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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1éciv

Kandidat: Mgr. Jaroslav Kusnir

Konzultant: PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.

Nazov rigordznej prace: Identifikace hlavnich degrada¢nich produkta butan-1,3-diolu

Butan-1,3-diol obsahuje tri nezndme necistoty, z coho dve o relativnej molekulovej
hmotnosti 118 a jednu o relativnej molekulove; hmotnosti 160. Hlavnou ulohou rigordzne;j
prace bola ich identifikdcia. Vzhl'adom k malému mnoZstvu necistot bola pouzitd oxidacia
peroxidom vodika za Gcelom zvySenia ich obsahu. Oxidaciou vznikli d’alSie dve nové latky -
3-hydroxybutanal a 4-hydroxybutan-2-on. Pri zvySeni teploty oxidacie na 70 °C vznikla
kyselina octova ako d’alsi rozkladny produkt.

Reakciou butan-1,3-diolu s 3-hydroxybutanalom vznika latka o relativnej molekulovej
hmotnosti 160. Pokusmi sa potvrdilo, ze spektrd nami pripravenej latky a necistoty
butan-1,3-diolu boli totozné a pomocou NMR a MS bola tato latka identifikovana ako
1-(4-methyl-1,3-dioxan-2-yl)propan-2-ol.

Dalsie dve latky o relativnej molekulovej hmotnosti 118 st pravdepodobne doprovodné latky
s molekulovym vzorcom CgH;40,. Ich hmotnostné spektrum bolo takmer totozné a d’alSia
identifikacia ich Struktry pomocou EI/CI-GC/MS nebola mozni. Necistoty nevznikaju
oxidaciou (ani za inych stresovych podmienok) a preto ich mnozstvo nebolo dostato¢né pre

identifikaciu d’al§imi metdédami ako napriklad NMR, IR.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove
Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Analysis
Candidate: Mgr. Jaroslav Kusnir

Consultant: PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.

Title of thesis: Identification of main decomposition products of butane-1,3-diol

Butane-1,3-diol contains three unknown impurities. The relative molecular mass of
two of these compounds is 118 and 160 for the last one. The main aim of this work was the
identification of these compounds. Due to the low amount of the impurities oxidation by
hydrogen peroxide was employed in order to increase their content. As a result of oxidative
decomposition two new compounds 3-hydroxybutanal and 4-hydroxybutan-2-on were formed.
If the temperature of the oxidation increased to 70 °C acetic acid as a next degradation
product was obtained.

The reaction of butane-1,3-diol and 3-hydroxybutanal resulted in a compound of a
relative molecular mass 160. Our experiments confirmed that the spectra of our prepared
compound and the impurity of butane-1,3-diol were identical. The compound was identified
as 1-(4-methyl-1,3-dioxan-2-yl)propan-2-ol using NMR and MS.

The other two compounds of a molecular mass 118 are most likely related compound
of the molecular formula C¢H 4O, Their mass spectra were nearly identical and further
identification of the structure by means of EI/CI-GC/MS was not successful. The impurities
do not arise from the oxidation (or under other stress conditions) and therefore their amount

was insufficient for the identification by other techniques (e.g. NMR, IR).
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1 UVOD



Chromatografia patri medzi fyzikalno-chemické separacné metddy, ktorej podstatou je
rozdelenie zloziek zmesi latky medzi pohyblivii a nepohybliva fazu na zéklade ich rozdielnej
afinity k nim — to vedie k separécii zloZiek zmesi na jednotlivé komponenty. Tieto vlastnosti
sa vyuzivaju pri uréeni o aku latku sa jedna (kvalitu), pri zistovani koncentracie latky
vo vzorke (kvantita), ale aj napriklad pri zistovani Cistoty skimanej latky.

Jedna z chromatografickych metod, ktord mé uplatnenie v analyze lieciv ako citliva
analytickd metoda s vysokou separacnou uc¢innost'ou, je plynova chromatografia (GC).
Vyuziva sa hlavne pri analyze plynnych latok a latok prchavych, ktoré st pri prevedeni do
plynného skupenstva stabilné. U latok, ktoré su pri vysokych teplotdch nestabilné alebo st
neprchavé, sa vyuziva metoda derivatizacie, aby ich bolo mozné previezt’ na prchavé derivaty
analyzovanej zla¢eniny pred ich samotnou analyzou.

Kombinaciou plynovej chromatografie a hmotnostného spektrometra (GC/MS) sa
docieli okrem vysokej separacnej schopnosti, kvantitativneho hodnotenia aj schopnost’
identifikacie analyzovanej zluCeniny, necistot alebo vedlajSich produktov vyroby, pripadne
rozkladnych produktov pri zatazovych skaskach.

Pri zistovani a overovani Struktiry neznamej skimanej latky je potreba mat nalezite
analytické znalosti, napriklad pri hodnoteni vyslednych hmotnostnych spektier u hmotnostne;j

spektrometrie a nasledne si zavery este overit’ d’al$imi analytickymi metodami, napr. NMR.
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2 TEORETICKA CAST
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2.1 CHROMATOGRAFIA

Chromatografia je fyzikalno-chemickd separatnd metoda, ktorej podstatou je
rozdelovanie zloziek zmesi vzorky medzi dve fazy, a to fazou nepohyblivou (stacionarnou
fazou) a pohyblivou (mobilnou fazou). Tieto dve fazy sa od seba odliSuji niektorou
zékladnou fyzikalno-chemickou vlastnostou, napr. polaritou. Spolu s pohybujucou sa
mobilnou fazou je sustavou tiez unaSana vzorka. Delené zlozky vzorky (analytu) interaguju
v rdznej miere so stacionarnou a mobilnou fazou. Analyty, ktoré sa pttaji viac k stacionarne;j
faze, sa pohybuju pomalSie nez analyty, ktoré sa k stacionarnej faze putaji menej. Na zéklade

tohto principu dochadza k rozdel'ovaniu zloziek zmesi'.

2.1.1 Rozdelenie chromatografickych metod

Primérne sa daji rozdelit’ chromatografické metédy podl'a charakteru mobilnej fazy, tj.
na plynovu chromatografiu (GC) , kde je mobilnou fazou inertny plyn a na kvapalinovu
chromatografiu (LC), kde je mobilnou fazou kvapalina. Kvapalinovd chromatografia moze

. ’ v . ’ 7 : 72
byt’ realizovana v ploSnom usporiadani alebo v kolénovom usporiadani”.

Rozdelenie podl'a podstaty separaéného procesu:
* Adsorpc¢na chromatografia (Adsorption chromatography)

Podstatou separacie je rozdielna adsorbovatel'nost’ delenych latok na aktivny povrch
adsorbentu. Ako sorbenty sa najCastejSie pouzivaju silikagel (polarny kysly sorbent) a oxid
hlinity (polarny bazicky sorbent) alebo aj napriklad aktivne uhlie (nepolarny sorbent).

- Kvapalinova adsorpcna chromatografia (LSC — Liquid-solid column chromatography)
- Papierovad chromatografia (PC — Paper chromatography)
- Tenkovrstva chromatografia (TLC — Thin-layer chromatography)
- Plynova adsorpcna chromatografia (GSC — Gas-solid chromatography)
Naplinoveé kolony (Packed chromatography)

Kapilarne kolény (OTC — Open tubular chromatography)*"

12



* Jontovymenna chromatografia (IEC — Ion Exchange chromatography)
Ide ju realizovat iba ako kvapalinovi chromatografiu. Stacionarnou fazou su

iontomenice (ketaxy alebo anexy).

* Rozdelovacia chromatografia (Partition chromatography)

Je zaloZend na rozdielnej rozpustnosti delenych latok medzi kvapalnou stacionarnou
fazou a mobilnou fazou, ktord modze byt kvapalina alebo plyn. TakZe je zaloZena na
rozdielnych hodnotach rozdelovacieho koeficientu Kp=cyc, (cs acn Su rovnovazne
koncentracie zlozky v stacionarnej av mobilnej faze), priCom kvapalina pouzitd ako
stacionarna faza je zakotvena na vhodnom nosici.

- Kvapalinova rozdelovacia chromatografia (LLC — Liquid-liquid column chromatography)
- Papierova chromatografia (PC)

- Tenkovrstva chromatografia (TLC)

- Penova chromatografia (FC — Foam chromatography)

- Emulzna chromatografia (EC — Emulsion chromatography)

V plynovej rozdel'ovacej chromatografii sa jedna o separaciu v systému kvapalina
(zakotvena faza) — plyn (GLC) a podstatou separacného procesu je rozdielna rozpustnost
delenych latok unasanych nosnym plynom v kvapalnej staciondrnej faze.

- Chromatografia plyn — kvapalina (GLC — Gas-liquid chromatography)

Néplnové kolony

Kapilarne kolony (OTC)"*?

* Vylucovacia chromatografia (SEC — Size exclusion chromatography)

Je zavisla na rozdielnej priechodnosti molekuly latky kolénou naplnenou poréznym
materidlom (gélom). Malé¢ molekuly prenikaju do porov vsetkych velkosti, vicsie molekuly
iba do vécsich porov a velké molekuly, ktoré presahuji priemer porov, vychadzaju z kolony
bez akéhokol'vek zdrzania. Separdcia molekul je teda zavisld na rozmedzi velkosti poru
zvoleného gélu.

- Gélova filtracna chromatografia alebo gélova chromatografia (GFC — Gel Afiltration
chromatography)

- Gélova permeacna chromatografia (GPC — Gel permeation chromatography)

- Molekulové sita (Molecular sieves)z’3

13



* Afinitna chromatografia
Je =zalozend na Specifickych interakciach obvykle nevdzbovej povahy. Jeden
z partnerov sa pevne chemicky naviaze ako ligand na vhodny nosi¢ a tvori tak spolu s nim
stacionarnu fazu. Druhy z partnerov je obsiahnuty vo vzorke a za vhodnych podmienok je na
kolone Specificky naviazany nevdzbovymi interakciami prave na ten ligand. Po dokladnom
premyti kolony vhodnym roztokom (napr. fyziologickym roztokom) pre odstranenie vsetkych
zloziek neSpecificky (a teda vel'mi slabo) zadrZanych na kolone, sa nami poZadovana latka

eluuje vhodne vybranym roztokom — eluaénym &inidlom'.

14



2.2 PLYNOVA CHROMATOGRAFIA

Plynovéa chromatografia (Gas Chromatography - GC) sa d& charakterizovat' ako
fyzikélna metoda delenia, pri ktorej sa separované zlozky zmesi rozdelia medzi dve fazy —
stacionarnu (nepohyblivil) a mobilnu fazu obtekajicou fazu stacionarnu. Stacionarnou fazou
moze byt bud’ povrchovo aktivna tuha latka (adsorbent), potom ide o chromatografiu
plyn-adsorbent (GSC), alebo vhodna kvapalina zakotvend na nosi¢i — chromatografia
plyn-kvapalina (GLC). U plynovej chromatografie je teda vzdy pohyblivou fazou faza
plynova®*.

Plynova chromatografia sa vyuZiva hlavne na analyzu prchavych latok, ktoré sa
zahriatim prevedu na pary, pricom nedochadza k ich rozkladu. U latok, ktoré sa zvySenou
teplotou rozkladaja, je nutné pred GC analyzou podrobit’ analyzované vzorky chemickou
reakciou s vhodnymi derivatizacnymi Cinidlami (derivatizacia) za vzniku prchavych

derivatov analyzovanych latok®.

Schéma plynového chromatografu

Na Obr. 1 je zobrazend schéma plynového chromatografu, ktory sa sklada z tychto

hlavnych casti:

zosilnenie signalu

* Zdroj nosného plynu vzorka a spracovanie
i . regulator .
e Regulator prietoku prietoku :fg;';;?;:;ynu U
* Nastrekova hlava - — A],n“ [ ala
injektor R
chromatogram
* Chromatograficka N detektor
kolbna jednotlivych zloZiek
¢ Termostat | termostat
(vyhrievanie kolony)
* Detektor - ™\

* Vyhodnocovacie \chromatografické kolona

nosny plyn
(hélium/dusik/vodik)

zariadenie

Obr. 1: Schéma plynového chromatografir’.
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2.2.1 Zdroj nosného plynu, nosny plyn

Zdrojom nosné¢ho plynu je tlakovd nddoba naplnend zvycajne vodikom, dusikom,

héliom alebo argénom®.

Nosny plyn

Hlavnou tlohou nosného plynu je preniest’ vzorku kolonou. Je to mobilna faza, ktora
ma byt inertnd, ¢ize nesmie chemicky reagovat’ so vzorkou. Druhou ulohou je poskytnat
vhodnu matricu detektoru pre meranie zloziek vzorky’.

Vol'ba nosného plynu zavisi na typu detektoru, kolony, aplikacii a na bezpecnostnych
poziadavkach (vodik je explozivny). DoleZitym kritériom pre jeho vyber je takisto separacna
schopnost’ a rychlost’ prietoku. Vodik mé niZ§iu viskozitu, preto zaisti najrychlejsi prietok
mobilnej fazy a tym padom najkratsi cas analyzy. Kvoli bezpecnosti je vSak v mnohych
pripadoch voleny nosny plyn hélium ako volba optimalna®.

V Tab. 1 su zobrazené vlastnosti vybranych nosnych plynov pri 0 °C a 101,3 kPa a v Tab. 2

st uvedené nosné plyny preferované pre rozne detektory.

Plyn Hustota [g/dm3] Viskozita [uPa s]
H, 0,09 8,44

He 0,178 18,6

N, 1,25 16,58

Ar 1,78 21,2

Tab. 1: Vlastnosti nosnych plynov pri 0 °C a 101,3 kPd’.

Detektor

Nosny plyn

Tepelna vodivost’

Vodik, hélium

Plamenova ionizacia

Hélium, dusik alebo vodik

Elektronovy zachyt

Vel'mi Cisty dusik alebo argon, 5% methan

Tab. 2: Preferované nosné plyny u réznych detektoroch’.

Dalsim dolezitym faktorom je €istota nosného plynu. Neéistoty, obzvlast uhlovodiky,

znizuju citlivost’ a zhorSuji rozmedzie detekcie. Stopové mnozstvo vody a kysliku mézu

navyse rozkladat’ stacionarnu fazu, ¢o vedie k predéasnému znehodnoteniu kolony®.
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2.2.2 Regulator prietoku

Kontrola prietoku u nosného plynu je podstatou pre u¢innost’ kolon a pre kvalitativau
analyzu. Uginnost’ kolén zavisi na spravnej linedrnej rychlosti plynu, ktord moze byt 'ahko
stanovend meniacim sa prietokovym pomerom az do dosiahnutia maximalnych hodnot.
Typické optimdlne hodnoty st: 75 az 90 mL/min pre %4* (6,35 mm) vonkajSieho priemeru —
outside diameter (o0.d.) napliovych kolon, 25 mL/min pre 1/8* (3,18 mm) o.d. napliovych
kolon a 0,75 mL/min pre 0,25 um vnutorného priemeru — inside diameter (i.d.) kapilarnych
kolén. Tieto hodnoty st iba doporucené a preto optimalne hodnoty pre pouzité kolony moézu
byt stanovené experimentalne. Tiez to zavisi aj od pouzitého nosného plynu, u ktorych st
trochu rozdielne optimalne prietoky.

Pre kvalitativnu analyzu je podstatné mat’ konStantny prietokovy pomer, aby retenny
¢as mohol byt reprodukovany. Porovnanie retencnych casov je rychla a 'ahka technika pre
identifikaciu zli€enin. Treba mat’ na pamiti, Ze dve alebo viac zli€enin méZe mat’ rovnaky
retencny Cas. Takze retencné casy su charakteristické pre latku, ale nie unikatne. Je

samozrejmé, ze dobré regulovanie prietoku je podstatné pre tito metodu identifikacie’.

2.2.3 Nastrekova hlava - injektor

Injektor je vstupom analyzovanej latky do plynového chromatografu, kde zacina prva
faza chromatografického procesu. Nastrek latky sa najCastejSie robi pomocou Specialnej
injek¢nej striekaCky cez septum, ktoré oddel'uje vnutro injektoru od vonkajSieho priestoru.
Sucastou injektoru je sklenena vlozka (/iner), v ktorej dochadza vysokou teplotou k rychlemu
odpareniu vzorky a k sprdvnemu premieSaniu par vzorky s nosnym plynom. Medzi injektor
a kolonu je zaradeny rozdelovac toku (splitter), ktory umoznuje viest’ iba Cast’ odparenej
vzorky kolénou (splitovaci pomer, split ratio). Téato technika sa pouziva pri vysokych
koncentraciach vzorky. Technika néstreku bez splitu (splitless injection) sa pouZziva pri
stopovej analyze alebo pre analyzu zmesi latok, ktoré sa vyrazne lisia v bode varu'*'".

Objem vzorky pre analytickll prdcu zavisi na rozmeroch koldény a na selektivite

detektoru. Pre napliové kolony sa rozmedzie objemu vzorky pohybuje od 1 ul az do 20 pl.

Kapilarne kolony potrebuji omnoho menej vzorky — 0,01 plaz 1 pul ™.
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Vyber injektoru zavisi podl'a povahy analyzovanej vzorky.

Plyny alebo pary (spravidla sa davkuji plynotesnymi injekénymi striekackami o objeme 1 az
10 ml cez gumovu zatku do odparovacej komdrky) — Head-space davkovacie systémy
Head-space analyza je vynikajuca technika pre plynova chromatografiu na analyzovanie

prchavych latok. St dva typy injektorov:

Statické head-space davkovacie systémy obsahuji komoru termostatu, do ktorej sa vkladaja
uzavreté vialky obsahujuce pevné alebo kvapalné vzorky na vopred stanovent dobu, potrebnu
k ustadleniu rovnovahy prchavych zloziek vzorky medzi pevnou alebo kvapalnou fazou
a plynnou fazou. Po dosiahnuti tejto rovnovahy je uréené mnozstvo plynnej fazy z vialky
davkované do plynového chromatografu pomocou plynotesnej strickacky'?.

Dynamické head-space: zatial ¢o pri statickom head-space je odobrany iba podiel

z uzatvoren¢ho priestoru nad hladinou vzorky, pri dynamickom head-space je do priestoru
nad vzorkou privadzany inertny plyn, ktory potom prechadza sorp¢nou trubicou, v ktorej su
zachytené prchavé latky. Zachytené latky su potom prevedené na chromatografickt kolonu.
Vzorka sa moZe aj zahrievat’ ale potom sa sorp&na koléna musi chladit'>">.

Zéakladnym rozdielom medzi dynamickym a statickym head-space davkovacim systémom je,
ze u dynamického head-space systému sa uvolni viac prchavych latok zo vzorky, pricom
u statického head-space sa po dosiahnuti fazovej rovnovahy sa uz viac latky neuvolni.
Dynamicky head-space systém je preto viac citlivejsi.

Kvapaliny (ddvkuju sa injekénymi striekackami o objeme 1 az 10 pl) — rd6zne typy injektorov:
Injektory ,,ON COLUMN* — vzorka je vedend priamo do uzkej kapilary Specidlnou ihlou. Je
vhodna pre stopovl analyzu.

Injektory ,,SPLIT/SPLITLESS* — ddvkovanie do predvyhriatého davkovacieho bloku.

Split mode — pre vyssie koncentracie analytov. Cast’ vzorky sa ventiluje.

Splitless mode — pre nizke koncentracie analytov. Robustnej$i spdsob nastreku'*.

2.2.4 Chromatograficka koléna

% Napliiové kolény — st trubice z nerezovej oceli alebo skla naplnené granulovanym
adsorbentom pre GSC alebo nosicom so zakotvenou kvapalnou stacionarnou fazou pre GLC.

Analytické naplitové kolony maju vnutorny priemer 2 az 5 mm a dizku 0,5 az 5 m.”
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% Mikronapliiové kolony — st to moderné G¢inné napliové koldny, ktoré maji maly

priemer a obsahuju vel'mi malé ¢astice naplne (napriklad priemeru iba 10 um aj menej). Preto
je pri rovnakej dizke ako u beznej napliiovej kolony dosiahnuta vyssia uéinnost’ separacie®.

% Kapilarne kolony — st tenké kapilary vyrobené z kremenného skla a kvoli pevnosti st
potiahnuté filmom polyimidu. St stocené do Srubovice o vnltornom priemere kapildry nie
viac ako 0,5 mm a dizke 10 az 100 m. Funkciu nosi¢a zastavaju vniitorné steny kapilary, ktoré
st potiahnuté kvapalnou stacionarnou fazou™'".

o Vkoléonach WCOT (Wall Coated Open Tubular) je nosiCom stacionarnej fazy

vnutorna stena kapilary.

o Koloény SCOT (Support Coated Open Tubular) maji na vnltornej strane vrstvu nosica

so zakotvenou kvapalinou.

o Kolony PLOT (Porous Layer Open Tubular) maji na vnutornej strane tenka vrstvicku

porovitého materialu (napriklad oxidu hlinitého), ktora slazi ako adsorbent®.

Vyber idedlnej kolony pre dant analyzu do znacnej miery zavisi na Styroch faktoroch: polarita

stacionarnej fazy, dizka kolony, vnutorny priemer kolény a hrabka filmu fazy.

Staciondrna faza:
Nepolarne fazy su viac termostabilné ako polarne fazy. Na nepolarnych alebo stredne
polarnych stacionarnych fazach je dobré delit’ nepoldrne zliCeniny a zliceniny o strednej

polarite. Pre delenie polarnych zlagenin sa hodia polarne a stredne polarne fazy™'”.

Di%ka kolony:

Standardna dizka pouZivana pre visinu separacii je 25-30 m. To staéi na vysoka
ucinnost’ s relativne kratkym ¢asom analyzy. 15 m kolony sa pouZivaju pre rychle kontrolné
analyzy, ale taktieZ u latok s vysokou molekularnou hmotnostou. 60, 100 a 150 m kolony sa

v ey . . 7 1
pouzivaju pre vel'mi komplikované vzorky'”.

Vnutorny priemer (ID) kolony:
Vnutorny priemer kolony je nepriamo umerny jeho separacnej schopnosti. Cim mensi
priemer, tym vysSia uinnost’ (a teda aj vysSie rozliSenie), ale zaroven sa znizuje nosnost

(loading capacity)".
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Hrubka filmu fazy:

Hribka filmu stacionarnej fazy v kapilarnej kolone ovplyvituje Géinnost, nosnost,
uroven ,,krvacania“ a elu¢nu teplotu zmesi. Hrubka vrstvy 0,25-0,32 um je standardna hrabka
umoziujica kompromis medzi vietkymi vlastnostami'”.

Fazovy pomer (Phase ratio f3):

B faktor definuje vztah medzi vnutornym priemerom kolony a hrubkou stacionarnej fazy.

Hodnota sa vypocita uvedenym vzorcom:

B - Fazovy pomer
8 ID (um) ID Vnttorny ori Kol
R — - vnutorn ricmer Kolon
adf (um) P g
df - Hrabka filmu fazy'>'®

V Tab. 3 su uvedené vypocitané hodnoty B faktoru, ktoré pomahaji vybrat najvhodnejSiu
kolénu pre vybranu analyzu. Z tabulky sa da eSte vycitat, Zze hodnoty B su tiez uzitocné pri
zmene kolony s rozdielnym vnitornym priemerom a hrubkou filmu, pretoze kolony
s podobnym fazovym pomerom, ako to je vidiet na oznaCenych hodnotich P faktoru,

poskytuji velmi podobné retencné asy za rovnakych analytickych podmienok'’.

Tab. 3: Hodnoty J3 factoru'®.

Hodnota B Pouzitie

<100 vysoko prchavé, nizko molekularne zliceniny
100-400 Siroky sortiment zlicenin, univerzalne analyzy
>400 vysokomolekulové zlu¢eniny, stopové analyzy'’
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2.2.4.1 Stacionarne fazy

GSC - stacionarna faza (tuhy adsorbent) tvori napli alebo je nanesend ako porézna vrstva na
vnutornom povrchu kapilarnej kolony (PLOT).
Najcastejsie staciondrne fazy pre GSC:

- aktivne uhlie

- (isteny silikagel

- oxid hlinity

- molekulové sita [napr. K;2(Al0,)12(SiO2)12 . x HyO]

- makro porézny polymérny sorbent’

GLC - kvapalna stacionarna faza je zachytena na tuhom nosic¢i (ndpliové kolony, SCOT)
alebo je nanesena na vnutornej stene kapilary (WCOT).
Nosi¢mi stacionarnej fazy pre GLC st zrnité materialy so $pecifickym povrchom 0,4-1 m*/g

najcastej$ie na baze kremeliny. Nosi¢ nesmie vykazovat’ adsorpéné vlastnosti’.

V Tab. 4 su rozdelené kapilarne chromatografické kolony podla polarity firmou

Sigma-Aldrich a u vybranych koldn je napisané zloZenie ich fazy.

()
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— ()
2 “ = " 8
o | - oS | O | O
SIZl-|% <5282 8| |2|8|8|F
M| S| S|l 3| alalaa|@|a|q|q ]
[ IS o I W I T T = i < D - e < O IR I - VU B Wi I
n | Dl rn Ml rn nlDlwnlrnn nlelwnlwnlwrnnln
Nepolarna
koldna
Stredne

polarna koléna

Polarna kolona

Vysoko
polarna koléna

Tab. 4: Rozdelenie chromatografickych kolon podla polarity’.

21



SPB-Octyl — viazana faza, poly(50%n-octyl/50%methylsiloxan)

SPB-20 — viazana faza, poly(20%diphenyl/80%dimethylsiloxan)

PAG — viazana faza, poly(alkylene glycol)

SUPELCOWAX 10 — viazana faza, poly(ethylene glycol)

SP-2330 — neviazana faza, poly(80%biscyanopropyl/20% cyanopropylphenyl siloxane)'’

2.2.5 Termostat

Kolona je umiestnend v peci, ktora je temperovand na urcita teplotu. Teplota kolony
by mala byt dostatotne vysoka, aby zlozky vzorky prechadzali kolonou primeranou
rychlostou. Nemala by byt vSak vysSia ako teplota varu vzorky. Treba vediet, Ze kolona
pracuje v teplote, kde je vzorka v stave pary. U plynovej chromatografie teplota kolony musi
byt’ udrzovana okolo hodnoty rosného bodu (dew point) vzorky, ale nie u jeho bodu varu.

Pokial’ je teplota kolony behom analyzy vzorky konStantna, jedna sa o isotermalnu
analyzu. Pre analyzu multikomponentnych zmesi latok s rozdielnymi bodmi varu je vhodné
pouzit' teplotného gradientu, kde sa teplota kolony behom analyzy bude menit podla
vytvoreného teplotného programu. Vyhodou pouzitého teplotného gradientu je zlepSenie
tvarov chromatografickych pikov (zzenie signalov, vysSia citlivost’) a vyrazne skratenie

doby analyzy”'’.

2.2.6 Detektory v plynovej chromatografii

V plynovej chromatografii sa pouziva vela detektorov, kde kazdy z nich ma rozdielny
typ citlivosti a selektivity a podl'a toho mézu byt detektory rozdelené na:
a). Univerzalny detektor, ktory reaguje so vSetkymi zlaCeninami v mobilnej fazy
s vynimkou nosného plynu.
b). Selektivny detektor, ktory reaguje iba na ur¢ité skupiny latok'".

Poziadavky na detektor su: rychla odozva

vysoka citlivost’
selektivita
linearita odozvy

stabilita'®
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Teplota detektoru by mala byt’ vyssia ako je teplota plynu vychadzajtca z kolony, aby

sa zabréanilo kondenzacii 14tok na stenach detektoru'’.

V Tab. 5 su uvedené zakladné charakteristiky vybranych detektorov pouzivanych v GC.

TCD Reaguje, ak je teplotna vodivost' ina 1 ng/ml 10°
od nosného plynu .
Univerzalny a neselektivny.

FID Organické zluceniny. 1 pg(C)/s 10’
Neselektivny, takmer univerzalny.
ECD Elektronové zachytavanie zlucenin 10 fg/s 10t
ako su napriklad halogény.
NPD, TID, AFID Zltgeniny N a P. 1 pg(N)/s 10t
0,5 pg(P)/s
FPD Zluceniny P a S (N, As). 50 pg(S)/s 10°
2 pe(P)/s 10*
PID Aromatické zluceniny. 5 pg(C)/s 10
ELCD Halogény a S zluceniny. 1 pg(Cl)/s 10°
5 pg(s)/s 10*
AED Selektivne Castice. 0,1-50 pg/s 10*
MSD Latkovo selektivny, takmer 10752107 g/s 10°-10®
univerzalny.

Tab. 5:Siihrn niekolko typickych charakteristik beznych GC detektorov™”.

* Tepelne vodivostny detektor (TCD — Thermal conductivity detector)
Principom merania je rozdiel medzi tepelnou vodivostou nosného plynu

a analyzovanej latky”.

*  Hmotnostno-spektrometricky detektor (MSD — Mass spectrometry detector)
Principom je ionizacia neutrdlneho atomu ¢i molekuly za vzniku idnov aich
fragmentov, ktoré st dalej separované a detekované na zdklade pomeru m/z, kde m je

hmotnost a z je nboj i6nu (vid’ kapitola 2.3).

*  Plameriovo-ionizacny detektor (FID — Flame ionization detector)
Princip detekcie pomocou FID je zaloZeny na zlozitej chemiionizacnej reakcii
organickych latok v kyslikovodikovom plameni. Pri tejto reakcii sa z organickych latok
uvolfiuju i6ny, ktoré su nasledne detekované’:

CH+0O — CHO +e
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V Tab. 6 su napisané zluceniny, ktoré maji malu alebo ziadnu odpoved’ v FID.

He N> H,S NO CCl

Ar 0O, CS, N.O SiCly

Kr CcO COS NO; CH;SiCl3

Ne CO, SO, N,03 SiF,

Xe H,O SO3 NH; SiHCl;
HCN

Tab. 6: Zhiceniny s malou alebo Ziadnou odpovedou v FID’.

* Detektor elektronového zachytu (ECD — Electron capture detector)
Principom je ionizécia nosného plynu [ Ziarenim za vzniku ionizacného prudu, tj.
konstantného pridu pomalych elektronov?.

CX+e — CX +energia

* Termoionizacny detektor (TID — Thermionic detector)
Plameriovy ionizacny detektor so solou alkalického kovu (AFID — Alkali flame
ionization detector)
Dusikovo-fosforovy detektor (NPD — Nitrogen-phosphorus detector)
Principom je ionizdcia organickych latok v kyslikovodikovom plameni, ktory je
vedeny cez prstenec soli alkalickych zemin (CsBr, KCIl, Rb,SO4). Detektor je selektivny

predovietkym na zlu¢eniny obsahujuce vo svojej molekule dusik a fosfor”.

* Fotoionizacny detektor (PID — Photoionization detector)
Principom je ionizacia organickych latok fotonom a naslednd detekcia uvolnenych

elektronov’.
*  Plameriovy fotometricky detektor (FPD — Flame photometric detector)
Princip je zaloZeny na aktivacii organickych latok obsahujicich fosfor alebo siru

v kyslikovodikovom plameni. Aktivované latky emituju Ziarenie, ktoré je detekované®.

* Heliumionizacny detektor (HID — Helium ionization detector)

*  Ultrazvukovy detektor
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* Elektrolytic (Hall) conductivity detector (ELCD)
*  Atémovy emisny detektor (AED — Atomic emission detector)

»  Chemoluminiscenény detektor’

2.2.7 Vyhodnocovacie zariadenie
V sucasnej dobe sa vplynovej chromatografii spractvaju udaje zplynového

chromatogramu vyhradne pomocou pocitaca so Specidlnym programom k tomu urcenym,

ktory zaroven ovlada cely systém.
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2.3 PLYNOVA CHROMATOGRAFIA / HMOTNOSTNA SPEKTROMETRIA
(GC/MS)

Spojenie plynovej chromatografie a hmotnostnej spektrometrie kombinuje silu
vysokej schopnosti separacie zlacenin s vel'mi selektivnou a citlivou hmotnostnou detekciou.
Toto umoziuje ziskat’ informacie o $truktire neznamych latok™'®.

Hmotnostnd spektrometria sa zakladd na priamom merani pomeru hmotnosti
a elementarneho naboja m/z Castic analyzovanej latky. Tento pomer sa vyjadruje v atdmovych
hmotnostnych jednotkach (1 u= 1/12 hmotnosti izotopu uhlika '*C)".

Na Obr.2 je vyobrazend zakladnd schéma  spojenia plynovej chromatografie

a hmotnostnej spektrometrie.

ﬁ

_a—Dévkovacie zariadenie

Kapilarna koldna

lontovy zdroj

— Detektor
‘mﬁl—l -.—Zaostrovacie sosovk}

Hmotnostny analyzator

Nosny plyn Plynovy chromatograf Hmotnostny spektrometer

Toea! loe Checesat oarans

LA

Mass Spoctrum

—J—J—‘%

Déatova analyza

Obr. 2: Schéma zdkladného GC/MS systému'®.

Principom je teda najskor separacia analyzovanej vzorky medzi dve nemieSatel'né fazy
v plynovej chromatografii, kde st potom nasledne separované molekuly v hmotnostnom
spektrometri ionizované iontovym zdrojom. Ionizéaciou ziskavaju molekuly dostatok energie
na to, aby boli fragmentované na nabité Castice, usporiadané zaostrovacimi SoSovkami a na

zéklade ich m/z roztriedené v analyzatore a vyhodnotené detektorom.
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2.3.1 lontovy zdroj

Na to, aby bola vzorka molekuly analyzovana a detekovana hmotnostnou
spetrometriou, musi byt ionizovana. V spojeni GC/MS sa pouZziva elektronova ionizacia (EI)

alebo chemicka ionizécia (CI).

2.3.1.1 Elektronova ionizacia (EI)

Elektrénova ionizéacia patri medzi tvrdé ionizané techniky, pretoze sposobuje vysoku
fragmentaciu molekuly. Fragmentaciou vznikaji neutrdlne Castice, radikaly a nabité Castice,
z ktorych iba nabité Castice vstupuju do hmotnostného analyzatora Strbinou zaostrovacich
SoSoviek, kde st zoradené podla ich m/z. Vysok4 miera fragmentacie spdsobuje vytvorenie
viac fragmentov 16nov, ¢im sa lepSie potvrdi identifikacia analytu. Na druhej strane, mdze byt
obtiazna detekcia molekulového 16nu, ktory je Casto cielom analyzy MS v organickej chémii.
Elektronova ionizacia funguje tak, ze prud cCistych analytov opusta plynovy chromatogram
cez luce vysoko nabitych elektronov (70 eV) v hmotnostnom spektrometri. Tieto elektrony su
vytvorené zahrievanim kovového vldkna na dostatocne vysoku teplotu (obvykle wolfram) a su
pritahované k andde prechadzajuc pradom molekul analytu. Takto ddjde k odtrhnutiu
elektrénu z molekuly analytu a vznikne molekulovy 16n a nabité fragmenty.

Hodnota 70 eV bola zistena experimentdlne a spdsobuje najviac reprodukované spektra
a vo vysokom stupni fragmentacie. Tato hodnota ionizacie je vyS$Sia ako ionizacna energia
va&§iny organickych molekul (5-15 eV)'*2°,

V Tab. 7 st znazornené potencialy ionizacie niektorych latok. Ioniza¢na energia E;o, je

minimdlna energia potrebnd na uvolnenie elektronu; veli¢ina charakteristickd pre kazdu

molekulu.
Zlucenina Eion (V) Zlucenina Eion (V)

He 24,587 CH;-CH; 11,65
Ar 15,759 CH,=CH, 10,51
N, 14,533 Ce¢Hs 9,24
0, 12,075 CH;0H 10,85

H,0 12,6 CH;SH 9,44

CH, 12,7 CH;NH, 9,01

SiH, 12,2 CH;l 9,54

GeH, 10,53 Si(CH3), 9,8

Tab. 7: Potencidly ionizdcie niektorych latok’ .
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Elektrénova ionizdcia je nerealizovatelnda pri polarnych a chemicky nestalych

zlugeninach alebo pri zlugeninach s vysokou molekulovou hmotnostou'.

Typy 1onizaénych reakcii:

a. Samotna molekula (nedetekovand)

b. Tvorba negativneho 16nu (nedetekovany pomocou pozitivneho EIMS):
(A-B-C)
(A-B) + C’ a ostatné

c. Elektronova ionizacia: (A-B-C)™ +2e~

d. Rozkladnd ionizacia:

¢ +(A-B-C) — A’ + (B-C)" +2e

(A-B) + C"+2e
(A-B)"+ C" +2¢ ™ a ostatné

e. Rozkladnd ionizacia s preskupenim:
(A-O)" +B+2e
(A-C)+ B+ 2¢e”

f.  Mnohonésobna ionizécia:
(A-B-C)*" + 3¢~
(A-B)'+ C" + 3¢ a ostatné

r 7 sur , ’ 7 a s 2
I6ny detekované pozitivnou EIMS st znazornené tuénym pismom™.

2.3.1.2 Chemicka ionizacia (CI)

Na rozdiel od elektronovej ionizécie, v ktorej si molekuly ionizované prostrednictvom
interakcie s vysokou energiou elektréonov, v chemickej ionizécii ionizacia zavisi na zrazkach

i6nov a molekul.

V pozitivnej chemickej ionizacii je vzorka ionizovana reakciou sionmi vytvorenymi
vo velkom prebytku reagencného plynu relativne nizkej molekulovej hmotnosti, ako je metan,
isobutan alebo amoniak a tlaku 1 torr. AvSak niektoré iony reagenéného plynu su tvorené
sami reakciou i6n/molekula.
CHste — CHy" +2e”
CH4"" + CHs— CHs' + "CH;
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Iné st tvorené rozkladom

(CH3)3CH +e — (CH3)3CH+. +2e — (CH3)3CJr +H

V chemickej ionizécii je koncentracia molektl analytu menSia v porovnani
s molekulami reagen¢ného plynu. To znamena, Ze elektronovy 1€, ktory ma viac energie ako
ten pouzivany u elektronovej ionizacii (~200 eV) prednostne ionizuje reagencény plyn.
Molekuly analytu su preto viac ionizované 16nmi reagenéného plynu ako elektronového luca
(pradu). Vécsina i6nov reagencného plynu su silnymi darcami proténu a vznikaju
protonizované molekuly, ktoré majii hmotnost zvySent o 1 u oproti molekulovej hmotnosti
povodnej zluCeniny.

M+RH— MH"+R

Tato chemicka ionizécia je protonizdcia a je najpouzivanejSia v chemickej ionizacii.

Chemicka ionizacia sa Casto oznacuje ako mikka ioniza¢na technika, pretoze preda
podstatne menej energie molekule analytu ako interakcia s elektronmi vysokej energie. Tieto
16ny preto menej fragmentuji ako u elektronovej ionizécii. V dosledku toho je chemicka

. s g Vil w7z v s . . P r v . . 2
jonizacia uzitona pre uréenie molekulovej hmotnosti zli&eniny, ktora sa tazko zistuje u EI*.

V Tab. 8 su znazornené reakéné plyny pouzivané v chemickej ionizacii a ich charakteristiky.

Reakény plyn Afinita k protonu Reakény ion [6n skiimanej
(kJ.mol ™ latky
CH,4 536 CHs" MH"
H,0 724 H;0" MH', MH;0"
(CH3);CH 828 (CH3);C" MH"
NH; 858 NH," MH', MNH,"

Tab. 8: Reakcné plyny pouzivané v chemickej ionizdcii a ich charakteristiky”.

Dalgie ionizaéné techniky v pozitivnej chemickej ionizacii**:

Odstranenie vodika

Vymena naboja

Tvorba zluceniny

M+R"—RH+ M -H)"

M+R" —>R+M"

M+R'— (M +R)"
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Negativna chemicka ionizacia (NCI) ziskala miesto predovSetkym v analyze zivotného
prostredia vd’aka svojej vysokej selektivite a citlivosti pre celu radu zavaznych polutantov,
ktoré obsahuju skupiny schopné zachytu elektrénu. Su to predovSetkym halogenované latky,
ale aj latky nitrované a kyslikaté (derivaty poly aromatickych uhl'ovodikov, pesticidy).

Negativne 16ny pri chemickej ionizacii vznikajii interakciou molekuly s termalnymi

elektronmi, pripadne chemickou reakciou medzi ibnom a molekulou analytu:

Rezonancny zachyt elektronu M+e — [M]
Disociacny zachyt elektronu M+e — A+[B]
Tvorba ionovych parov M+e —[A]"+[B] +e¢

O tom, ktory proces prebehne, rozhoduje energia elektronu (70-250eV) emitovanych
z vldkna a redukované na potrebnii mieru zraZkami s neutrdlnymi molekulami reakéného
plynu (obvykle metanu). Vysledkom je ionizacia reakéného plynu alebo strata Casti energie
elektronu™.

Fragmentaciu vzniknutych iénov moze podstatne ovplyviovat’ okrem tlaku v iontovom zdroji
(0,1-1 torr), druhu reakéného plynu a elektrickom poli iontového zdroja aj teplota iontového
zdroja.

Proces zachytu elektronu je dej konkurencény, kde najviac negativnych i6nov vytvoria latky
s najvyssSou elektronovou afinitou a s najvyssou pravdepodobnost'ou zrazky.

Za pritomnosti vody moéze z molekuly analytu vznikat i6n deprotonovany na ukor
molekularneho i6nu®:

H,0 +e¢ — [OH] +H

Prenos protonu M +[OH] — [M-H] + H,O
Dalsie zaporne nabité idny mozu vznikat™:

Vymenou naboja M+[X] - [M] +X
Nukleofilnou adiciou M+ [X] — [MX]
Nukleofilnou substituciou AB +[X] - BX+[A]

2.3.2 Hmotnostné analyzatory

Hmotnostny analyzator sliZi k rozdeleniu i6nov podla ich pomeru m/z. Rozdiely
vykonnosti analyzatorov zavisia od dvoch parametrov:
- od hmotnostného rozsahu (od rozsahu, v ktorom sa méZu urcovat’ veli¢iny m/z)

. . 12,24
- od rozlisovacej schopnosti
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Hmotnostny analyzator je umiestneny za iontovym zdrojom (neutralne molekuly su uz
prevedené na i6ny) a pred detektorom (pred detekciou sa musia i6ny rozdelit’ podl'a m/z).
Separacia 16nov podl'a pomeru m/z sa d4 dosiahnut’ na zaklade rdznych fyzikalnych principov:
1. zakrivenie drahy letu i6nov v magnetickom alebo elektrickom poli — magnetické
analyzatory
2. rozna stabilita oscilacie i6nov v dvoj- alebo trojrozmernej kombinacii jednosmerného
a vysokofrekven¢ného napéitia — kvadrupdly a ionové pasti
3. rb6zna doba letu i6bnov v oblasti bez pol'a — analyzator doby letu — TOF
4. rdzna frekvencia harmonickych oscilacii v Orbitrapu
5. rézne absorpcie energie pri cykloiddlnom pohybe i6nov v kombinovanom
magnetickom a elektrickom poli — i6nova cyklotrénova rezonancia — ICR*

Separécia i6nov v analyzatore prebicha za vysokého vakua (cca 10°~10'" Pa)**.

2.3.2.1 Kvadrupdlovy analyzator

Zariadenie pozostava zo Styroch paralelnych ty¢i hyperbolického alebo kruhového
prierezu vytvarajuce hyperbolické kvadrupodlové pole. Tyce v diagonéle su navzajom spojené
a pripojené k zdrojom jednosmerného a radiofrekvenéného napitia. Vysledné napitie ma
konS$tantnu zlozku a zlozku, ktora sa meni. 16ny vzniknuté v iontovom zdroji sa prenaSaju
a rozdel'uju zmenou napétia na ty¢iach pri stadlom pomere konsStantnej a meniacej sa zlozky
napadtia.

Operacnd linia dana pomerom U/V umoziuje vybrat' oblast’ stabilnych drdh pre zvoleny
pomer U/V, ktora udava, pre ktoré hodnoty pomeru m/z je filter priepustny. Hodnotou
pomeru U/V sa da ovplyvilovat’ rozliSenie a citlivost’ filtru (pre U=0 je priepustnost’ 100 %,
rozliSenie 0).

Vicsina kvadrupdlovych analyzatorov pracuje v hmotnostnom rozsahu od 1u do 2000 u
aniektor¢ az do rozsahu 4000 u. Nevyhodou je teda diskriminacia i6nov s vySSou

molekulovou hmotnostou'>?.

2.3.3 Zber signalu

Existuju tri zakladne spdsoby:
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Rezim uplného spektra: zmeranie hmotnostného spektra v celom Studovanom rozsahu m/z.

Vysledky st kvalitativne a na identifikdciu mozno pouzit’ referenéné kniznice spektier.

Selektivny zaznam jedného alebo viac ionov (SIM, Selected Ion Monitoring): meriame iba
zévislost’ signdlu vybraného i6nu na ¢ase (alebo viac 16nov)

Selektivny zaznam jednej alebo viac ionovych reakcii (SRM, Selected Reaction Monitoring):

zaznamenava sa konkrétny monomolekulovy alebo bimolekulovy rozpad zvoleného
prekurzorového 16nu analyzovanej latky. Metdda je najvhodnejSia pre kvantitativne Stadie
s pouzitim vnutornych Standardov. Tento typ analyzy sa moze vykonat’ iba na zariadeniach
s analyzatorom s troma kvadrupdlmi za sebou, analyzatorom typu i6nova past’ alebo typu
cyklotronové rezonancia'***.

SIM a SRM su vhodné predovsetkym pre stopova analyzu, kde sa vlastne nejedna o meranie

hmotnostnych spektier, ale iba o zdznam signalu odpovedajuci nami vybranému a zndmemu

s 7 r r e 24
16nu alebo produkovanému fragmentovanému ionu™".

2.3.4 Detekcia signalu a spracovanie dat

Rozdelené i6ny analyzitorom sa konvertuji na elektrické signaly detekénym
systémom, fotonasobiCom alebo elektronovym nésobicom. Tieto signaly sa pred spdtnou
konverziou na digitadlne signaly zosililuja pre spracovanie udajov, ¢im umoziuji rozli¢né
funkcie, ako napriklad kalibraciu, rekonStrukciu spektier atd’.

Vietky fyzikalne parametre potrebné na fungovanie zariadenia ako celku riadi poitas'?.
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2.4 INTERPRETACIA HMOTNOSTNYCH SPEKTIER

Vyuzitie informécii o obecnych zdkonitostiach fragmentacie idnov roéznych tried
zlucenin umoziuje interpretovat’ hmotnostné spektrum danej zluceniny a na zéklade tohto
spektra urCit’ Struktiru neznamej zla€eniny.

Hmotnostné spektrum obvykle zobrazuje hmotnost” parentného i6nu a hmotnosti
produktovych i6nov vznikajucich po ionizécii a fragmentacii parentného i6nu.
Naucit’ sa interpretovat’ Struktiru jednotlivych latok na zdklade elektronovo-ioniza¢nych (EI)

hmotnostnych spektier je omnoho Fahsie ako z inych typov spektier®’.

2.4.1 Hmotnostné spektrum

Hmotnostné spektrd st vzdy uvadzané v normalizovanom tvare. To znamend, ze
najintenzivnejSej hodnote m/z spektra je priradend relativna intenzita 100 % a intenzity
ostatnych hodnét m/z sa dopocitaju. Okrem grafickej formy sa spektrum uvadza aj

v tabulérnej forme (presne uvedené intenzity,

ale malo prehladné pre interpretaciu), ako to je L T m/z %
znézornené na Obr. 3%, : 17 1,1
Pri  pouziti vac¢Siny ionizaénych technik 'g i 16 100
vznikajl 16ny s jednym elementarnym nabojom g — 12 iz
a preto hodnota na ose x odpovedd priamo ¢ 90— 13 81
hmotnosti 16nu. To vSak neplati v pripade :_‘%g & 12 _,1’:(1)
vzniku viacnasobne nabitych i6nov?. & :
Relativny vyskyt 16nov v zdzname spektra ]
zavisi na ich stabilite®’.

m/z 20

, 20
Obr. 3: Hmotnostné spektrum™. Osa y
znazornuje relativnu intenzitu v %, osa x

S S 21
znazornuje pomer hmotnosti a naboja m/z"".
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V hmotnostnom spektre je zaznamenavany kazdy dopadajici ioén. Preto v pripade
existencie prirodzenych izotopov prvkov obsiahnutych v molekule je dany 16n pritomny

niekol’kymi hmotnost'ami v zavislosti na hmotnosti izotopov, ako to ukazuje Tab. 9.

Zastupenie 1zotopov beznych organickych prvkov

Prvok “M* “M+2 Typ
m/z % m/z % m/z % prvku

H 1 100 2 0,015 — — “ME
0 16 100 17 0,04 18 02 [ “M+2c

F 19 100 — — — — “M
Si 28 100 29 5,1 30 34 [ <M

P 31 100 — — — — “M
S 32 100 33 0,79 34 44 | “MH2*
Cl 35 100 — — 37 32 “MH2
Br 79 100 — — 81 973 | “M+2c

I 127 100 — — — — “ME

Tab. 9: Zastipenie izotopov beznych organickych zlicenin®'.

2.4.2 Klasifikacia ionov

Podoba nameraného spektra vyrazne zavisi na sposobe ionizacie, preto je vzdy nutné
uvadzat’ akym sposobom a za akych podmienok bola molekula ionizovana. V pripade
elektrénovej ionizacie (EI) predstavuje i6n s najva¢Sou hmotnostou molekularny 16n radikal
M"™, v pripade chemickej ionizacie (CI) ién [M+H] alebo [M-H]. Do uvahy sa neberti
izotopické piky?’.

OE™ i6ny (Odd Elektron Ion) — obsahujui neparny poéet elektronov, su reaktivne, nestabilné.
EE" iony (Even Electron Ion) — obsahujii parny poéet elektrénov a st vseobecne viac
stabilné”’.

Poradie stability molekularnych iénov M

aromatické zlaceniny > konjugované olefiny> cyklické latky > sulfidy > nerozvetvené
uhlovodiky > ketony > aminy > estery > étery >karboxylové kyseliny > rozvetvené

uhlovodiky > alkoholy™
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2.4.3 Fragmentacia ionov

Je dolezité, aby procesy ionizéacie a fragmentacie prebiehali pri nizkom tlaku plynne;j
fazy, kedy sa zabrani vzdjomnym zraZkam i6nov a molekul. Fragmentacie i6nov prebiehaju
ako monomolekulové reakcie?'.

Stevenson-Audierovo pravidlo: pri monomolekularnom rozpade ionu OE™ [AB]™ mozu
teoreticky vznikat’ dve série ionu a radikalu: [A]" a B" alebo A" a [B]". Vznikne prevazne ién
s nizSou ionizanou energiou, presnejSie pomer intenzit idnov v spektre sa bude riadit’
pomerom ich ioniza¢nych energii [A]" : [B]" = IE(A) : IE(B).
Plati aj pre iony s EE" %,
Zakladné sposoby Stiepenia vizieb:

1. homolytické Stiepenie — z dvojelektronovej véazby ziskaji oba fragmenty po jednom

elektrone.

A-B — A*+ B

2. heterolytické Stiepenie — z dvojelektronovej védzby ziska oba elektrony jeden
fragmentovany 16n.

A-B-C" — A"+B=C

3. preSmykové reakcie — Stiepenie najmenej dvoch vizieb a vznik novej véizby. Ddjde

k prenosu urcitej skupiny na iné miesto molekuly.

A-B-C-D' — A-D +B=C?

Analyty su ionizované podla toho aké vlastnia elektrony:

n-elektrony (volny elektrénovy par — heteroatomy N, S, O, halogény) >
n-konjugované elektrény (aromaty) >

n-nekonjugované elektrony (alkény) >>

o-elektrony (alkany, C-C vézba) >

o-elektrony (alkany, C-H vizba)*’

2.4.3.1 Zakladné typy fragmentacie

Priame Stiepenie o vizby:
Stratou jedného elektronu z jednoduchej viazby dojde k jej vyraznému oslabeniu, ¢o Casto
vedie priamo k fragmentacii. Pre nasytené uhl'ovodiky je to energeticky najmenej narocny

proces.
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Stiepenie bude prednostne dochadzat’ v mieste rozvetvenia, pretoZe stabilita vznikajucich
16nov je v poradi: tercidrny > sekundarny > primarny. To umoziiuje urCit’ polohu rozvetvenia.
o-Stiepenie (iniciacia radikalovym centrom)
Hnacou silou je snaha neparového elektronu vytvorit’ elektronovy par. Neparny elektron je
donorom pre vytvorenie novej vazby so susednym atdmom, ¢o je doprevadzané Stiepenim
inej vizby na tomto atdme. Naboj ostava na rovnakom mieste, radikal migruje.
Schopnost’ radikdlovych centier iniciovat’ reakcie je zhodnd s ich schopnostou byt
elektronovym donorom: N > S, O, n, R>> Cl > Br>1
i-Stiepenie (iniciacia ndbojovym centrom)
Hnacou silou je pritazlivost’ elektrénového paru kladnym ndbojovym centrom. Je menej Casté
v porovnani s a-Stiepenim.
McLaffertyho preSmyk(p-stiepenie s preSmykom vodika)
V preSmykovej reakcii dochadza k vytvoreniu novej vizby na iny atdm a zaniku inej vizby
a naslednému uvol'neniu neutralneho fragmentu (dojde k preSmyku casti molekuly).
[ABCD]" " — [AD] "+ B=C
Pre uskuto¢nenie tohto preSmyku je potreba splnit’ tri zakladné podmienky:

1. 16n s neparnym poctom elektronov

2. zlucenina s dvojitou vizbou

3. pritomnost y-vodika®
2.4.4 Pravidlo parneho poctu elektréonov (Even-Electron Rule)

Je to pravidlo, ktoré uvadza, Ze z ibnov s parnym poctom elektrénov prednostne
vznikaju opat’ fragmenty i6nov s parnym poctom elektrénov. K vzniku kation-radikalov
sa vyZaduje energeticky vel'mi nevyhodné rozdelenie elektronového paru.

OE* - EE*+ R’ EE* - EE*+N

-  OE*+N (> OE*+R")

Fragmentdciou iénov sneparnym poctom elektronov moZu vznikat opat iony
s neparnym poctom alebo s parnym poctom elektrénov.
VSeobecne sd idny s parnym poctom elektréonov stabilnejSie ako s neparnym

a preto je v spektre vi¢$ina iénov s parnym poétom elektrénov?’.
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2.4.5 Obecny postup interpretacie EI spektier

a). Urgenie M, a overenie pravidiel pre M
1. Najvyssi m/z, 2. OE™, 3. Logické neutralne straty (zakazané straty 4—14, 21-25).
b). Urc¢enie M+2 prvkov — najskor Cl+Br, potom S+Si a nakoniec odhad O.
¢). Dusikové pravidlo.
d). Odhad po¢tu uhliku podla pomeru *C/"2C (aj pre fragmenty).
e). Urcenie aromatickej série m/z 2627, 38-39, 50-52, 63-65, 7578, 91 (izotopovy i6n) a 92.
f). Urcenie alifatickej série — 15, 29, 43, 57, 71, 85, 99 atd’.
g). Ngjdenie i6nov s neparnym poctom elektronov, identifikacia.
h). Série i6nov, logické straty.
1). Sumarizacia vSetkych informécii, dopocet hmotnosti, navrh Struktary (zvazenie vsetkych
potencialnych moznosti!).

j). Spitna kontrola navrhu $truktary, overenie meranim za rovnakych podmienok™.

2.4.5.1 Urcenie molekulovej hmotnosti (M,)

Pre uréenie ionu M plati:

1. I6n s najvys$Sou hodnotou m/z v spektre. [zotopické piky sa neberu v tvahu.

[6n s najvySSou hmotnostou ndjdeny v EI spektre vSak nemusi byt vzdy i6nom
molekuldarnym. Ak je molekula mélo stabilnd (ak je excitacné energia prili§ vysoka),
nemusi byt molekularny i6n v spektre pritomny.

2. Musi to byt i6n s neparnym poétom elektronov OE ™ (Odd Elektron)

3. I6n M™ obvykle poskytuje logické straty mensich neutrlnych molekul alebo
radikalov, napr. 15 (methyl), 18 (voda), 28 (ethylen alebo CO) a podobne. Nesmu sa
vyskytovat’ tzv. zakdzané straty z molekuldrneho i6nu (4—14 a 21-25). Tieto straty su
vysoko nepravdepodobné a ich pritomnost ukazuje na nesprivne urcenie

molekularneho i6nu®’.

2.4.5.2 Identifikacia M+2 prvkov

Pokial’ hmotnostné spektrum neobsahuje izotopické piky M+2 s intenzitou vicSou ako

25 % (vid’ Tab. 9), da sa spolahlivo vylucit’ pritomnost’ Cl a Br.
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3C1: YCl=M : M+2 =100 : 32 (pribliZne 3:1)
PBr: ¥"Br =M : M+2 =100 : 97,3 (priblizne 1:1)”’

2.4.5.3 Dusikové pravidlo

Toto pravidlo vychadza ztoho, ze dusik je jediny z beznych organickych prvkov,
ktory ma parne atdmové ¢islo a neparnu viazbovost'.
Pravidlo plati pre bezné organické prvky (C, H, N, O, F, Si, P, S, Cl, Br, I)
Zakladna formulacia plati pre M, a OE™":
Neparna molekulova hmotnost” M; = neparny pocet dusiku v molekule
Parna molekulova hmotnost’ M; = parny pocet dusiku v molekule alebo nula
Pre iony EE" je to presne naopak:
Neparna hodnota m/z znamena parny pocet dusikov alebo Ziadny; parna hodnota m/z
znamena neparny pocet dusikov?.

Dusikové pravidlo je zjednoduSene znazornené v Tab. 10.

Pocet dusikov m/z neparna m/z parna
0,2, 4, ... (parny pocet) EE" OE"
1, 3, 5, ... (neparny pocet) OE" EE"

Tab. 10: Dusikové pravidlo™.

2.4.5.4 0Odhad poctu uhliku podl'a pomeru 13C/12C

Pre odhad po¢tu uhliku v molekule je charakteristickd pritomnost °C (1,1 %) vedla
12C, pretoze existencia prirodzenych izotopov prvku v molekule udava, ze dany ion je

pritomny na niekolkych hmotnostiach v zavislosti na hmotnosti izotopov™.

2.4.5.5 Identifikacia ibnov

Charakteristickd je pritomnost’ niektorych i6nov znizkej oblasti spektra. Logicka
strata m/z 15, 29, 43, 57 atd. je typicka pre nasytené¢ uhl'ovodikové i6ny, strata 27, 41, 55 atd’.
odpovedd nenasytenému retazci alebo cyklickej Struktare, u pritomnosti kyslika su typické
iony 31, 45 atd’., pre aminy a d’alie dusikaté latky su typické straty 30, 40 atd™®.

V Tab. 11 st znazornené vybrané série funkénych skupin v porovnani s alkylovou sériou

(koeficient).
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Funk¢énd skupina Vzorec Koeficient m/z séria
Alkyl [CoHonni]" 0 15,29, 43, ...
Nitril [CoH2nNT" -3 40, 54, 68, ...
Alkenyl, cykloalkenyl [CoHoni]" -2 27,41, 55, ...
Aldehydy, ketony [C.H,,.,0]" 0 29, 43,57, ...
Aminy [CoHoqioNT +1 30, 44, 58, ...
Alkoholy, étery [C.H;,: 0] +2 31, 45,59, ...
Kyseliny a estery [C,,HZH_IOQ]+ +2 45,59, 73, ...
Thioly, sulfidy [C.H2n:1ST +4 33,47, 61, ...
Chloralkyly [C.H,.Cl] -8 35,49, 63, ...

Tab. 11: Vybrané funkéné skupiny a ich logické straty m/z ™.

2.4.5.6 Dalsie i6ny a ich logické straty

Fluor a jod:

- st monoizotopické
Pritomnost’ jodu sa da poznat’ podla straty 127 (I') — vynimo¢ne 128 (HI). Obvykle je
podozrenie o pritomnosti jodu dopredu znama vd’aka informéaciam o vzorke.
Fluor a jeho vizba na uhlik je pomerne pevnd. Na jeho pritomnost’ ukazuje strata m/z 20 (HF).
Fluorované latky podliehaju rozsiahlej fragmentacii.
Prefludrované latky maji rozsiahle fragmentacie, Casto bez molekularneho i6nu. Su

pozorované straty 31 (CF), 50 (CF,), 69 (CF3) ».

2.4.6 Ring plus Double Bonds Rule (¢islo nenasytenosti)

Udava pocet nasobnych vazieb alebo kruhov, pricom sa vychadza z predpokladu,
Ze uhlik je Stvorvazbovy, dusik je trojvazbovy, kyslik a sira sa dvojvazbové a vodik
a halogén st jednovazbové.
R+db=x-%y+%z+1
X = pocet atomov uhliku v molekule
y = pocCet atdbmov vodika a halogénov
Z = poCet atomov dusika

Potet dvojvazbovych atémov (0, S, ...) sa vo vypocte neprejavuje”.
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2.4.7 Interpretdcia hmotnostnych spektier spouZitim makkych
ioniza¢nych technik

Chemickou ionizaciou vznikaju molekuldrne iény v tvare [M+H]* alebo [M-H]-.
Nie su to kation-radikalové idny, takZe nevznikaja i6ény s neparnym poctom elektrénov
OE*". Preto sa pri interpretacii hmotnostnych spektier riadime pravidlami i6nov
s parnym poctom elektréonov EE*. Su stdlejSie a stabilnejSie ako OE*".
Ked’Ze mechanizmus vzniku i6nov moze byt odlisny ako pri elektronovej ionizécii, nedaji sa
preto uplatnit’ vSetky spominané pravidla.
Hmotnost molekulového iénu je na rozdiel od realnej hmotnosti navySena o hodnotu 1
pokial’ sa jednd o pozitivnu chemicku ionizéciu alebo zniZzend o hodnotu 1 pri negativnej

chemickej ioniz4cii.
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2.5 DALSIE METODY IDENTIFIKACIE NEZNAME] STRUKTURY

Medzi metddy identifikdcie neznamych molekal patria okrem uz spominanej

hmotnostnej spektrometrie aj d’alSie metody, ako napriklad:

2.5.1 Absorpc¢na spektrometria vo viditel'nej a ultrafialovej oblasti

Absorpcné spektra v UV oblasti (200400 nm) a vo viditel'nej oblasti (400—760 nm) sa
nazyvaju elektronové spektra. Elektromagnetické Ziarenie tychto vlnovych dizok spdsobuje
prechod elektronov do vyssich energetickych hladin. Exitaciou podliehaju najmai elektrony.

V UV oblasti absorbuju lieCiva obsahujuce skupiny s dvojnymi alebo trojnymi vézbami, tzv.
chromofory.

Vo viditel'nej oblasti absorbuji lieciva, ktoré maju v molekule niekol’ko konjugovanych
vézieb.

Poloha a intenzita elektronovych absorpénych péasov v spektre (tj. maxima a minima pri
ur¢itych vinovych dizok) je zavisla na $truktire analyzovaného lie¢iva, najmi typu a poétu
chromoforov v molekule. Pre dokaz totoznosti sa musia zhodovat’ od¢itané hodnoty spektra

analyzovanej latky s hodnotami UV spektra §tandardu®.

2.5.2 Luminiscen¢nd spektrometria vo viditel'nej a ultrafialovej oblasti

Fotoluminiscencia je proces, pri ktorom chemicka latka absorbuje foton vhodnej
vinovej dizky (primarne elektromagnetické Ziarenie). Takto sa excituje do vyssieho
energetického stavu. Po urcitej dobe dochadza k opdtovnému vyziareniu foténu (sekundéarne
ziarenie) a navratu molekuly na zakladnt energeticka hladinu. Ak latka emituje Ziarenie po
ukonéeni excitacie 10 az 10™ s, hovori sa o fluorescencii, ak emisia trva 10%az10'sa dlhsie,
hovori sa o fosforescencii.

Luminiscencia organickych molekal sa vyskytuje vacSinou pri molekuldch latok
s konjugovanymi dvojitymi védzbami (najmi pri aromatickych zlaceninach) a latkach
s rigidnou plandrnou multicyklickou $truktarou. Skupiny v molekule, na ktorych dochadza
k luminiscencii (fluorescencii) sa nazyvaji luminofory. Molekuly latok, ktoré obsahuju

. , r . ’ . 28,2
luminofory, st schopné fluorescencie a nazyvaju sa fluorofory™*’.
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2.5.3 Infracervena (IR) spektrometria

Infradervené Ziarenie (vlnoGty 13000-10 cm™) nemé dostatoénii energiu, aby pri
interakcii s molekulou zmenilo jej elektronovy stav — meni sa iba jej vibra¢ny a rotacny stav.
Pri absorpcii IR Ziarenia molekulami dochédza k zvySeniu ich Eyg (v plynovej faze aj Eror).
IR spektra poskytuji informacie o vibracnom pohybe molekuly, ktoré je mozné vyuzit’ pri
identifikécii latok a ur€ovani ich Struktary.

VIR spektrach sledujeme zéavislost' transmitacie alebo absorbancie na vlnocete
absorbovaného Zziarenia. Spektrum je pasové a pasy odpovedajii réznym typom vibracnych
prechodov. IR spektrum sa rozdel'uje na dve oblasti:

Oblast’ charakteristickych skupinovych vibracii - 40001000 cm™. oblast sa vyuziva pre
identifikaciu funkénych skupin v molekule.

Oblast’ obtlatku palca: 1000-400 cm™. Tu dochadza k deformadnej vibracii ovplyvnene;

struktarou molekuly a umoziiuje identifikovat’ konkrétnu latku™.

2.5.4 Ramanova spektrometria

Ramanové spektra, rovnako ako infraervené spektra poskytuju informaécie
o vibracnych a rotatnych pohyboch polyatomickych castic. Frekvencia normalnych
vibra¢nych médov zavisi na hmotnostiach atomov a na sile vdzby medzi nimi. Identifikacné
moznosti Ramanovej spektrometrie su zrovnatelné s potencialom infracervenej spektrometrie.
Rozdielom oboch technik je v intenzite spektralnych linii. V Ramanovych spektrach su
obzvlast' intenzivne pasy viacnasobnych symetrickych vézieb, to znamena, Ze
najintenzivnejSie pasy su pre symetrické vibracie.
Z hladiska kvalitativnej informécie je mozné porovnavat merané spektra Cistych latok
s kniznicami spektier a tak identifikovat’ latky. Ramanové spektrum je pre identifikaciu
vybornym ,,odtlackom palca®, ak st hlavne dodrzané podmienky, Ze Ramanové spektra boli
ziskané pre rovnaky fyzikalny stav latky. V porovnani s infracervenym spektrom je

Ramanové spektrum jednoduchsie a prehladnejsie”.
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2.5.5 Mikrovlnna spektrometria

Elektromagnetické vinenie o vinovej dizke 0,15 cm sa nazyva mikrovinnym Ziarenim.
Absorbovana energia odpovedd rotaénym prechodom na vysSie energetické hladiny.
Zo spektralnych udajov sa daji vypocitat’ momenty zotrvacnosti a z nich geometrické udaje

o molekulach. Metoda sa da pouzit’ iba u latok s malou molekulovou hmotnostou®”.

2.5.6 Nuklearna magneticka rezonanc¢na spektrometria (NMR)

Spektrometria NMR je zalozend na absorpcii vysokofrekvencného ziarenia vzorkou,
ktord je umiestnena v magnetickom poli. V stcasnosti je najdolezitejSou metddou pre
urCovanie Struktary organickych latok, ktoré obsahujii jadra snenulovym spinom, ktory
predstavuje vlastny vnutorny moment hybnosti. NMR teda Studuje jadra sjadrovym
kvantovym ¢islom 7= 1/2. Jadro rotuje okolo vlastnej osy a vytvara okolo seba magnetické
pole. Ak sa jadro ocitne vo vonkajSom magnetickom poli, jeho magnetické momenty mozu
zaujimat’ iba dve orientécie, o ktorych hovorime ako o spinovych stavoch a a . Spinovy stav
o je zhodny s orientaciou vonkajSieho magnetického pola a spinovy stav  smeruje proti
tomuto pol'u. Oba stavy s roznou orientaciou magnetického momentu voc¢i vonkajSiemu pol'u
sa li§ia svojou energiou, pri¢om viac jadier sa nachadza v stave a o nizSej energie. Cim vécsia
je intenzita vonkajSieho pol'a, tym vacsi je rozdiel medzi stavmi a a . Ak sa ocitne napriklad
vzorka obsahujice vodikové atomy vo vonkajSom magnetickom poli adodd sa
elektromagnetické vinenie o vhodnej frekvencii (oblast’ radiovych vin), protony sa excituja zo
stavu o do stavu B. Kazdy druh vodikovych atomov absorbuje energiu pri mierne odliSnej
frekvencii, v zavislosti na svojom chemickom okoli. Informacie, ktoré poskytuje NMR
o jadre 'H st cenné pre §iroké zastupenie vodika v anorganickych a organickych molekulach
i i6noch. Informécie o jadre "*C st vyznamné pre $tadium organickych molekul.

Ziskané¢ informacie su dvojakého druhu: informdacia o Struktare latky ainformadcia

. . 729 32
0 priestorovom usporladanl 93 .

2.5.7 Spektrometria elektronovej paramagnetickej rezonancie (EPR)

Elektronova paramagnetickd rezonancia je zalozend na absorpcii mikrovinného

ziarenia vzorkou umiestnenou v magnetickom poli.
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Nesparené elektrony v zlacenindch  (radikdloch) vykazuji magneticky moment.
V magnetickom poli o indukcii B sa rozstiepia energetické hladiny magnetického momentu
na hladinu a a hladinu B, podobne ako v NMR. Rozdiel v energii hladin je imerny indukcii
magnetického pol'a. Ak je v blizkosti nespareného elektronu jadro s magnetickym momentom,
dochadza k d’alSiemu Stiepeniu energetickych hladin. Pdsobenim elektromagnetického
ziarenia v mikrovlnnej oblasti mdze nastat’ absorpcia Ziarenia.

Metoda sa pouziva na Stadium Struktiry radikalov, predovSetkym organickych, na Stadium

v, . , . s . 1, 2
procesov §tiepenia molekul a vzniku i zaniku radikélov’.
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2.6 FYZIKALNO-CHEMICKE VLASTNOSTI BUTAN-1,3-DIOLU

Synonymada: 1,3-butandiol, 1,3-Butylene glycol, B-butylene glycol

Chemicky nazov
C.A.S cislo
Chemicky vzorec

Chemicka struktara

Molekulova hmotnost’

Popis
Pouzitie
Fyzikalne vlastnosti

Rozpustnost

Hustota
Teplota tuhnutia
Teplota varu

Teplota samovznietenia

Butan-1,3-diol
107-88-0
C4H,00, / CH;CHOHCH,CH,OH

OH

HO/\)\CH

90,12

3

bezfarebna, bez zédpachu, hygroskopicka, viskozna tekutina

rozpustadlo

neobmedzene mieSatelny svodou, acetonom, etanolom
a ClastoCne rozpustny v éteru. Je nerozpustny v olejoch.
Rozpusta vacsinu silic a syntetické aroma

1.004-1,006

-50 °C

207,5 °C

304 oC 3334

Butan-1,3-diol posobi lokalne dehydratacne. Ma aj baktericidny ucinok a spektrum jeho

posobenia zahriuje aj zadrodky vyznamné pre lokalnu antisepsu. Je Casto pouzivany ako

pomocnd latka bez drazdivého posobenia.

Aj pri jeho pouziti ako rozpuStadla u injekénych pripravkov nebola zistend Ziadna

neznasanlivost™.
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3 CIEL PRACE
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Rigordzna praca je pokratovanim mojej diplomovej prace®® a jej cielom je:
- podrobit’ oxidaciou butan-1,3-diol a pozorovat’ rozkladné produkty
- zistit’ molekulov Struktiru rozkladnych produktov
- zistit’ molekulovu Struktaru pozorovanych necistot alebo vedlajSich produktov pri

vyrobe butan-1,3-diolu.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
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4.1 CHEMIKALIE A PRISTROJE

4.1.1 Chemikalie

Butan-1,3-diol - Sigma Aldrich, CR
Methanol - Lichrosolv Merck, CR
Chloroform - Penta, CR

Peroxid vodika - Penta, CR

Cistena voda

3-hydroxybutanal - Sigma Aldrich, CR
Kyselina octova - Penta, CR
Acetonitril - Sigma Aldrich, CR
Kyselina para-toluensulfonova - Sigma Aldrich, CR
Tetrahydrofuran - Balex, CR

Ether - Lachema, CR

Chloroform - Penta, CR

Aceton - Penta, CR

Toluén - Penta, CR

4.1.2 Pristroje

Shimadzu Gas Chromatograph GC-2010 s FID

Shimadzu Gas Chromatograph GCMS-QP2010 Plus

Kolony: Supelcowax 10 FUSED SILICA Capillary Column: 30m x 0,32 mm x 0,5 um
film thickness, Supelco Inc., CR
Supelcowax 10 FUSED SILICA Capillary Column: 30m x 0,52 mm x 0,5 um
film thickness, Supelco Inc., CR

PC program: GCMS solution Version 2.50 SU3, Shimadzu
GC solution Version 2.30.00 SU7, Shimadzu

Analytické vahy AND, Japonsko

Viékuova odparka BUCHI R-114

Magneticka mieSacka

"H NMR a ">C NMR spektra - Varian Mercury Vx BB 300
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TLC - dosky Merck Kiesegel 60 F254
Stipcova chromatografia — stacionarna faza Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm)

4.1.3 Dalgie pomocky

kadicky, odmerné banky, varné banky s plochym dnom, odmerné valce, pipety, balonik
k pipete, automatické pipety, skimavky, laboratérne lyzicky, vialky, magnetické miesSadielko,

byreta
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4.2 PRIPRAVA VZORIEK

4.2.1 Zatazové skusky

POSTUP:
Vzorka butan-1,3-diolu a 3%, 10% a 20% peroxidu vodika a vody

Asi 1,0 g butan-1,3-diolu sa zmieSal a doplnil 3% peroxidom vodiku do 10 ml odmerne;j
banky po risku. Vzorka sa vystavila zatazovej skuSke. Po prebehnuti reakcie sa z roztoku
odobralo 0,5 ml vzorky do 10 ml odmernej banke a vzorka sa nariedila methanolom po risku.
Takymto sposobom sa postupovalo aj pri priprave vzorky butan-1,3-diolu s 10% a 20%
peroxidom vodika a vodou.

Vzorka 0,05% kyseliny octovej

0,5 ml kyseliny octovej sa v 10 ml odmernej banke nariedila methanolom po risku. Z takto
pripravenej vzorky sa eSte odobralo 0,1 ml vzorky a nariedilo sa v 10 ml odmernej banke
methanolom po risku.

Vzorka butan-1,3-diolu, 10% peroxidu vodika a kyseliny octovej

Postupovalo sa rovnako ako pri priprave vzorky butan-1,3-diolu a 10% peroxidu vodika, ale
eSte sa do roztoku pridalo 0,5 ml pripravenej vzorky 0,05% kyseliny octovej. Po zatazovej

skuske sa odobralo 0,5 ml roztoku a nariedilo methanolom v 10 ml odmernej banke po risku.

4.2.2 Reakcia butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu v réznych reakc¢nych
prostrediach

VZORKA (roztok  butan-1,3-diolu a  3-hydroxybutanalu v  prostredi methanolu
s koncentrovanou kyselinou sirovou)

POSTUP: Do vialky sa navazi asi 0,1 g butan-1,3-diolu aasi 0,1 g 3-hydroxybutanalu
(ekvimolarna zmes). Pridd sa 5 ml rozpustadla methanolu apar kvapiek (1 az 3)
koncentrovanej kyseliny sirovej (0,0008 g). Cela zmes sa necha 1 hodinu zahrievat' na
magnetickej mieSacke pri teplote 60 °C.

VZORKA (roztok butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu v prostredi methanolu a acetonitrilu
s kyselinou para-toluensulfonovou a koncentrovanou kyselinou sirovou)

POSTUP: Do vialky sa navazi asi 0,1 g butan-1,3-diolu aasi 0,1 g 3-hydroxybutanalu

(ekvimolarna zmes). Prida sa 2,5 ml rozpuStadla methanolu, 2,5 ml rozptstadla acetonitrilu
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s kyselinou para-toluensulfonovou a par kvapiek (1 az 3) koncentrovanej kyseliny sirovej
(0,0008 g). Cela zmes sa necha 1 hodinu zahrievat’ na magnetickej mieSacke pri teplote 60 °C.
Reak¢né prostredie

Kyseliny para-toluensulfonova v acetonitrile

Navazi sa 0,1100 g kyseliny para-toluensulfonovej do 25 ml odmernej banky a doplni
acetonitrilom po risku.

VZORKA (roztok butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu v prostredi tetrahydrofurdanu
a kyseliny para-toluensulfonovej)

POSTUP: Do vialky sa navazi asi 0,12 g butan-1,3-diolu a 0,083 g 3-hydroxybutanalu —
butan-1,3-diol je v nadbytku. Prida sa 5 ml pripraveného rozpustadla tetrahydrofurdnu
s kyselinou para-toluensulféonovou. Cela zmes sa nechd zreagovat’ pri obycajnej teplote alebo
sa nechd 1 hodinu zahrievat’ na magnetickej mieSacke pri teplote 60 °C.

Reak¢né prostredie

Kyselina para-toluensulfonova v tetrahydrofurane

POSTUP: Navazi sa 0,1100 g kyseliny para-toluensulfonove; do 25 ml odmernej banky
a doplni tertahydrofuranom po risku.

VZORKA (roztok  butan-1,3-diolu a  3-hydroxybutanalu v prostredi  acetonitrilu
a koncentrovanej kyseliny sirovej)

POSTUP: Do vialky sa navazi asi 0,12 g butan-1,3-diolu a 0,083 g 3-hydroxybutanalu —
butan-1,3-diol je v nadbytku. Pridd sa 5 ml rozpustadla acetonitrilu. Celd zmes sa necha
zreagovat’ pri obycajnej teplote alebo sa nechd 15 minit zahrievat na magnetickej mieSacke

pri teplote 60 °C.

4.2.3 Urcenie molekulovej hmotnosti a Struktdry skimanej necistoty

VZORKA (roztok produktu 1-(4-methyl-1,3-dioxan-2-yl)propan-2-olu v rozpustadle)
POSTUP: 37,5 mg produktu sa rozpustilo v methanole v 50 ml odmernej banke. Koncentracia
takto pripraveného roztoku bola 0,75 mg/ml.

VZORKA(roztok butan-1,3-diolu v rozpustadle)

POSTUP: do 25 ml odmernej banky sa navazi 37,5 mg butan-1,3-diolu a rozpusti v methanole.

Takto sa pripravi roztok o koncentracii 1,5 mg/ml.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA
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5.1 ZATAZOVE SKUSKY

Chromatografické podmienky:

GC
Teplota injektoru 200 °C
Nosny plyn He
Tlak 185,4 kPa
Rychlost’ 98,3 cm/sek
Split 1:3
Kolona:
Supelcowax 10
Dizka 30,0 m
Priemer 0,32 mm
Hrubka filmu 0,50 pm
Teplotny program
Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
— 110,0 4,50
5,0 150,0 2,00
MS
Teplota iontového zdroja 200 °C
Zatazové skusky s peroxidom vodika:
Obr.4,7,8 | Obr.9 Obr. 10, 11, 12
Rozmedzie detektoru 70-300 m/z | 50-300 m/z 70-400 m/z (59—400 m/z)
Napdtie na detektore zvySené o | +0,4 kV +0,25 kV +0,4 kV

Porovnavanie vysledkov rozkladného produktu a kyseliny octovej:

Rozmedzie detektoru

Napitie na detektore zvysSené o

50-400 m/z

+0,4 kV
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5.1.1 Zatazové skusky s peroxidom vodika

Na Obr.4 st znazornené chormatogramy butan-1,3-diolu pri zatazovej skuske

oxidaciou s 3%, 10%, 20% peroxidom vodika pri laboratornej teplote pomocou ionizacného

plynu isobutdnu, pri tlaku 80 kPa a napétia na detektore zvyseného o 0,4 kV. Vzorka s vodou

bola pouzita na porovnanie, ze piky vznikaji oxiddciou anie inym procesom, napr.

hydrolyzou.
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Obr. 4: Zatazova skuska butan-1,3-diolu s vodou a 3%, 10%, 20% peroxidom vodika za
laboratornej teploty (CI, isobutan, 80 kPa, +0,4 kV).

Vznikaju dve latky (pik 1 a 2), ktoré s rozkladnym produktom posobenim peroxidu

vodika. Na Obr. 5 a 6 su vidiet’ ich EI spektra pre urcenie ich Struktiry a na Obr. 7 a 8 su ich

CI spektra pre potvrdenie molekulového i6nu.
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Obr. 5: El spektrum latky 1 z Obr. 4.
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Obr. 6: El spektrum latky 2 z Obr. 4.
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Obr. 7: Hmotnostné spektrum latky 1 z Obr. 4 (CI, isobutan, 80 kPa, +0,4 kV).
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Obr. 8: Hmotnostné spektrum latky 2 z Obr. 4 (CI, isobutan, 80 kPa, +0,4 kV).

Obe vzniknuté latky maju niz$iu molekulovi hmotnost’ ako ma parentna latka. Z toho
je zrejmé, ze by sa mohlo jednat’ o oxidaciu OH- skupiny butan-1,3-diolu. Pomocou EI
spektier a kniznici spektier boli latky urcené ako aldehyd a keton. Chemickou ionizaciou sme
potvrdili ich molekulovy i6n ana zaklade kombinacie EI a CI spektier boli Struktury
identifikované ako 3-hydroxybutanal (latka 1) a 4-hydroxybutan-2-on (latka 2).

Po zvyseni teploty na 70 °C sa v priebehu ¢asu (72, 168 a 240 hodin) na chromatograme
(Obr. 9 a 10) objavila latka 3. Z chromatogramov je vidiet, Ze dochadza k poklesu plochy

piku 1 a teda latka 3 vznika pravdepodobne d’alSou oxidaciou latky 1.
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Obr. 9: Zatazova skuska butan-1,3-diolu s 10% peroxidom vodika pri teplote 70 °C a casoch
72 h, 168 h a 240 h (CI, methan, 300 kPa, +0,25 kV).
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Obr. 10: Zatazova skuska butan-1,3-diolu s 10% peroxidom vodika pri teplote 70 °C o casoch
72 h, 168 h a 240 h (CI, isobutan, 80 kPa, +0,4kV).

Na Obr. 11 je znazornena ¢ast’ chromatogramu z Obr. 10, kde novovzniknuta latka ma

retencny Cas 3,2 a nasledne na Obr. 12 a 13 st jej CI a EI spektra.
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Obr. 11: Cast chromatogramu pri zdtazovej skiske butan-1,3-diolu s 10% peroxidom vodika
pri teplote 70 °C a case 240 h (CI, isobutan, 80 kPa, +0,4 kV).
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Obr. 12: Hmotnostné spektrum latky s retencnym casom 3,2 z Obr. 11 (CI, isobutan, 80 kPa,
+0,4 kV).
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Obr. 13: EI spektrum latky s retencnym casom 3,2 z Obr. 11

o-

Z hmotnostného spektra sledovanej latky 3 na Obr. 12 je vidiet, Zze m/z odpoveda
hodnote 61 (M+H)". Pravdepodobne je tato latka kyselina octova, o sa este overilo pomocou
elektrénovej ionizéacie (Obr. 13), ktord bola urobena dodatocne. Pre potvrdenie tejto hypotézy

sa d’alej pokracovalo s pokusmi s kyselinou octovou.
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5.1.2 Porovnavanie vysledkov rozkladného produktu a kyseliny octove;j

Pik s retenénym c¢asom 3,2 na chromatograme (Obr. 14) znazoriiuje 0,05% kyselinu

octovu. Na Obr. 15 je jeho hmotnostné spektrum.

{x100.000)
([

3244

7.0
.0
5.0

4.0+

3.0+

2.0

1 o4

L T | T T T T | T T T T I T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
2.0 1.0 4.0 5.0 5.0 7.0 8.0

Obr. 14: Chromatogram 0,05% kyseliny octovej pri 70 °C a case 240 h (CI, isobutan, 80 kPa,
+0,4 kV).
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Obr. 15: Hmotnostné spektrum 0,05% kyseliny octovej z Obr. 14 (CI, isobutan, 80 kPa,
+0,4 kV).

Pri porovnani chromatogramu zatazené¢ho butan-1,3-diolu a chromatogramu kyseliny

octovej, ako je vidiet’ na Obr. 16, je latka 1 totozna s pikom kyseliny octove;.
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Obr. 16: Porovnanie chromatogramu zat’aZeného butan-1,3-diolu s 10% peroxidom vodika
pri teplote 70 °C a ¢ase 240 h a chromatogramu 0,05% kyseliny octovej pri teplote 70 °C
a case 240 h (CI, isobutan, 80 kPa, +0,4 kV).

Dal§im  experimentom sa butan-1,3-diol  zahrieval s10% peroxidom vodika
a 0,05% kyselinou octovou pri teplote 70 °C a case 240 hodin aby sa potvrdilo, ze sa
novovzniknuty pik kyseliny octovej zvacsil a nevykazoval znamky prekrytia dvoch pikov po
pridani 0,05% kyseliny octovej. Vysledny chromatogram na Obr. 17 ndm zndzoriiuje pik
s retencnym Casom 3,2 prisluhujuci kyseline octovej. Na Obr. 18 je znazornené jeho

hmotnostné spektrum pomocou chemickej ionizacie, kde m/z odpoveda hodnote 61 (M+H)".
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Obr. 17: Chromatogram butan-1,3-diolu s 10% peroxidom vodika a 0,05% kyselinou octovou
pri teplote 70 °C zahrievabého 240 hodin (CI, isobutan, 80 kPa, +0,4 kV).
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Obr. 18: Hmotnostné spektrum latky s retencnym casom 3,2 z Obr 17 (CI, isobutan, 80 kPa,
+0,4 kV).

Pri porovnani reten¢nych ¢asov a hmotnostnych spektier na Obr. 11 az 18 sa potvrdila
téza, Ze oxidaciou butan-1,3-diolu peroxidom vodika a naslednym zahrievanim (70 °C, 240 h)

vzniké molekula kyseliny octove;.
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5.2 URCOVANIE MOLEKULOVE] STRUKTURY NECISTOTY s relativnou
molekulovou hmotnost’ou 160

Pri rie§eni diplomovej prace’® sa zistilo, 7e pri analyze butan-1,3-diolu GC/FID sa
vyskytuji okrem samotnej zliceniny eSte dalSie tri latky, ktoré predstavuju vedlajSie
produkty vyroby, pripadne rozkladné produkty (necistoty). Chromatogram butan-1,3-diolu
a jeho necistot je zndzorneny na Obr. 19. Po urceni ich molekulovej hmotnosti, ¢o bolo

napliiou diplomovej prace, je hlavnou tilohou rigoréznej prace zistit’ ich molekulovu Struktaru.
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Obr. 19: Chromatogram butan-1,3-diolu a necistét (GC/FID)™.

Piky s reten¢nymi ¢asmi 11,4 a 11,6 na Obr. 19 maju m/z 119 (M+H)", ako to je vidiet
na Obr.20 a 21. Tieto dve latky st pravdepodobne izoméry a nevznikaju v priebehu
zdtazovych skusok, ako sa to zistilo v diplomovej praci Klary Spalovej®’.S najvicsou
pravdepodobnostou sa bude jednat o pribuzné latky so sumarnym vzorcom CegH40, a ich
Struktara bude odvodena od butan-1,3-diolu.

Pik sretencnym casom 9,8 z Obr. 19 je predmetom nasho skimania. Z rieSenia
diplomovej prace® sa zistilo, e ma m/z 161 (M+H)", ako to je vidiet' aj na hmotnostnom
spektre z Obr.22. Je to necistota, ktora pravdepodobne vznikd reakciou jedného
z rozkladnych produktov (3-hydroxybutanalu) so samotnym butan-1,3-diolom. Toto tvrdenie

sme sa pokusali overit’ v dal$ich krokoch rieSenia rigor6znej prace.
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Obr. 20: Hmotnostné spektrum latky s retencnym casom 11,4 z Obr. 19 (CI, isobutan, 80 kPa,

+0,4 kV).
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Obr. 21: Hmotnostné spektrum latky s retencnym casom 11,6 z Obr. 19 (CI, isobutan, 80 kPa,

+0,4 kV).
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Obr. 22: Hmotnostné spektrum latky s retencnym casom 9,8 z Obr. 19 (CI, isobutan, 80 kPa,
+0,4 kV).
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Aldehyd 3-hydroxybutanal je jeden zrozkladnych produktov butan-1,3-diolu
vznikajuci oxidaciou primarnej alkoholickej skupiny. Prave jeho reakciou s butan-1,3-diolom
vznikd pravdepodobne skimana necistota. Roznymi pokusmi sme sa toto tvrdenie snazili

dokazat a potvrdit’ tézu vzniku latky s retenénym ¢asom 9,8 z Obr. 19.

Reakcia:

- predpokladand reakcia 1,3-butandiolu a 3-hydroxybutanalu so vznikom vysledného

produktu
butane-1,3- dIU| 3- hydroxybutanal Q/

1-{4-methyl-1 ,3- dioxan-2-yl)propan-2-ol

Jeden z prvych krokov overenia hypotézy je zistenie najlepSich podmienok reakcie

butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu so vznikom ¢o najvicsieho narastu skimanej necistoty.
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Chromatografické podmienky: GC/FID

Injektor

Nosny plyn H,

Teplota injektoru 250 °C

Rychlost’ nastreku 150,0 cm/sek

Split 1:5

Kolona:

Supelcowax

Dizka 30,0 m

Priemer 0,53 mm ID

Hrubka filmu 0,50 pm

Teplotny program:

Reakcia butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu v roznych reakcnych prostrediach

Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
_ 110,0 4,50

20,0 210,0 5,50

Urcovanie molekulovej hmotnosti a Struktury skumanej necistoty

Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
- 90,0 4,50

5,0 200,0 3,50

Detektor

Teplota 300 °C
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5.2.1 Reakcia butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu v réznych reakénych

prostrediach

5.2.1.1 Methanol

Na Obr. 23 je vidiet chromatogram po reakcii butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu

v prostredi methanolu s kyselinou sirovou zahrievaného 1h pri 60 °C. Pik 1 predstavuje

3-hydroxybutanal a pik 2 predstavuje butan-1,3-diol.

Z chromatogramu je vidiet’, Ze sa skiimana latka v tomto reakénom prostredi neobjavila.

uV(x10,000)

0.5
0.0
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Obr. 23: Chromatogram reakcie butan-1,3-diolu (pik 2) a 3-hydroxybutanalu (pik 1) v

prostredi methanolu s koncentrovanou kyselinou sirovou zahrievaného 1 h pri 60 °C.

Po zmene kyseliny sirovej na kyselinu para-toluensulféonov, ako katalyzator priebehu

reakcie, sa zlepSilo reakéné prostredie. Toto prostredie vSak este stale nie je optimalne, ked'ze

nezreagovalo viacSie mnozstvo 3-hydroxybutanalu s butan-1,3-diolom, ¢o by viedlo k narastu

skimanej latky 3 na Obr. 24.

Uz po prvych pokusoch sme dospeli k zaveru, Ze naSa hypotéza vzniku necistoty bude

pravdepodobne spravna.

66



uV(x10,000)
] Chfdmatogram

4.5—5 2

4.0

5.0

138D

3.57

3.0

2.54

20— q]
&l o

"oJds T T 7 T80 0 T T T 4s T T 7T Tado T 7 T 4ds T T Tmin
Obr. 24: Chromatogram reakcie butan-1,3-diolu (pik 2) a 3-hydroxybutanalu (pik 1)
v prostredi acetonitrilu, koncentrovanej kyseliny sirovej a kyseliny para-toluensulfonovej
v methanole zahrievaného 1 h pri 60 °C. Pik 3 predstavuje skumanu latku.

5.2.1.2 Tetrahydrofuran

Pri d’alSich pokusoch sa zmenilo reakéné prostredie na tetrahydrofuran a reakcia sa
urobila ako za zvySenej tak aj pri laboratornej teplote, ako to je vidiet' na Obr. 25 a 26. Doslo
k nérastu skimanej latky 3.
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Obr. 25: Chromatogram butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu v prostredi tetrahydrofuranu
a kyseliny para-toluensulfonovej zahrievaného 1 h pri 60 °C. Pik 3 predstavuje skumanu latku.
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Obr. 26: Chromatogram butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu v prostredi tetrahydrofuranu,
kyseliny para-toluensulfonovej bez zahrievania. Pik 3 predstavuje skumanu latku.

Dospelo sa k zaveru, ze na to aby prebehla reakcia medzi butan-1,3-diolom
a 3-hydroxybutanalom v reakénom prostredi tetrahydrofuranu a vznikla tak skimana latka 3
z Obr. 25 a 26 staci laboratdrna teplota. Pri reakcii vzniklo dostacujice mnozstvo skiimane;j

necistoty, ale pokracovalo sa d’alej s pokusmi pri d’alSej zmene reakéného prostredia.

5.2.1.3 Acetonitril

Obr. 27 a 28 znazoriuji chromatogramy reakcie butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu
v prostredi acetonitrilu a kyseliny sirovej pri laboratornej teplote, kde reakcia prebehla
okamzite a pri teplote 60 °C. Pik 3 znazoriiuje vysledny reakény produkt, teda nasu skiimanu

latku.

Na to, aby vznikla skiimand latka v reakénom prostredi acetonitrilu nie je potrebné
d’alSie zahrievanie a reakcia prebehla uZz pri laboratornej teplote. Z chromatogramov (Obr. 27
a28) je wvidiet, ze pri reakcii nevzniklo tol’ko necistot ako v reakénom prostredi

tetrahydrofuranu.
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Obr. 27: Chromatogram butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu v prostredi acetonitrilu
a kyseliny sirovej pri laboratornej teplote. Pik 3 predstavuje skumanu latku.
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Obr. 28: Chromatogram butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu v prostredi acetonitrilu
a kyseliny sirovej pri teplote 60 °C zahrievaného 15 min. Pik 3 predstavuje skumanu latku.

Pri  hladani najlepSicho  reakéného  prostredia  reakcie  butan-1,3-diolu
a 3-hydroxybutanalu sa dospelo k zaveru, Zze ako najlepSie a najjednoduchsie reakcéné
prostredie na vznik vysledného produktu je prostredie acetonitrilu a koncentrovanej kyseliny

sirove] za laboratoérnej teploty. Pri porovnani reakéného prostredia tetrahydrofurdnu
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a acetonitrilu ndm pri reakcii butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu v prostredi acetonitrilu
nevznikalo tol’ko necistot ako v reakénom prostredi tetrahydrofuranu. Vyhodou je, ze reakcia

prebieha okamzite bez d’alSieho zahrievania.

5.2.2 Urcovanie molekulovej hmotnosti a Struktiry skimanej neCistoty

Prvym krokom pre urCenie molekulovej Struktiry skiimanej necistoty (produktu) bolo
jej oddelenie od butan-1,3-diolu. Najprv sme sa pokusili produkt oddelit’ pretrepavanim
v ethere, vode a chloroforme. Tento spdsob ziskania Cistého produktu nestacil, ked’ze sa nam
okrem butan-1,3-diolu stracal aj produkt. Preto sme pristapili k stipcovej chromatografii, kde
sme z jednotlivych frakcii eluatu ziskali ¢isty produkt. Ako mobilna faza bola pouzitd zmes
aceton:toluen v pomere 65:35. U takto ziskaného produktu sa jeho predpokladand Struktura

potvrdila pomocou NMR (vid’ Obr. 29 a 30).

L

Obr. 29: 'H NMR spektrum skiimanej necistoty.
'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 4.77 (t, J = 4.8 Hz, 1H, O-CH-0), 4.17 — 4.00 (m, 2H, O-CH,),
3.84 — 3.65 (m, 2H, 2xCH), 3.22 (bs, 1H, OH), 1.81 — 1.58 (m, 4H, CH,), 1.22 (dd, J = 6.2,
1.8 Hz, 3H, CH3), 1.17 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CH3).
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Obr. 30: °C NMR spektrum skiimanej necistoty.

C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 101.11, 101.08, 72.93, 72.89, 66.54, 66.52, 64.34, 64.25, 43.02,
32.82, 23.20, 23.17, 21.66.

NMR nédm potvrdila, ze skimany produkt je 1-(4-methyl-1,3-dioxan-2-yl)propan-2-ol.

Pre potvrdenie, ze vysledny produkt je naoza; hl'adanid necistota a ze ma rovnaké
retencné chovanie ako vo vzorke butan-1,3-diolu, sme k butan-1,3-diolu pridali 1% roztok
produktu 1-(4-methyl-1,3-dioxan-2-yl)propan-2-olu. Tento chromatogram sme porovnali
s chromatogramom samotného butan-1,3-diolu, ako to je vidiet' na Obr. 31.

Tymto porovnanim sme potvrdili, ze skimany pik naSej necistoty vzrastol

v rovnakom reten¢nom ¢ase a ze sa naozaj jednd o skiimanu necistotu.
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Obr. 31: Porovnanie chromatogramu samotného butan-1,3-diolu a chromatogramu
butan-1,3-diolu a 1% 1-(4-methyl-1,3-dioxan-2-yl)propan-2-olu (GC/FID).

Samotny produkt 1-(4-methyl-1,3-dioxan-2-yl)propan-2-ol sa podrobil dalSiemu
meraniu pomocou GC/MS. Na Obr. 32 az 37 s znazornené hmotnostné spektra pri porovnani
skiimanej latky a vysledného produktu 1-(4-methyl-1,3-dioxan-2-yl)propan-2-olu a taktiez
porovnané hmotnostné spektrd pomocou elektronovej ionizacie (EI) a chemickej ionizacie (CI)
s ionizacnym plynom methanolom alebo isobutdnom. Z hmotnostnych spektier je zjavné, ze
najlepSie hmotnostné spektrum je pomocou chemickej ionizdcie s ionizaCnym plynom
isobutanom. Nedochddza k tak velkej fragmentécii molekulového 16nu ako pri elektronovej
ionizacii. Molekulovy i6n pri chemickej ionizacii ma hodnotu m/z 161 (M+H)".

Okrem toho sa potvrdilo to, Ze spektrd necistoty butan-1,3-diolu a nami pripravenej
latky su totozné a na zaklade NMR a MS bola necistota v butan-1,3-diolu identifikovana ako

1-(4-methyl-1,3-dioxan-2-yl)propan-2-ol.

A Y\’/CHa

O OH

CH,
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Chromatografické podmienky:

ELEKTRONOVA IONIZACIA

GC

Teplota injektoru 240 °C

Nosny plyn He

Tlak 175,5 kPa

Rychlost’ 75 cm/s

Split 1:3

Kolona

Supelcowax 10

Dizka 30,0 m

Priemer 0,32 mm

Hruabka filmu 0,50 um

Teplotny program

Obr. 32

Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
_ 110,0 4,50

5,0 150,0 2,00

Obr. 33

Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
— 110,0 4,50

15,0 180,0 5,00

MS Obr. 32 Obr. 33

Teplota iontového zdroja 210 °C 200 °C

Rozmedzie detektoru 10-200 m/z 10-350 m/z
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Chromatografické podmienky:

CHEMICKA IONIZACIA
GC Obr. 34, 36 Obr. 35, 37
Teplota injektoru 200 °C 200 °C
Nosny plyn He
Tlak 185,4 kPa 132,1 kPa
Rychlost’ 98,3 cm/s 80 cm/s
Split 1:3 1:3
Kolona:
Supelcowax 10
Dizka 30,0 m
Priemer 0,32 mm
Hrubka filmu 0,50 um
Teplotny program
Obr. 34, 36
Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
_ 110,0 4,50

5,0 150,0 2,00

Obr. 35, 37
Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
— 110,0 4,50

15,0 150,0 6,00
MS Obr. 34 Obr. 35 Obr. 36 Obr. 37
Teplota iontového zdroja 200 °C 200 °C 200 °C 200 °C
Rozmedzie detektoru 50-300 m/z  50-330 m/z 70400 m/z 70-330 m/z
Napitie na detektore zvysSené o +0,25 kV +0,3 kV +0,4 kV +0,3 kV
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ELEKTRONOVA IONIZACIA
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Obr. 32: EI spektrum. Skumanda necistota butan-1,3-diolu bez pridania produktu.
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Obr. 33: EI spektrum. 100% I-(4-methyl-1,3-dioxan-2-yl)propan-2-olu (0,75 mg/ml).
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CHEMICKA IONIZACIA - ionizaény plyn methan

%
100_0_: . S |
] 89.0101.1
75.04 :
50_0_: 73.0
] 551
25.0 143.1
] | | | 161.1
ool—sqdn, Wb b w2zt ) L 772 2000 109 2402 2652 284,
500 750 1000 1250  150.0 1750 2000 2250 2500 2750  300.0

Obr. 34: CI spektrum. Skumana necistota butan-1,3-diolu bez pridania produktu (300 kPa,
+0,25 kV).
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Obr. 35: CI spektrum. 100% I-(4-methyl-1,3-dioxan-2-yl)propan-2-ol - 0,75 mg/ml (300 kPa,

+0,3 kV).
CHEMICKA IONIZACIA — ionizaény plyn isobutan
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Obr. 36: CI spektrum. Skumana necistota butan-1,3-diolu bez pridania produktu (80 kPa,
+0,4 kV).
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Obr. 37: CI spektrum. 100% I-(4-methyl-1,3-dioxan-2-yl)propan-2-ol - 0,75 mg/ml (80 kPa,

+0,3kV).
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6 ZAVER
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Butan-1,3-diol obsahuje tri nezname necistoty. Hlavnou tilohou rigor6znej prace bolo
urcenie ich molekulovej Struktury.

Vzhl'adom na to, ze necistot bolo v latke malo (na trovni 0,1 %), bolo potreba zvysit
ich podiel a tak sa butan-1,3-diol podrobil zat'azovej skuske oxidaciou peroxidom vodika. Pri
tomto pokuse vSak vznikali dva nové piky. Jednad sa o oxidaéné produkty alkoholickych
skupin butan-1,3-diolu - aldehyd (3-hydroxybutanal) aketon (4-hydroxybutan-2-on).
Struktira bola potvrdena na zaklade EI a CI spektier a porovnanim EI spektier s kniZznicou
spektier. Pri naslednom zvySovani teploty sa objavil d’alsi pik s hodnotou m/z 61 (M+H)" pri
pouziti chemickej ionizdcie. S vyuZitim chemickej a elektronovej ionizécie, na zéklade
porovnania hmotnostného spektra samotnej kyseliny octovej s hmotnostnym spektrom vzorky
skiimaného rozkladného produktu a taktiez zhodou ich reten¢nych ¢asov, bol rozkladny
produkt identifikovany ako kyselina octova.

Dve nezname latky o relativnej molekulovej hmotnosti 118, ktoré boli zistené
analyzou butan-1,3-diolu v diplomovej praci, nevznikaju oxidaciou (ani za inych stresovych
podmienok) a teda sa nejednd o rozkladné produkty ale o pribuzné latky. Na zéklade MS sme
sa onich dozvedeli, ze sa snajvicSou pravdepodobnostou jednd o izomérne dioly
so sumarnym vzorcom CgH;40,. Vzhl'adom k tomu, Ze hmotnostné spektra oboch latok su
takmer identické, nedd sa z nich odvodit’ presna Struktura. Ked’ze sme nevedeli vyrobit’ vicsie
mnozstvo latky, na urCenie ich Struktury sa nedali pouzit’ d’alSie techniky pre identifikéciu.

U dalSej nezname;j latky sa z jej CI-MS spektra a hodnoty m/z 161 (M+H)" dospelo
k hypotéze, ze by mohla vzniknut reakciou butan-1,3-diolu s 3-hydroxybutanalom.

Ako najlepSie prostredie pre reakciu butan-1,3-diolu a 3-hydroxybutanalu sa ukézalo
prostredie acetonitrilu a koncentrovanej kyseliny sirovej za laboratdrnej teploty.

Pre potvrdenie vyslednej molekuly sa porovnavali piky necistoty v samotnom butan-1,3-diolu
a reakéného produktu butan-1,3-diolu s 3-hydroxybutanalom a to ako pomocou elektronove;j
ionizacie tak aj chemickou ionizaciou.

Z nameranych vysledkov a potvrdenim molekuly pomocou NMR sa dospelo k zaveru, ze

skiimana necistota je 1-(4-methyl-1,3-dioxan-2-yl)propan-2-ol.

78



7 POUZITA LITERATURA

79



'Chromatografie, Wikiskripta [online] 2013 [cit. 2013-11-30]. Dostupne na
<http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Chromatografie&oldid=221806>

2Klimeé, J. a kol.: Kontrola 1é¢iv 1., Karolinum, Praha 2006

3Grob, R., L., Barry, E., F.: Modern practice of gas chromatogramy 4th ed., Wiley-Interscience, New Jersey
2004

* Pospisil, M.: Instrumentalni metody vyzkumu a analyzy I, Vydavatelstvi CVUT, Praha 1993

>Schéma GC, Wikipedia [online] 2011 [cit. 2013-12-07]. Dostupné na
<http://sk.wikipedia.org/wiki/Subor:SchemaGC.png>

6Plynové1 chromatografie, Ustav konzervace potravin, Fakulta potravinaiské a biochemické technologie, Vysoké
Skola chemicko-technologicka, Praha [online] 2012 [cit. 2013-12-07]. Dostupné na

<http://www.vscht.cz/ktk/www 324/lab/texty/gc/GC.pdf>

" McNair, Harold M., Miller, James M.: Basic Gas Chromatography, John Wiley&Sons, Inc., New York 1998

¥Plynovéa chromatografie, Aplika&ni list: Specialni plyny, Linde Gas a.s. [online] 2019 [cit. 2013-12-07].
Dostupné na
<http://www.linde-gas.cz/internet.lg.lg.cze/cs/images/PlynovaChromatogr 4 6 200979 15729.pdf>

Koplik, R.: Plynovéa chromatografie, Ustav analyzy potravin a vyzivy, Vysoka skola chemicko-technologicka,
Praha [online] 2012 [cit. 2013-12-07] Dostupné na <http://web.vscht.cz/~koplikr/%c4%8c%c3%alstA6 3.pdf>

' Literak J., Plynova chromatografie, Ustav chemie, Masarykova univerzita [online] 2009 [cit. 2013-12-07].
Dostupné na<http://cheminfo.chemi.muni.cz/chem_sekce/predmety/C7300/GC/uvod.pdf>

" Yuwono, M., Indrayanto, G.: Gas Chromatography System Instrumentation, Airlangga University, Surabaya,
Indonesia, edited in Encyclopedia of chromatography by Jack Cazes 2004

12 yestnik: Slovensky liekopis, prvé vydanie (SL 1), Obzor, Bratislava 2005
1 Sterba, K., a kol.: Moderni postupy vyuzivané p¥i piipravé vzorki pro stanoveni alkoholuii, esterti a kyselin

v pivu, Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, Vysoka §kola chemicko-technologicka [online] 2010 [cit. 2013-
12-07]. Dostupné na < http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2011 08 603-610.pdf>

' Balikové, M.: Plynovéa chromatografie: Aplikace v toxikologii, 1. LF UK, Praha [online] 2006 [cit. 2013-12-
07]. Dostupné na <http://www.If1.cuni.cz/Data/files/Toxikologie/GC%20aplikace%20v%?20toxikologii.ppt>

% Selecting a GC Column, Labhut [online] 2013 [cit. 2013-12-07]. Dosteupné na
<http://www.labhut.com/education-centre/compatibility-guides/gc-columns/selecting-gc-column.html>

'® Phase ratio, SGE Analytical Science [online] 2013 [cit. 2013-12-07]. Dostupné na
<http://www.sge.com/support/training/columns/effect-of-film-thinkness/phase-ratio->

' GC Column Selection Guide, Sigma-Aldrich Co. [online] 2010 [cit. 2013-12-07]. Dostupné na
<http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Supelco/General Information/t407133.Par.0001.File.tmp/t407

133.pdf>

"®Kager P., Syslova K., Pouziti GC/MS spektrometrie, Ustav organické technologie, Vysoka $kola chemicko-
technologicka [online] 2008 [cit. 2013-12-20]. Dostupné na <http://www.vscht.cz/kot/resources/studijni-
materialy/lab/c.pdf>

80



" Dunnivant, F. M., Ginsbach, J. W.: Gas Chromatography, Liquid Chromatography, Capillary Electrophoresis
— Mass Spectrometry: A Basic Introduction, Chemistry Department, Whitman Collage [online] 2011 [cit. 2013-
12-20]. Dostupné na <http://people.whitman.edu/%7Edunnivfm/C_MS_Ebook/Prelim/index.html>

29 Smith, R. Martin: Understanding Mass Spectra: A Basic Approach — 2nd ed., John Wiley & Sons, Inc., New
Jersey 2004

2'Kuruc, J.: Hmotnostna spektrometria, Katedra jadrovej chémie, Prirodovedecka fakulta. Univerzita
Komenského, Bratislava [online] 2007 [cit. 2013-12-20] dostupné na <http://bio.host.sk/HS.pdf>

2Hiibschmann, H., J.: Handbook of GC/MS, Wiley-VCH, Weinheim 2009
23Vre§t’a’1], J. a kol.: Hmotnostni spektrometrie, Vydavatelstvi MU, Brno 1998
*Holgapek M.: Hmotnostni analizatory, Katedra analytické chemie, Fakulta chemickych technologii, Univerzita

Pardubice [online] 2013 [cit. 2013-12-20]. Dostupné na
<http://holcapek.upce.cz/teaching/03 HmotnostniAnalyzatory.pdf>

Holgapek M.: Prednasky: Interpretace spekter, Katedra analytické chemie, Fakulta chemickych technologii,
Univerzita Pardubice [online] 2013 [cit. 2014-01-31]. Dostupné na<http://holcapek.upce.cz/vyuka-ms-org-

anal.php>

27achaf, P., Sykora, D.: Pravidla interpretace MS, Ustav analytické chemie, Vysoké $kola chemicko-
technologicka, Praha [online] 2007 [cit. 2014-01-31]. Dostupné na
<http://www.vscht.cz/anl/cach2/MS/pravidla interpretace MS 2007.pdf>

?’Simek, P.: Zaklady interpretace hmotnostnich spekter 1, Biologické centrum AV CR, Ceské Budejovice
[online] 2007 [cit. 2014-01-31]. Dostupné na
<http://alfa.bc.cas.cz/doc/ekotech/study/2012 EKOTECH SimekP 6-MS1.pdf>

2 Vojtylova, T.: Diplomova praca, Ustav chémie, Prirodovedecka fakulta, Masarykové univerzita [online] 2008
[cit. 2014-02-01]. Dostupné na http://is.muni.cz/th/106007/prif m/diplomova praca_Vojtylova.pdf

¥ Koller, L.: Analytick4 chémia, Technick4 univerzita v Kogiciach [online] 2012 [cit. 2014-02-01]. Dostupné na
http://bio.host.sk/analit.pdf

¥ Milde, D.: Vibra¢ni spektrometrie, Katedra analytické chemie, Pfirodovedecka fakulta, Univerzita Palackého
v Olomougci [online] 2012 [cit. 2014-02-01]. Dostupné na http://ach.upol.cz/user-files/intranet/06-im-ir-

1351625867.pdf

*! Dendisové, M. a kol.: Ramanova spektrometrie, Ustav analytické chemie, Vysoké $kola chemicko-
technologicka [online] 2013 [cit. 2014-02-01]. Dostupné na http://www.vscht.cz/anl/lach2/RAMAN.pdf

32 Waisser, K., Pour, M.: Organicka chemie II, Karolinum, Praha 2000

*International Labour Organization, Butane-1,3-diol [online] 1997 [cit. 2014-01-05]. Dostupné na
<http://www.ilo.org/dyn/icsc/showcard.display?p lang=en&p card id=1182>

3*Institut of medicine of the national academies: Food Chemical Codex 5,2004

*>SPC Otobacid N [online] 2014 [cit. 2014-01-05]. Dostupné na
<http://www.sukl.cz/modules/medication/detail.php?code=0084700&tab=texts>

K ugnir, J.: Diplomova praca, Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv, Univerzita Karlova,
Farmaceuticka fakulta, Hradec Kralové 2010

81



37 Spalové, K.: Diplomova prace, Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1&&iv, Univerzita Karlova,
Farmaceuticka fakulta, Hradec Kralové 2008

82



