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1. Uvod

Cilem této prace je syntéza vysoce fluorovanych chlormravenc¢and pro derivatizaci
mastnych kyselin a jejich perfluorovanych analogli v plynové chromatografii.
Perfluorované organické kyseliny patfi mezi polutanty, kterym je v posledni dobé
vénovana zvySena pozornost. V prostiedi se vyskytuji v koncentracich ¢asto pod 1 ng/l,
coz je ¢ini obtizn¢ detegovatelnymi béznymi metodami typu GC-ECD, GC-MS nebo
HPLC-UV-VIS. K jejich detekci se obecné pouzivaji citlivgjsi, ale neporovnatelné
drazsi metody typu HPLC-MS-MS ¢i GC-MS-MS. Aplikace vysoce fluorovanych
chlormravencani ma vést ke zvyseni citlivosti stanoveni perfluorovanych kyselin tak,

aby je mohly stanovovat bézné vybavené laboratofe.



2. Teoreticka cast

2.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je separa¢ni metoda, ktera k separaci plynd a par vyuziva
dv¢ heterogenni faze. Mobilni fazi je zpravidla inertni plyn. Staciondrni fazi je nejcastéji
kapalina zakotvena na inertnim nosic¢i, mén¢ ¢asto povrchove aktivni sorbent. Distribuci
mezi fazi stacionarni a fazi mobilni dosdhneme separaci latek ve vzorku. Interakce
molekuly plynu a stacionarni faze je realizovana riiznymi druhy mezimolekularnich sil
vedoucich k sorpci a difuzi.

Retenc¢nicharakteristiky

Latky studované metodou GC lze kvalitativné charakterizovat tzv. retencnimi
charakteristikami. Zakladnimi reten¢nimi charakteristikami jsou:

tm — mrtvy retencni Cas odpovida primémé dob¢, kterou molekuly analytu stravi v
mobilni fazi (u GC-ECD davkovanim vzduchu)

tr — retencni Cas je celkova doba, po kterou molekuly analytu setrvavaji v kolong¢;
presnéji v méficim systému od mista nastiiku do mista detekce

tr” — redukovany retenc¢ni ¢as odpovida primérmé dobé, kterou stravi molekuly
analytu ve staciondrni fazi

tR"= tr-tm

k — reten¢ni faktor je pomér Casu, ktery stravi molekuly analytu ve stacionarni fazi a
Casu, ktery stravi v mobilni fazi, pouZziva se pro obecné vyjadieni retence a nezavisi na
rozmérech kolony

K=1r"/ tm

Detekce

Pro detekci se v plynové chromatografii vyuzivaji mnohé fyzikalni a chemické
vlastnosti separovanych latek a nosného plynu. Detektory mohou vyuZivat vlastnosti
ioniza¢ni, optické nebo elektrochemické a mnoho jinych. Detektory mizeme dale délit
na univerzalni, selektivni a specialni. Selektivni detektory méfi za konstantnich
vlastnostmi, které se od detektor vyzaduji jsou: stabilita zakladni linie, rychla odezva

detektoru na zmény slozeni mobilni faze, stabilni signal a citlivost [1,2].



Pii praci jsme pouzivali pouze ECD, MS a proto jsou dale uvedeny strucné

charakteristiky pouze téchto dvou detektort.

Detektor elektronového zachytu

Principem detekce ECD je zachycovani elektronti elektronegativnimi atomy,
funkénimi skupinami nebo molekulami. Pfitomnost analytu se projevi poklesem
ionizacniho proudu. ECD je velmi selektivni zvIasté k slou¢eninam obsahujicim atomy
halogent, fosforu, siry, olova, k nitroslou¢eninaim a aromatickym uhlovodikim. Jako
nosného plynu se uzivd dusiku, pfipadné argonu s pfimesi methanu, ktery potlacuje
prubéh nezadoucich reakci v detektoru. Jeho citlivost zavisi na elektronegativité atomu

a funk¢ni skuping a na jejich procentualnim zastoupeni v molekule [3].

Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr pouzity jako strukturné selektivni detektor plynového
chromatografu poskytuje informaci o vysledku separace komponent ve vzorku ve formeé
chromatogramu. Na rozdil od jinych detektort v GC jde o zdznam nespojity, hustota
bodi je dana rychlosti skenovani hmotnostniho analyzatoru. Kazdému bodu na
chromatogramu ndalezi hmotnostni spektrum charakterizujici slozeni plynné smési
vstupujici v daném c¢ase do iontového zdroje. Pro strukturni charakterizaci izkych z6n
latek eluovanych z kolony je nutno zvolit dostate¢nou rychlost skenovani, poskytujici
nekolik spekter béhem eluce zony. Vyhodné je pouzit rychle skenovatelnych
hmotnostnich detektort typu kvadrupdlového filtru nebo iontové pasti. Dulezitym
experimentalnim parametrem je zvoleny hmotnostni rozsah. Soucasné kvadrupolové
hmotnostni filtry a iontové pasti plné¢ vyhovuji narokiim GC s pouzitim kapilarnich

kolon a umoziuji zvolit sken 0,1 s pfi spojitém hmotnostnim rozsahu 35-500 m/z [4].



2.2 Derivatizace v plynové chromatografii

Plynovou chromatografii lze analyzovat pouze latky plynné a tékavé nebo latky,
které 1ze definovanym zpisobem pievést do plynné faze. EXistuje mnozstvi polarnich
latek, které nelze piimo méfit, v takovém piipadé se pouzije derivatizacni metody, tzn.
chemické reakce analytu s prisluSnym derivatiza¢nim ¢inidlem. Tim dojde ke zvysSeni
(mén¢ Casto sniZeni) jejich tékavosti a ke snizeni polarity, protoze mezimolekularni
polarni interakce jsou pfic¢inou jejich nizké tékavosti. Mezi derivatizacni reakce v GC
1ze zafadit esterifikace, silylace, a nékteré specialni reakce. Riizné derivatiza¢ni reakce

se hodi pro rizné analyty, nelze urcit zcela obecna pravidla derivatizace.

2.2.1 Esterifikace

Obecné se esterifikaci rozumi reakce alkoholu s kyselinou nebo jejim derivatem,
napf. anhydridem nebo amidem. Reakce ptiznivéji probiha v kyselém prostiedi, tedy za
katalytického piisobeni silné mineralni kyseliny, napt. kyseliny sirové. Stejné jako dalsi
derivatizacni metody zvySuje t€kavost derivatli a dale brani naptiklad izomeraci nebo
jinym efektim. Organické kyseliny jsou metodou GC ve vétSing piipadl analyzovany
po ptredchozi esterifikaci. Pro mastné kyseliny se nejcastéji  pouziva
alkylace(methylace). Esterifikace se ¢asto provadi zahfivanim s methanolem
Vv pfitomnosti kyselého katalyzatoru, napt. HCI nebo BF3. Pro lepsi detekci v GC-ECD

se misto methanolu pouziva trichlorethanol [5].

2.2.2 Silanizace

Silanizace, nejcastéji pak trialkylsilanizace, je nahrazeni aktivniho vodiku ve
skupinach -OH, -NH,, -NHR, -SH, -COOH za trialkylsilylovou skupinu. Nejstarsi a
nejpouzivanéjsi je trimethylsilylova skupina (TMS). Je lehce pfipravitelnd a zvySuje
tékavost,tepelnou stabilitu a GC symetrii ptivodni slou¢eniny. Nevyhodou je nachylnost
k hydrolyze  ¢i  solvolyze  alkoholy.  Dalsi  pouzivané  skupiny  jsou
dimethylsilylova(DMS), terc-butyldimethylsilylova, dimethylfenylsilylova, terc-

butyldifenylsilylova, trifenylsilylova,(pentafluorofenyl)dimethylsilylova a jiné [6].



2.2.3 Esterifikace chlormravenéany

Tento druh esterifikace, ktery je podrobné zkouman v poslednich 10-15 letech,
momentalné lezi v poptedi zajmu nékterych analytickych chemikt. Chlormravencany
byly znamy jiz na pocatku 20.stoleti v organické chemii jako zdroj takzvanych
smiSenych anhydridd, tyto vSak nebyly pro chromatografické ucely dale studovany. Od
poloviny stoleti byl zkouman potencial chlormravenc¢ant jako derivatiza¢nich ¢inidel -
NH,; a -COOH skupin. Do popfedi zajmu se dostaly diky snadné jednokrokové
derivatizaci derivati karboxylovych kyselin jako aminokyselin, hydroxykyselin a
dikarboxylovych kyselin [12]. V pocatcich testovani jejich derivatizacnich vlastnosti se
pozornost zaméfila na ty s nejjednodussimi  alkyly, tedy methyl-, ethyl- a
isobutylchlormravenéany [13]. Zvlastni skupinou chlormravenéani  jsou vysoce
fluorované chlormravencany, predevsim 2,2,3,3,4,4,5,5-oktafluorpentylchlormravenéan
(OFPCF), 3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-tridekafluoroktylchlormravenéan (TDFOCF),
2,3,4,5,6-pentafluorbenzylchlormravencan (PFBCF), 2-(2,3,4,5,6-
pentafluorfenoxy)ethylchlormravenéan (PFPECF) (Obrazek 1), jelikoz vyznamné

snizuji detekéni limit derivatizovanych analyti pro GC-ECD a to az na fmoly.

0] O
! !
OFPCF TDFOCF
0 F F 0 FF
! :
Cr  TO—CH, F cr " ~0—CH,CH,—0O F
F F F F
PFBCF PFPECF

Obrazek 1: Struktury vysoce fluorovanych chlormravenéanti (pIné nazvy viz Seznam

zkratek)



Doposud nejsou komeréné dostupné, ale byly jiz publikovany postupy jejich syntézy
(viz kap. 2.4). Chlormravencéany derivatizuji karboxylové kyseliny na prislusné estery,
alkoholy a fenoly na dialkyl estery kyseliny uhli¢it¢é aaminy na karbamidy. (viz
Obrazek 2) [7,10].

P 1 ?
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R/ “OH cr” No—R’ Ry” “O—R' 2
0
R—OH + % —_— E + HCl
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/ cr” ~O—R' ™SN"TNo—R'
Rz |
R,
T
Co = OFPCF, PFBCF, TDFOCF, PFPECF
cr” TO—R

Obrazek 2: Schéma derivatizaénich reakci chlormravenéant.

Dle studie [10] dosahuje nejlepsich derivatizacnich vysledkd z hlediska vSeobecné
aplikovatelnosti na rizné analyty OFPCF, zatimco PFBCF nachazi specifické uplatnéni
v analyze aminoalkoholi. Vyhodou provedené derivatizace chlormravencany je
rychlost, kdy celd reakce netrva déle nez deset minut. Navic Snadnéd syntéza, Siroka
aplikovatelnost a nizka cena otevira chlormraven¢anim cestu k mnoha stale jesté
neprobadanym zptsobim jejich vyuziti, napt. v klinické ¢i potravinarské chemii nebo k

monitorovani polutantii Zivotniho prostredi.
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2.3 Perfluorované kyseliny

Perfluorované slouceniny (PFC) jsou perzistentni organické latky, u kterych jsou
vSechny vodiky v alkylovém fetézci nahrazeny atomy fluoru. V zivotnim prostiedi se
pfirozen¢ nevyskytuji, jsou potencidln¢ Skodlivé a bioakumulativni. Mezi casto
zkoumané PFC patii skupina perfluorovanych kyselin (PFA), mezi které patii napft.
perfluorhexanova kyselina (PFHxA), perfluorheptanova kyselina (PFHpA) nebo
perfluoroktanova kyselina (PFOA). Mezi PFC dale tadime perfluoroktansulfonat
(PFOS) a perfluoroktansulfonylamid (PFOSA).

Typicka struktura PFA ma linedrni fetézec se 4 az 13 atomy uhliku:

F—(CFy)n—-X,kden=3-13a X = -OH, -COOH, -SO3H, -SO;NH;

Perfluorované organické slouceniny maji zcela odliSné fyzikdlni, chemické a
elektronegativitou fluoru, ktery s uhlikem tvofi silnou vysoce polarizovanou kovalentni
vazbu (stfedni energie vazby C-F pti 25 °C je 441 kJ/mol). Vzhledem k vysoké energii
vazby jsou témét vSechny z organickych fluorovanych sloucenin odolné vici hydrolyze,
fotolyze, biodegradaci a procesim v metabolismu. Perfluorované kyseliny jsou velmi
silné, napiiklad nahrazenim atomi vodiku u kyseliny oktanové za atomy fluoru na
kyselinu perfluoroktanovou se snizi pK, z 4,89 na 0,35.

PFC, nejcastéji ve formé¢ alkylsulfonamidii a amidd, jsou vyuzivdny v mnoha
primyslovych oblastech (napf. v textilnim primyslu, papirenstvi, nebo v zeméd¢lstvi).
Déle se pouzivaji jako zmekcovadla, v mazacich olejich, natérovych hmotach, lestidlech
a jako slozky protipozarnich pén. Specidlni hasici pény obsahuji nékteré perfluorované
latky (konkrétné soli perfluoralkansulfonovych kyselin), které podporuji tvorbu vodni
pény (aqueous film forming foam, AFFF).

PFOA se pouziva jako pomocné Cinidlo pii vyrobé polytetrafluorethylenu (PTFE)
znamého spiSe pod nazvem Teflon. PTFE je také soucasti rliznych laboratornich
pomucek, jako jsou napf. SPE kolonky, tésnéni a hadicky. PFOA pak miZe byt
pfitomna ve stopovych mnozstvich v téchto produktech.

Perfluorované latky se pramyslové vyrab&ji 2 riznymi zpuisoby. Prvnim z nich je
proces elektrochemické fluorace, pfi némz dochdzi k nahrazeni vSech atomii vodiku v
uhlovodikovém fetézci atomy fluoru uc¢inkem elektrického proudu. Je to celkem levna

metoda, kterou 1ze ziskat smé&s pievazné linearnich izomeri, rozvétvenych izomert (15
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az 30 %), ale také necistot s krat§im fetézcem. Druhym dulezitym vyrobnim procesem
PFC je telomerizace, ktera& vychazi =z reakce pentafluorjodethanu s

tetrafluorethylenovymi oligomery za vzniku smési perfluoralkylderivata [2,3].

2.4 Syntéza fluorovanych chlormravenc¢ant

Fluorované chlormravenéany jsou velmi reaktivni a nestabilni, stale jést¢ komeréné
nedostupné, a proto je vyhodné je pfipravovat v malych mnozstvich v pravidelnych
intervalech (optimalné dvoumési¢nich). Nastésti je jejich syntéza v dnes$ni dob¢ rychla,
nendkladnd a bezrizikova s vysokymi vytézky pozadovaného chlormravenc¢anu.Pivodni
syntéza fluorovanych chlormravencant dle [8,10] byla z bezpe¢nostniho hlediska
rizikovou zdlezitosti, protoZze v ni figurovala prace s plynnym fosgenem. DalSim
rizikovym faktorem byla destilace reakéni smési, kdy opét hrozil Unik fosgenu.
Nahrazeni plynného fosgenu krystalickym bis(trichlormethyl)uhli¢itanem (Trifosgen)
vedlo k vyznamnému snizeni rizika, stejné tak jako nahrazeni téihrdlé reakéni banky
vialkou se septem [9]. Nutnost destilace byla odstranéna vybérem vhodnéjsiho
rozpoustédla, pentanu, jak pro rozklad pevného Trifosgenu, tak pro vlastni syntézu

chlormravemcanu z ptislusného alkyl- ¢i aryl-alkoholu [7].

Seheme 1
c o c Pyridine (cat.) o0 o LRoOH suHCI o
ol L _k© - le Py
| 0 0 Cl Fentans Cl M'ﬂ"“x - H:A MaCl (sal) "CIR
I PYrClm  MagS0,
- - COCly

Obrazek 3: Schéma syntézy chlormravencanu z Trifosgenu za katalyzy pyridinem.
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3. Experimentalni cast

3.1 Chemikalie

Pouzitymi chemikaliemi byl hexan (99%, Baker Analyzed, Mallinckrodt Baker B.V.,
Deventer, Holandsko), acetonitril (p.a., Lichrosolv, Merck, Darmstadt, Némecko),
aceton, isobutylalkohol (oba p.a., Lach.-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika),
pyridin (99%), chlormravencan isobutylnaty (98%, oba Aldrich, Steinheim, Némecko),
2,3,4,5,6-pentafluorbenzylalkohol (98%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), DCC
(>99,0% ,Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),

3.2 Pristrojové vybaveni

Analyzy byly provadény na plynovém chromatografu PU 4600, (Unicam Analytical
Systems, York Street, Cambridge, CB 12PX, Velkd Britdnie) s detektorem
elektronového zachytu (ECD). Nosnym plynem byl dusik (4.7, Linde Technoplyn).
Vétsina méteni byla uskute¢néna na nizko polarni kolon¢ SPB-5 (Supelco, Bellefonte,
USA o délce 15 m, vnitinim praméru 0,25 mm a tloust’ce filmu 0,25 um , 5 % difenyl,
95 % dimethylpolysiloxan). Sbér dat a zpracovani vysledki bylo provedeno v
programu CSW 1.7 (DataApex s.r.o., Jinonice, Ceska republika). Dale bylo méfeno na
plynovém chromatografu s hmotnostnim spektrometrem GCMS-GP5050A, (Shimadzu
Analytical and Measuring Instruments Division, Kyoto, Japonsko) s kolonou SPB-35
(Supelco, Bellefonte, USA, o délce 30 m, vnitinim prameru 0,25 mm a tloust’ce filmu
1 um, 35 % difenyl, 65 % dimethylpolysiloxan). Nosnym plynem bylo helium (6.0,
Linde). K dispozici byl hmotnostni spektrometr s EI ionizaci (energie 70 eV).

Ke sbéru dat slouzil program LabSolution (GCMSsolution 1.2, Shimadzu). K
interpretaci hmotnostnich spekter byla pouzita knihovna spekter NIST 05
(NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library, National Institute of Standards and
Technology, USA). Reakéni smés byla externé chlazena na digitdlnim termostatu

(SBH130DC, Stuart, Barloworld Scientific, Staffordshire, Velk4 Britanie) ptipojeném
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hadicemi k dvouplastové elektrochemické sklenéné nadobce. Reakéni smés byla
michana na elektrické michacce (Heidolph MR 3001, Heidolph, Némecko)(viz foto).
Vzorky byly vytiepavany na tiepacce (Vortexgenie 2, Scientific Industries, Hampshire,
Velka Britanie) a promichavany v ultrazvukové lazni (Sonorex RK 100, Bandelin,
Barlen, Némecko). K pipetovani slouzily automatické pipety 1-5 ml, 100-1000 ul a 10-
100 pl (vSechny Biohit, Helsinky, Finsko), 100 pl (Hamilton, Reno, USA) a 5 pnl

(Plastomed, Polsko). K davkovani do plynového chromatografu byla pouzivana 5 pl
stiikacka (Hamilton, Reno, USA).

3.3 Prfiprava zasobnich roztoku

Byly pfipraveny zasobni roztoky kyseliny oktanové a perfluoroktanové. Bylo
navazeno piiblizné¢ 100 mg piesné oktanové kyseliny (OA) na analytickych vahach v
odmérce a doplnéno na 10 ml acetonitrilem. Tim byl ziskdn zasobni roztok o
koncentraci 10 mg/ml oktanové kyseliny, tedy 10 000 ppm. Pro derivatizace byl
zasobni roztok fedén na 0,5 mg/ml, tedy na 500 ppm. Pro derivatizaci kyseliny
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perfluoroktanové byl pouZit jiz hotovy roztok o koncentraci 10 mg/ml perfluoroktanové

kyseliny, ktery byl pfislusné fedén.

3.4 Priprava 2,3,4,5,6-pentafluorbenzylchlormravenc¢anu

Piiprava 2,3,4,5,6-pentafluorbenzylchlormravenéanu (PFBCF) Dbyla provedena

dvéma riznymi postupy a to 1. a 2. Sarze dle [modifikovana 7] a 3.8arze dle [7].

1.Sarze

Bylo navazeno 1,0560g Trifosgenu, ktery byl rozpus$tén v 11 ml n-pentanu
v chlazené elektrochemické cele. Tato reakéni smés byla po celou dobu ptipravy
chlazena na 0°C. Bylo pfidano 160 ul pyridinu a reakéni smés byla poté jednu hodinu
michana pomoci elektrické michacky. Vznikajici plyn byl odvadén do roztoku
uhli¢itanu sodného o koncentraci 1 mol/l. Poté bylo rozpusténo 396 mg 2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylalkoholu v 8 ml n-pentanu, pficemz roztok byl nasledné rozdélen na
Ctyti stejné 2 ml podily, které se postupné ve dvacetiminutovych intervalech ptidavaly k
reakéni smési. Cela reakce se nechala probihat pfes noc. Druhy den byla smés
extrahovana 5 ml Kkyseliny chlorovodikové o koncentraci 3 mol/l a 5 ml nasyceného

roztoku chloridu sodného.

2.8arze
Priprava PFBCF byla provedena postupem jako u 1.8arze s tim, ze misto n-pentanu
byl pouzit jako rozpoustédlo aceton 0 objemu 5ml v reakéni smési a 8 ml v roztoku

alkoholu. Smés nebyla druhy den extrahovana.

3.8arZe

Ptiprava PFBCF byla provedena jako u 1.SarZe s tim, Ze reakéni smés byla
pfipravena ve 20 ml vialce se septem. Vialka byla umisténa v elektrochemické cele
naplnéné denaturovanym ethanolem. Vznikajici plyn byl pfed kazdym piidavkem

alkoholu odebiran sttikackou a toutéz stiikackou byl i aplikovan do reakéni smési.
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3.5 Derivatizace

3.5.1 Derivatizace kyseliny oktanové a perfluoroktanové na
isobutylester

Derivatizace byla provedena dle [11] ve sklenénych vialkach o objemu 2 ml pro OA
a polypropylenovych vialkach o objemu 2 ml pro PFOA. Reakéni médium bylo
piipraveno o nasledujicim slozeni: 20 pl roztoku pfislusné kyseliny v acetonitrilu, 168
pl acetonitrilu, 8 pl isobutylalkoholu, 4 pl pyridinu a 10 pl chlormravencanu
isobutylnatého jako reakéniho ¢inidla. Smés byla michana pfiblizné 20 s v ultrazvukové
lazni a poté nechana v klidu po dobu 10 minut. Po ptidavku 200 pl hexanu byla cela
smés 1 minutu protfepadvana na tiepacce, poté byla odebrdna horni hexanova faze do

¢isté 500 pl vialky .

3.5.2 Derivatizace kyseliny oktanové a perfluoroktanové na

pentafluorbenzylester

Derivatizace chlormravencanem byla provedena dvéma riznymi postupy a to dle

[11] a dle [7].

1.postup dle [11]

Derivatizace byla provedena ve sklenénych vialkaich o objemu 2 ml pro OA a
polypropylenovych vialkaich o objemu 2 ml pro PFOA. Reakéni médium bylo
pripraveno o nasledujicim slozeni: 20 pl roztoku ptisluSné kyseliny v acetonitrilu, 168
ul acetonitrilu, 4 pl pyridinu a 18 pl pfipraveného PFBCF jako reakéniho ¢inidla. Smés
byla michana pfiblizn€ 20 s v ultrazvukové ldzni a poté nechana v klidu po dobu 10
minut. Po ptidavku 200 pl hexanu byla celd smés 1 minutu protfepana na tfepacce, poté

byla odebrana horni hexanova faze do ¢isté 500 pl vialky .

2.postup dle [7]
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Derivatizace byla provedena ve sklenénych vialkdch o objemu 10 ml pro obé¢
kyseliny. Reakéni médium bylo pfipraveno o nasledujicim slozeni: 2 ml roztoku
prislusné kyseliny v acetonitrilu, 150 pul 3M NaOH, 150 pl roztoku PFBCF jako
reak¢éniho Cinidla, 3 pul nasyceného roztoku DCC v pyridinu (400g/1) pro zvyseni
vytézku. Smés byla michéna pfiblizné¢ 20 s v ultrazvukové lazni a poté nechéna v klidu
po dobu 10 minut. Po piidavku 600 ul hexanu byla celd smés 1 minutu protfepavana na

ttepacce, poté byla odebrana horni hexanova faze do Cisté 500 ul vialky .

4. Vysledky a diskuze

4.1 Analyza syntetizovanych c¢inidel

Analyza metodou GC-MS V reZimu scan
Byla provedena analyza v GC-MS v rezimu scan z divodu identifikace slozek

Vv reak¢ni smési (viz. Obr. 4).

S, 10° a.u.

14,72 , PFBCI
21,42 , PFBCF

?

1 1 1 "
10 15 20 25
t, min

Obrazek 4: Chromatogram GC-MS analyzy reak¢éni smési 1. Sarze, scan 40-560 m/z,
1000 m/z/s. Teplotni program: 60 °C (5 min) do 170 °C (10 min) pti 10 °C/min, kolona
SPB-35, davkovany objem 1 pl, teplota injektoru 250 °C, teplota detektoru 250 °C.
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Byla provedena analyza hmotnostnich spekter nejvyssich piki za pomoci knihovny
spekter NIST(National Institute of Standards and Technology). Pik v tg = 21,42 min byl
knihovnou NIST identifikovan jako pentafluorbenzylbromid (PFBBr) s M;,= 260,
jelikoz spektrum syntetizovaného PFBCF neni v knihovné NIST obsazeno a dale maji
témet identickou My  (Myprgar = 259,926, M, prscr = 259,926; pozn. vsechny M,
uvadéné v této praci jsou monoizotopické). Srovnani MS spektra PFBBr z knihovny
NIST a naméfeného spektra PFBCF je na obr. 5. Vzhledem k tomu ze pii syntéze
nebylo pouzito bromu ani jeho sloucenin, Ize PFBBr s velkou pravdépodobnosti
vylou¢it. Porovnanim naméteného hmotnostniho spektra a spektra z knihovny NIST pro
benzylchlormravenéan byl nalezen specificky fragment o m/z 63, ktery odpovida
fragmentu COCI", kteryzto nemize pochazet z bromidu, ale pouze z chlormravenéanu
(viz. Obr. 6). Jde tedy s vysokou pravdépodobnosti o PFBCF.

Pik vtgr=14,72 min byl identifikovan s vysokou pravdépodobnosti jako PFBCI,
ktery muze vznikat bud jako vedlejsi produkt pii syntéze nebo pii néstiiku
dekarboxylaci PFBCF. Ostatni piky patii latkdim z pouzitého rozpoustédla (vyssi

uhlovodiky z hexanu) nebo pomocnym latkam pouzitym pfti syntéze (pyridin).
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Obrazek 5: Hmotové spektrum PFBBr (dole) z knihovny NIST 05 a naméfené¢ GC-
MS hmotové spektrum PFBCF (nahote).
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Obrazek 6: Hmotové spektrum benzylchlormravenc¢anu z knihovny NIST 05.

Stejné analyzy byly provedeny i pro Sarze 2 a 3, které poskytnuly piky se stejnymi

spektry, ale obsahovaly vice necistot.

Analyza metodou ECD

Byla provedena analyza na GC-ECD z diivodu identifikace sloZzek v reak¢éni smési.

Piimym srovnanim s GC-MS vidime, Ze citlivost je rozdilnd, ale nebyla z ¢asovych
divodu blize studovana. Podrobné&jsi studium srovnani citlivosti obou metod bude
naplni dal$i prace. Navic byly pouzity kolony o razné délce, tloust’ce filmu a mirné
rozdilné stacionarni faze, presto lze predpokladat Ze reten¢ni poradi latek v obou
kolonach bude stejné.

Jak je z obrazku 7 patrné, ECD ma vyssi citlivosti nez GC-MS ve scan modu. X1.
Jako PFBCF byl identifikovan peak o tg=9,92 min a jako PFBCI byl identifikovan
peak o0 tg =6,53 min, identifikace ostatnich peakd nebyla provedena. Analyza vzorku

Sarze 2 a 3 potvrdila, ze vzorky obsahuji vice necistot.
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Obrazek 7: Chromatogram GC-ECD analyzy reakéni smési 1. Sarze, teplotni
program: 60 °C (5 min) do 200 °C (10 min) pti 10 °C/min, kolona SPB-5, davkovany
objem 1 ul, teplota injektoru 250 °C, teplota detektoru 250 °C.

NMR

Ptipravené Sarze 1 a 2 byly analyzovany na katedie organické chemie Mgr.
Hybelbauerovou metodou nuklearni magnetické rezonance (NMR). Dle jeji analyzy
naméfenych spekter a chemickych posunti a porovnanim s publikovanym spektrem [14]
byla oznacena jako SarZe s vySSim vytézkem SarZe Cislo 1, coZ bylo nasledné dokazano
analyzou kyselin derivatizovanych touto Sarzi (viz dale). U Sarze €. 2 byla identifikace
PFBCF ztizena pfitomnosti necistot.

Spektra PFBCF 1. farze: 'H NMR spektrum (400 MHz, CDCls) & 5,42 (2H, bt,
J=1,6Hz), *C NMR spektrum (400 MHz, CDCls) & 150,46 144,23 m, 141,61 m, 140,01
m, 107,00, 59,30 '°F NMR spekrum (400 MHz, CDCls) & -141,25 (2F, m), -150,19 (1F,
tt), -160,82 (2F, m).

GC-NCI-MS

Jako dasi metoda identifikace PFBCF byla zvolena metoda GC-NCI-MS, kterou
laskavé provedl pan dr. Sticha z katedry organické chemie PiF UK v Praze. Na obr. 8 je
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zobrazen chromatogram Sarze 1. a jeho srovndnim s obr. 4 je patrno, Ze chemicka
ionizace V negativnim modu poskytuje chromatogram s menSim pocétem peakd.

Divodem je vysoka selektivita ionizacniho procesu pro halogenované latky.

. 10 T T T T
:? ]
mo ] O
H. 84 E ]
n 1 o
74 0 .
6 > -

Bt etositasobedcindompmansenn

o % 6,83 PFBCI
r
%

8 9 . 10
t, min

Obrazek 8: Chromatogram GC-NCI-MS analyzy reakéni smési 1. Sarze, DB-5MS
15 m, 0,25 mm, 0,25 pum.

Na obr. 9 je uvedeno NCI-MS spektrum PFBCF, které je velmi podobné

naméfenému EI-MS spektru (viz obr. 5).
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Obrazek 9: NCI hmotové spektrum PFBCF.

4.2 Analyza derivatu kyseliny oktanové a perfluoroktanové

Aby bylo mozné provést srovnani syntetizovaného derivatiza¢niho ¢inidla pro rtizné

substraty, byly provedeny derivatizace jak OA tak i PFOA s IBCF a PFBCF.

4.2.1 Isobutylester kyseliny oktanové

Na zacatku byla provedena derivatizace OA s IBCF, aby byla ovéfena funk¢énost
derivatiza¢niho procesu a pouzité instrumentace (Obr. 8). Je ziejmé, Ze analyzu na ECD
nelze pouzit, protoze ECD neposkytuje dostate¢ny signal. Analyza na GC-MS
prokazala Ctyfi peaky. Peak v tg 29,22 min byl srovnanim s NIST databazi identifikovan
jako isobutylester OA. Lze ptedpokladat, Zze derivat PFOA bude mit krat$i tr, protoze

zavedeni halogenovych jednotek do molekuly obecné zvysuje tékavost.
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Obrazek 10: Chromatogram GC-MS analyzy isobutylesteru OA, experimentalni
podminky jako u obr. 4.

Tim ze byl identifikovan isobutylester OA bylo potvrzeno, Ze je instrumentace
v pofadku a derivatizani postup lze pouzit. V dalsim kroku bylo piistoupeno
k derivatizaci OA s PFBCF, protoze z predeslé prace [11] je ziejmé, Ze reaktivita

perfluorovanych analogli mastnych kyselin je odliSna.

4.2.2 Pentafluorbenzylester kyseliny oktanové

Jelikoz derivat mastné kyseliny obsahuje halogeny, je moznéa analyza jak na GC-
ECD tak na GC-MS. Jelikoz se reten¢ni ¢as pentafluorbenzylesteru OA naléza mimo
Casovy usek analyzy (byl vétsi nez 35 min), nebyla tato sloucenina v chromatogramu
nalezena a identifikovana. Chromatogramy z GC-ECD byly relativné komplikované
s velkym pocétem stfednich a drobnych peakt (véetné negativnich), coz velmi ztéZovalo

orientaci a identifikaci peakil. Derivatizace byly provedeny dle 1. i 2.postupu.
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4.2.3 Isobutylester kyseliny perfluoroktanové

Pro uplnost byla rovnéz provedena derivatizace PFOA na isobutylester, i kdyz tyto
derivaty podrobné studovala prace [11]. Peak v tg = 9,60 (viz. obr. 9) byl identifikovan
jako isobutylester PFOA pomoci NIST knihovny.

Srovnanim isobutylesterd OA a PFOA je vidét, ze dojde ke zkraceni tr z 29,22 min
pro isobutylester OA na 9,60 min pro isobutylester PFOA. Tento posuv je dikazem, ze
uplnym nahrazenim vodiku fluory v molekule mastné kyseliny dojde k dramatickému
zkraceni tr za stejnych experimentalnich podminek. Pro analytické vyuziti z toho
vyplyva zkraceni ¢asu analyzy pii stanoveni PFOA, ovSem miize to vést také ke koeluci

S ptipadnymi necistotami, které bézn¢ eluuji na zacatku analyzy.

T T T T T
3: 0.050 :
mﬂs 6 0.045 1 N
o isobutylester PFOA
i 0.040 1
n 0.0354 9,60
4] 0.030 i
0.025-
0.0204
0.0154 1
24 0.010 . . . . 7]
90 92 94 96 98 100
0 ] A—J L_f%_
T T T T T T T
10 15 20 25

t, min

Obrazek 11: Chromatogram GC-MS analyzy isobutylesteru PFOA, experimentalni
podminky jako u obr. 4.

4.2.4 Pentafluorbenzylester kyseliny perfluoroktanové

Pro ovéfeni moznosti derivatizace perfluorovanych mastnych kyselin PFBCF byla
provedena derivatizace PFOA dle 2.postupu [7], protoze prvni postup poskytoval velmi
nizké vytézky. Ptiklad analyzy pentafluorbenzylesteru PFOA je uveden na obr. 10. Peak

V tr 25,4 min vykazoval v MS spektru fragmenty odpovidajici jak pentafluorbenzylu
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(napt. m/z 181), tak i fragmenty odpovidajici PFOA (napt. m/z 169), a proto byl
identifikovan jako pentafluorbenzylester PFOA (NIST odpovidajici MS spektrum
neobsahuje). Ze srovnani tg pentafluorbenzylesteru OA a PFOA vyplynulo, ze
nahrazenim isobutylu pentafluorbenzylem dojde k dramatickému zvySeni retenc¢niho
¢asu z 9,60 min na 25,40 min, coz ma za nasledek prodlouzeni doby analyzy PFOA.
Velkou vyhodou této metody derivatizace je, ze zavedeni vysoce fluorované molekuly
pentafluorbenzylu do molekuly esteru vede ke znacnému zvyseni jeho My, coz zvéEtsi
jeho odstup od molekulovych hmot béznych necistot a vedlejSich produkti reakce. To
ma za nasledek zlepSeni poméru signalu k Sumu, coz se projevi snizenim limitii detekce
a stanovitelnosti. Srovnanim vloZenych obrazku v obr.12 a 13 je vidét,ze méfeni v GC-
MS SIM moédu vede ke znacné redukci Sumu oproti scan mdodu. Pro ptipadné zkraceni

doby analyzy pentafluorbenzylesteru PFOA lze pouzit vhodnégjsi teplotni program GC

méfenti.
. 5 T T T T
S
(‘6 0.5
n
o
— 44 0.4 pentafluorbenzylester PFOA | ]
n 25,40
0.34
34 ,
0.24
0.14
2 4 _
0.0 T T T T
25.0 252 25.4 256 258 26.0
14 ,
O T T T T T T T T
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Obrazek 12: Chromatogram GC-MS analyzy pentafluorbenzylesteru PFOA 1. sarze,

experimentalni podminky jako u obr. 4.
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Obrazek 13: GC-MS chromatogram pentafluorbenzylesteru PFOA v SIM modu,

podminky méteni viz obr. 4.
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5. Shrnuti a zaver

1. Byly syntetizovany PFBCF dle publikovanych metod za pouziti dvou
rozpoustédel. Celkem byly pripraveny tii Sarze, dvé v pentanu a jedna
V acetonu.

2. Syntetizovany PFBCF byl identifikovan metodami GC-MS, GC-NCI-MS a
NMR. Vsechny pouzité metody prokazaly piitomnost PFBCF.

3. Piipraveny PFBCF byl pouzit pro derivatizaci OA a PFOA. Byly vyuzity dva
derivatizacni postupy, pficemz postup dle [7] se ukazal vhodné&jsim pro
PFOA.

4. Lze konstatovat, ze GC-ECD je citlivéjs$i nez GC-MS ve scan modu. Srovnani
citlivosti GC-ECD a GC-MS vsim modu nebylo z ¢asovych duavodu

provedeno a bude predmétem dalsi prace.
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6. Seznam zkratek

DCC — N,N’-dicyklohexylcarbodiimid

GC-ECD — plynovéa chromatografie s detektorem elektronového zachytu
GC-MS — plynova chromatografie s hmotnostni detekci

GC-NCI-MS — plynova chromatografie s hmotnostni detekci a negativni

chemickou ionizaci

GC-MS-MS — plynové chromatografie s dvojitym hmotnostnim detektorem
IBCF — isobutylchlormravencan

NMR — nuklearni magneticka rezonance

NIST —National Institute of Standards and Technology
OA — oktanova kyselina

PFC — perfluorovana slou¢enina

PFA — perfluorkarboxylova kyselina

PFDS — perfluordekansulfonat

PFHpA — perfluorheptanova kyselina

PFHXA — perfluorhexanova kyselina

PFHXS — perfluorhexansulfonat

PFOA — perfluoroktanova kyselina

PFOS — perfluoroktansulfonat

PFOSA — perfluoroktansulfonamid

PFOA — perfluoroktanova kyselina

PFBCF - 2,3,4,5,6-pentafluorbenzylchlormravencan
PFBCI —2,3,4,5,6-pentafluorbenzylchlorid

PFBBr - 2,3,4,5,6-pentafluorbenzylbromid

tM — mrtvy ¢as mobilni faze

tR — retencni ¢as

tR’ — redukovany reten¢ni ¢as

Trifosgen — bis(trichlormethyl)uhlic¢itan
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