a pfidany
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2ml pyridinu. Timto zpdsobem byly ziskdny dva zasobni roztoky
2-amino-1-butanolu oba o koncentraci 5 pg/ml.

Pro méfeni kalibrace byl pifipraven smésny roztok 3-methoxy-1-propanolu a
2-methyl-1-butanolu tak, ze na analytickych vahach bylo do 10 ml odmérné banky
navazeno 4,4 mg 3-methoxy-1-propanolu a 6,2 mg 2-methyl-1-butanolu a nésledné
doplnéno methanolem na celkovy objem 10 ml. Timto zpisobem byl ziskdn zasobni
roztok smeési o koncentracich 440 pg/ml 3-methoxy-1-propanolu a 620 pg/ml
2-methyl-1-butanolu. Déle byly z tohoto zasobniho roztoku piipraveny postupnym
fedénim roztoky o koncentracich 100 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 1 pg/ml a 0,1 pg/ml.

3.4 Ozarovani studovanych latek systémem PALS

Ve formamidu a 3-methoxy-1-propanolu bylo pracovniky fyzikalniho tstavu
Jaroslava Heyrovského AV CR generovano plazma obfim laserovym systémem
PALS a nésledné byly analyty pfedany na Katedru fyzikdlni a makromolekularni

chemie Univerzity Karlovy v Praze za icelem analyzy.

3.5 Podminky méreni

3.5.1 GC-MS

Na plynovém chromatografu GCMS-QP2010 Plus s hmotnostnim detektorem
bylo provadéno meéfeni standardii 2-amino-1-butanolu, 3-methoxy-1-propanolu a
2-methyl-1-butanolu za podminek: teplota kolony 40 °C, teplota davkovace 250 °C,
linedrni pritokova rychlost nosného plynu 35 cm/s. Délici pomér (split) byl nastaven
na hodnotu 1:50. Déavkovany objem byl 1 pl. Teplota iontového zdroje byla
nastavena na 200 °C. Pocate¢ni teplota kolony byla 40°C (po dobu 5 minut) a
nasledné¢ byla zvySovéna rychlosti 5°C/min az na teplotu 160 °C, kterd byla
udrzovana 1 min. Mé&feni bylo provadéno ve SCAN modu pro hodnoty m/z
v rozmezi od 40 do 450. Pfi méfeni byla uplatnéna elektronova ionizace s energii

elektronu 70 eV.
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Za vySe uvedenych podminek byla na plynovém chromatografu
GCMS-QP2010 Plus s hmotnostnim detektorem provedena kalibrace. Detekce byla
provadéna v SIM (Single Ion Monitoring) moddu. Sledované hodnoty m/z u
hledanych iontii byly nasledujici: 41, 56, 70 pro 2-methyl-1-butanol a 43, 45, 47 pro
I-methoxy-2-propanol.

Na plynovém chromatografu GCMS-QP2010 Plus s hmotnostnim detektorem
bylo déale provedeno méieni ostielovaného a neostielovaného 3-methoxy-1-
propanolu za téchto podminek: teplota kolony 35 °C, teplota injektoru 250 °C,
linearni pratokova rychlost nosného plynu 35 cm/s. Split byl nastaven na hodnotu
1:10. Davkovany objem byl 2 ul. Teplota iontového zdroje byla nastavena na 200 °C.
Pocatecni teplota kolony byla 35°C (po dobu 5 minut) a nasledné byla zvySovéana
rychlosti 15°C/min azZ na teplotu 150 °C, ktera byla udrzovéna 2 min. M¢feni bylo
provadéno ve SCAN moddu pro hodnoty m/z v rozmezi od 35 do 450. Pfi méfeni byla

uplatnéna elektronova ionizace s energii elektroni 70 eV.

3.5.2HPLC

Na vysokou€inném kapalinovém chromatografu bylo provadéno méfeni
Cistych latek 2-amino-1-butanolu, 3-methoxy-1-propanolu a formamidu za
podminek: laboratorni teplota, tlak se pohyboval v rozmezi 50 — 185 bar (v zavislosti
na pouzité kolon¢ a mobilni fazi). Pro separaci Cistych latek byly mobilni faze
methanol/voda pouzity v nasledujicich pomérech (v/v): 80/20, 60/40, 40/60, 30/70 a
20/80. Pratokova rychlost byla nastavena na 0,5 ml/min (pro kolonu XTerra) a
1 ml/min (pro kolonu Supelcosil). Na spektrofotometru byla nastavena vinova délka
na 220 nm.

Na vysokouc¢inném kapalinovém chromatografu bylo dale provedeno méteni
ostfelované¢ho a neostfelovaného formamidu za podminek: laboratorni teplota, tlak se
pohyboval v rozmezi 140 — 175 bar (podle pouzité kolony a mobilni faze). Pro
separaci standardu i1 vzorku formamidu byly mobilni fize methanol/voda resp.

acetonitril/voda pouzity v nasledujicich pomérech (v/Av): 40/60, 30/70, 20/80 resp.
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30/70, 70/30 a 90/10. Pritokova rychlost byla nastavena na 0,5 ml/min. Pro detekci
byla vinova délka na spektrofotometru nastavena na 210 a 220 nm.

Vsechny mobilni faze byly pfipraveny smisenim pfislusSnych objeml
pouzivanych rozpoustédel a jejich slozeni je tudiz uvadéno v objemovych procentech

(% v/v) .
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Analyza vzorku na plynovém chromatografu

4.1.1 Analyza 2-amino-1-butanolu

Nadavkovany roztok 2-amino-1-butanolu (1 ul) poskytoval odezvu v 9,46
minutach; bylo dosaZeno velmi pfetizeného piku (jak na detektoru MS, tak na
plamenové ionizacnim detektoru) (Obr. 1). Po nasledné silylaci, kdy bylo pouzito
200 ul silylacniho ¢inidla BSTFA + TMCS, 100 ul  zasobniho roztoku
2-amino-1-butanolu a 100 pl pyridinu jako katalyzatoru, a zfedéni na 100 pg/ml,
nebyl v hmotnostnim spektrometru detekovan zadny pik 2-amino-1-butanolu ani jeho
pfipadného silylderivatu. Mald mnozstvi 2-amino-1-butanolu v jeho zfedénych
roztocich nelze pravdépodobné ani po derivatizaci vzhledem k jeho vysoké polarité a
malé reaktivit¢ se silylacnim Cinidlem plynovou chromatografii analyzovat, coz je
pro aminy v GC typické.
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Obr. 1: Chromatogram 2-amino-1-butanolu (detekce hmotnostnim spektrometrem).
Podminky: teplota kolony 40 °C, teplota injektoru 250 °C, linearni pratokova rychlost nosného plynu
35 cm/s, split 1:50, nastiik 1 pl, teplota iontového zdroje 200 °C, pocatecni teplota byla 40°C (5 min),
5°C/min do 160 °C (1 min), SCAN mdd pro hodnoty m/z v rozmezi od 40 do 450, elektronova

ionizace.
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Protoze pii nastifiku nizSich objem nebyl zaznamenidn zadny pik
2-amino-1-butanolu, bylo nutné zlstat u pivodniho nastiiku 1 pl, ¢imz byl ziskan

pretizeny pik — viz obrazek 2.

4.1.2 Analyza 3-methoxy-1-propanolu

Ke zjisténi retencniho €asu roztoku 3-methoxy-1-propanolu byl davkovéan 1
ul této latky na GC a ten poskytl vysledek, ktery jevil znamky ptekroceni kapacity
kolony (asymetricky pik) (obr. 2). Hmotové spektrum v maximu piku je na obr. 3.
Pik s maximem v retencnim case 3,46 min byl jednoznacné identifikovan jako
3-methoxy-1-propanol. Hmotové spektrum bylo porovnano s databazi a shoda

naSeho a databazového spektra byla 97 %.
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Obr. 2: Chromatogram 3-methoxy-1- propanolu na MS detektoru. Experimentalni podminky

stejné jako u obrazku 1.

Ackoliv byl ziskan pik, ktery jevil znamky ptekroceni kapacity kolony,
eluoval v Case, kdy mohl byt jednoznacné identifikovan jako 3-methoxy-1-propanol
(zadné necistoty neluovaly ve stejném case), a proto jej bylo mozné vyuzit pro

naslednou kalibraci a pro zjiSténi meze detekce a stanovitelnosti.
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Obr. 3: Hmotové spektrum ¢Cistého 3-methoxy-1- propanolu na MS detektoru.

Experimentalni podminky stejné jako u obrazku 1.

4.1.3 Analyza 2-methyl-1-butanolu

Ke zjisténi retencniho Casu €istého 2-methyl-1-butanolu byl dadvkovan 1 pl
piipraveného roztoku 2-methyl-1-butanolu na GC a ten poskytl vysledek, ktery jevil
znamky piekroceni kapacity kolony (asymetricky pik) (obr. 4). Hmotové spektrum
v maximu piku je na obr. 5. Pik s maximem v retenénim case 3,94 min byl
jednoznac¢né identifikovan jako 2-methyl-1-butanol.
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Obr. 4: Chromatogram 2-methyl-1-butanolu na MS detektoru. Experimentalni podminky

stejné jako u obrazku 1.
Ackoliv byl ziskdn pik, ktery jevil znamky ptekroceni kapacity kolony,

eluoval v Case, kdy mohl byt jednozna¢né identifikovan jako 2-methyl-1-butanol
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(zadné necistoty neluovaly ve stejném case), a proto jej bylo mozné vyuzit pro
naslednou kalibraci a pro zjiSténi meze detekce a stanovitelnosti.
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Obr. 5: Hmotové spektrum Cistého 2-methyl-1-butanolu na MS detektoru. Experimentalni

podminky stejné jako u obrazku 1.
Hmotové spektrum bylo porovnano s databazi a shoda naSeho a databazového
spektra byla 96 %.

4.1.4 Kalibraéni zavislost 3-methoxy-1-propanolu a 2-methyl-1-butanolu

Pro tucely kvantitativni analyzy byl GC-MS kalibrovan na dvé latky.
Kalibrace byla provedena davkovanim 1 pl pfipravenych roztokl o koncentracich 0,1
pug/ml; 1 pg/ml; 5 pg/ml; 10 pg/ml; 100 pg/ml; 500 pg/ml, pficemz meéfeni
jednotlivych roztokl o dané koncentraci probéhlo vzdy 3x. Z analyzy téchto roztokt
byly ziskdny kalibracni zavislosti  3-methoxy-1-propanolu (obr. 6) a
2-methyl-1-butanolu (obr. 7). Stejné tak byl ziskan celkovy chromatogram smési pro
koncentrace 500 pg/ml, 100 pg/ml a 10 pg/ml (obr. 8) a 10 ug/ml; 5 pg/ml; 1 pg/ml;
0,1 pg/ml (obr. 9) .

Data z kalibra¢nich zavislosti byla statisticky vyhodnocena (tab.2). Kalibra¢ni
rovnice byla pouZita ve tvaru

y=cx 3)

kde y je plocha [a.u.], ¢ smérnice a x koncentrace [pg/ml].
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Obr. 6: Kalibra¢ni zavislost 3-methoxy-1-propanolu. Experimentalni podminky stejné jako u

obrazku 1 s rozdilem v detekci: SIM moéd (sledované hodnoty m/z u hledanych ionti byly 43, 45, 47).
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Obr. 7: Kalibra¢ni zavislost 2-methyl-1-butanolu. Experimentalni podminky stejné jako u

obrazku 1 s rozdilem v detekci: SIM moéd (sledované hodnoty m/z u hledanych ionti byly 41, 56, 70).

Kalibrace obou analyti vysla linearni s korelaénim koeficientem 1,0000, coz
vypovida o velmi pfesné linearit¢ dat. Kalibrace byla provedena za ucelem dalsiho

pouziti, nicmén¢ v pribéhu této prace dosSlo k zaméfeni spiSe na analyzu latek po
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ostfelovani systétmem PALS, a proto s vysledky neni jiZ vice pracovano. Ziskané

vysledky kalibrace budou pouzity v dalsi praci.
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Obr. 8: Chromatogram smési 3-methoxy-1-propanolu (a) a 2-methyl-1-butanolu (b) ot [min]

koncentracich 500 pg/ml (i), 100 pg/ml (ii) a 10 pg/ml (iii). Experimentalni podminky stejné jako u
obrazku 6.
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Obr. 9: Chromatogram smési 3-methoxy-1-propanolu (a) a 2-methyl-1-butanolu (b) ot[min]

koncentracich 10 pg/ml (i), 5 pg/ml (ii), 1 pg/ml (iii) a 0,1 pg/ml (iv). Experimentalni podminky

stejné jako u obrazku 6.
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V Case 3,3 min resp. 3,7 min byly ziskany piky 1-methoxy-2-propanolu resp.
2-methyl-1-butanolu. VSechny ostatni piky jsou neidentifikované necistoty z

rozpoustédla.

Tab. 2: Parametry kalibraénich zavislosti sledovanych latek

Relativni
Korelaéni Odezvovy
Nazev analytu Smérnice smérodatna
koeicient R faktor (RF)
odchylka RF
3-methoxy-1-propanol 4635 1,0000 3666 24,0%
2-methyl-1-butanol 2230 1,0000 1905 16,4%

4.1.7 Stanoveni mezi detekce a stanovitelnosti

Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) byly stanoveny dvéma
zpusoby.

Prvni metodou uréeni LOD a LOQ je vyuziti pfimého uréeni poméru
(v tomto ptipadé¢ 1 pg/ml). Pouzity software umoziuje urceni tohoto poméru.
Z experimentalné stanovené¢ho pomeéru signal/Sum pro chromatogramy o koncentraci
1 pg/ml byly s pomoci piimé umeéry vypocteny hodnoty koncentraci odpovidajici
hodnotdm poméru signal/Sum rovnym 3 pro LOD a 10 pro LOQ. Tyto hodnoty byly
vypocteny pro vSechna 3 opakovani a zprimeérovany.

Druhd metoda vyuzivd celou kalibracni zéavislost a vychazi z hodnoty
odezvového faktoru. Smeérodatnd odchylka odezvového faktoru urcuje celkovy
rozptyl experimentalnich bodl kalibrani pfimky a urcuje tim piesnost kalibra¢ni

zavislosti, a proto Ize jeho hodnotu vyuzit pro vypocet LOD nasledujicim vzorcem:
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LOD=3><SDRF )
RF

kde SDRF ptedstavuje smérodatnou odchylku odezvového faktoru a RF je odezvovy
faktor. Hodnoty SDRF a RF byly ziskany piimo pomoci softwaru LabSolutions.
Obdobnym zplisobem byla spoctena hodnota LOQ:

10x SDRF
LOQ=——"—- 5
0 RE (5)
kde SDRF ptedstavuje smérodatnou odchylku odezvového faktoru a RF' odezvovy
faktor.
Hodnoty LOD a LOQ ziskané obéma postupy jsou shrnuty v tabulce 3.
Tab. 3: Meze detekce a meze stanovitelnosti sledovanych latek
Celkova kalibrace (z RF) Jednotlivé chromatogramy
LOD [ppm]  LOQ [ppm] LOD [ppm] LOQ [ppm]
3-methoxy-1-propanol 0,72 2,40 0,99 3,31
2-methyl-1-butanol 0,49 1,64 0,96 3,22

Meze detekce a stanovitelnosti jsou obecné realnéjsi vypoctené z poméru
signal/Sum, protoZe pii vypoctu mezi detekce a stanovitelnosti z celkové kalibrace
jsou ve vypoctu zahrnuty i odchylky. V nasem ptipad¢ jsme vsak ziskaly srovnatelné

vysledky bez fddového odliseni.

4.1.8 Analyza ostrelovaného 3-methoxy-1-propanolu

Ostfelovany 3-methoxy-1-propanol byl analyzovan a nasledné porovnan
s 3-methoxy-1-propanolem (standard) za icelem zjisténi, zda v ostfelovaném analytu
vznikly nové latky tj. zda se ve vzorku nachdzeji kromé 3-methoxy-propanolu 1 jiné
slouCeniny. Porovndni naméfenych dat je ukazano v tabulce 4 a 5. Jednotlivé

chromatogramy neostfelovaného (3  méfeni)(obr. 10) a  ostfelovaného
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3-methoxy-1-propanolu (3 méieni)(obr. 11) byly porovnany a chromatogram pro
srovnani je uveden na obr. 12. Hledani necistot bylo velmi obtizné, protoze
3-methoxy-1-propanol je v piebytku. Latky byly identifikovany jak ve standardu, tak
v ostielovaném standardu. Hmotnostni spektra jednotlivych latek lze nalézt v ptiloze

l1a2.

Tab. 4: Analyza neostfelovaného 3-methoxy-1-propanolu

Pravdépodobnost
Vyskyt v ostielovaném
tg [min] Latka shody hmotnostnich

spekter [%] vzorku
1,58 1-alanin ethylamid 85 Ano
1,82 1,2 - diethylether 86 Ne
1,96 hexan 84 Ne
2,11 2-propen-1-ol 89 Ano
2,49 heptan 93 Ne
2,68 acetonitril 93 Ne
6,17 2-methoxy-1-propanol 98 Ano

Tab. 5: Analyza ostfelovaného 3-methoxy-1-propanolu
Pravdépodobnost Vyskyt
tr [min] Latka shody hmotnostnich v neostrelovaném

spekter [%] vzorku
1,58 1-alanin ethylamid 87 Ano
1,59 propan 86 Ne
1,62 3-butyn-1-ol 83 Ne
1,68 1-buten-3-yn 85 Ne
1,72 1,3-butadiyn 93 Ne
2,11 2-propen-1-ol 96 Ano
2,45 aceton 94 Ne
6,18 2-methoxy-1-propanol 98 Ano
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Obr. 10: Chromatogram neostfelovaného 3-methoxy-1-propanolu. Podminky: teplota kolony
35 °C, teplota injektoru 250 °C, linearni pritokova rychlost nosného plynu 35 cm/s, split 1:10,
nastiik 2 pl, teplota iontového zdroje 200 °C, pocatecni teplota byla 35°C (5 min), 15°C/min do 150
°C (2 min), SCAN mod pro hodnoty m/z v rozmezi od 35 do 450, elektronova ionizace.
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Obr. 11: Chromatogram ostfelovaného 3-methoxy-1-propanolu. Experimentalni podminky

stejné jako u obrazku 10.
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Obr. 12: Chromatogram neostielovaného (a) a ostfelovaného (b) 3-methoxy-1-propanolu.

Experimentalni podminky stejné jako u obrazku 10.

Ackoliv jsou ziskané vysledky pro neosttelovany i ostielovany 3-methoxy-1-
propanol opakovatelné, lze jen velmi tézko vyhodnotit, které latky figuruji
v ostielovaném analytu jako necistoty a které naopak pfibyly ¢i ubyly, protoze

podobnost vyskytu latek v obou analytech je velmi nizka (shoduji se pouze 3 latky).

4.2 Separace a analyza vzorkii vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii

4.2.1 Optimalizace separace standardt

V HPLC jsem se vprvnim kroku zaméfili na optimalizaci separace
2-amino-1-butanolu, 3-methoxy-1-propanolu a formamidu. Byly vyzkouSeny dvé
rizné kolony a mobilni faze tvofené vodou s methanolem ¢i acetonitrilem
v objemovych pomérech uvedenych v experimentalni ¢asti.

Ob¢ testované kolony byly typu CI18, tj. s oktadecylovym fetézcem
navazanym na nosi¢i. Kolony se vSak liSily jak nosi¢em, tak zpiisobem vazby

uhlikatého fetézce. Kolona XTerra MS C18 ma hydrofobni fetézce vazané pres tii
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funk¢éni skupiny na organicko-anorganické ¢astice nosi¢e. Kolona Supelcosil
LC-18-DB vyuziva jako nosi¢ silikagel, ale je upravovana proti nezadoucim
interakcim s bazickymi latkami. Pro separaci tii standardi se nejlépe osvédcil
separacni systém tvotfeny staciondrni fazi Supelcosil LC-18-DB a mobilni fazi
MeOH/voda 40/60 (v/v). Pii prutokové rychlosti 1 ml/min eluovaly analyty
s nasledujicimi reten¢nimi ¢asy: formamid v 2,8 min; 2-amino-1-butanol v 3,6 min a
3-methoxy-1-propanol v 5,2 min. Reten¢ni pofadi odpovida rostouci hydrofobicité
latek. Problematicky byl formamid, ktery ve vSech testovanych separacnich

systémech eluoval s mrtvym ¢asem.

4.2.2 Analyza ozarfovaného a neozarovaného formamidu

Ptestoze se nepodatilo najit podminky vhodné pro analyzu formamidu, bylo
alespoit zkousSeno, zda se lisi elucéni profil standardu od vzorku ozatfovaného
formamidu. (Ozafovani bylo provadéno stejnym zplsobem jako v piipad€ sloucenin
analyzovanych plynovou chromatografii.) Zajimalo nas, zda po ozafovani
(ne)vznikaji reakcni produkty pozorovatelné v chromatogramu.

Vzorky neozafovaného i ozarovaného formamidu byly zfedény acetonitrilem
v poméru 1:1000 a nasledné¢ analyzovany v separacnim systému tvofeném kolonou
Supelcosil LC-C18-DB a mobilni fazi ACN/H,O 90/10 (v/v) pii pritokové rychlosti
0,5 ml/min a vlnovych délkdch 210 nm a 220 nm. Kazdé meéfeni bylo dvakrat
opakovano a ziskané vysledky se shodovaly. Chromatogramy neozatfovaného a
ozafovaného formamidu pfi 220 nm resp. 210 nm jsou uvedeny na obrdzcich 13 a 14
resp. 15 a 16. Je zfejmé, Ze chromatogramy jsou za danych experimentdlnich
podminek identické; zddné reakéni produkty nebyly pozorovany. Tento vysledek
vSak nelze pfiliS generalizovat, nebot’ citlivost UV detekce formamidu a
pravdépodobné ani piipadnych reakénich produkti bez vyraznych chromofért je
nizka.

Zjisténé plochy pikt ozafovaného i neozafovaného formamidu pii dvou

vlnovych délkach jsou shrnuty v tabulce 6.
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Obr. 13: Chromatogram neostfelovaného formamidu. Podminky: kolona Supelcosil

LC-C18-DB, mobilni faze (ACN:H,0, 90:10), priitokova rychlost 0,5 ml/min, vinova délka 220 nm.
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Obr. 14: Chromatogram ostfelovaného formamidu. Experimentalni podminky stejné jako u

obrazku 13.
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Obr. 15: Chromatogram neostfelovaného formamidu. Podminky: kolona Supelcosil

LC-C18-DB, mobilni faze (ACN:H,0, 90:10), pritokova rychlost 0,5 ml/min, vinova délka 210 nm.
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Obr. 16: Chromatogram ostielovaného formamidu. Experimentalni podminky stejné jako u

obrazku 15.
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Kvantifikace formamidu nemohla byt provedena, protoze nebylo dosazeno
rozumné retence resp. formamid eluuje v mrtvém case. Elu¢ni profil formamidu
koeluuje® se systémovymi piky, které znemoziiuji vhodnou kvantifikaci. To

potvrzuji 1 t€Zko interpretovatelné hodnoty v tabulce 6.

Tab. 6: Plochy pikli formamidu

Plocha piku pfi Plocha piku pfi 210 nm
220 nm [mV:-s] [mV:s]
neostrelovany formamid 1255 2041
ostfelovany formamid 1313 1857
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5  Zaveér

Prace byla zamétena na analyzu latek, ve kterych bylo generovano plazma
obfim laserovym systémem PALS na Fyzikalnim Ustavu Jaroslava Heyrovského AV
CR. Pro analyzu 2-amino-1-butanolu, 3-methoxy-1-propanolu, 2-methyl-1-butanolu
a formamidu byly zvoleny separacni techniky — plynovd a kapalinova
chromatografie.

Vsysttmu GC-MS tvofeném stfedné polarni kolonou Rtx-200MS byly
proméfeny kalibrani zavislosti 3-methoxy-1-propanolu a 2-methyl-1-butanolu a
zjistény hodnoty LOD a LOQ, které byly vypocteny dvéma zplisoby: z odezvového
faktoru a z jednotlivych chromatogrami. Hodnoty LOD resp. LOQ Ccinily pro 3-
methoxy-1-propanol 0,72 pg/ml (z odezvového faktoru) a 0,99 pg/ml (z jednotlivych
chromatogramt) resp. 2,40 pg/ml (z odezvového faktoru) a 3,31 ug/ml (z
jednotlivych chromatogramil); pro 2-methyl-1-butanol 0,49 pg/ml (z odezvového
faktoru) a 0,96 pg/ml (z jednotlivych chromatogramt) resp. 1,64 pg/ml (z
odezvového faktoru) a 3,22 pg/ml (z jednotlivych chromatogrami).

Analyzou ozafovaného a neozafovaného 3-methoxy-1-propanolu bylo
zjisténo, ze neni mozné vzhledem k nadbytku 3-methoxy-1-propanolu jednoznacné
urCit, které¢ latky by generovanim plazmatu mohly vzniknout a které jsou jen
necistotami z rozpoustédla ¢i standardu. Pro pfesnou identifikaci je potieba provést
dalsi méfeni.

V optimalizovaném systému HPLC tvofeném kolonou Supelcosil LC-18-DB
a mobilni fazi MeOH/H,0 40/60 (v/v) byly od sebe formamid, 2-amino-1-butanol a
3-methoxy-1-propanol ucinné separovany v ¢asech 2,8 min; 3,6 min a 5,2 min.
Ptestoze formamid vzdy eluoval s mrtvym ¢asem, byl v optimalizovaném systému
HPLC analyzovan ostfelovany formamid, aby mohlo byt zjiSténo, zda v ném po
ozafeni PALSem piibyly nové reakéni produkty. Méfeni neukézalo v porovnani se
standardem formamidu pfiliSny rozdil, coz mize byt dano i nizkou citlivosti UV

detekce.
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Priloha 1

Hmotova spektra latek detekovanych v roztoku neostielovaného

3-methoxy-1-propanolu (osa y: signal [%];0sa x: m/z)

alanin ethylamid ethylether
i i
I I
3 al
& 8
- 8
58 ﬁﬁ
@i i
% ° 59
58 98
g 8
: R’
ﬁ@ 7:@
3 ¥ =
i i
. 47
"I I
e o B
@l i
£ RE
3 3
it {e
o8 =
&.33 R ;43
: e
. 58 s —°
ggg s ggg g s

46



2-propen-1-ol

hexan

47



acetonitril

heptan

48



o OF

2-methoxy-1-propanol

o omy @ﬁwoﬁ@ w L G\ @

;;MW:, & ,%z::;; ,m% T ,::,,—,%aé, ,,%;:,;:5: gz Mﬁfz:;f,:, ;&\:: ;%E,;::;; é,m\é,;;:,,%E; ;:%,j M i

49




Priloha 2

Hmotova spektra predpokladanych reakénich produkti ostielovaného

3-methoxy-1-propanolu (osa y: signal [%];0sa x: m/z)

1-alanin ethylamid acetamid
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