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1. Úvod 
 

Papier je jedným z pokrokových vynálezov v dejinách 
ľudstva, ktorý mal veľký vplyv na spoločnosť. Hlavne 

historické písomné dokumenty sú ohrozené aj napriek 

tomu, že výroba papiera prešla vývojom v snahe splniť 
požiadavky knihovníkov a archivárov na zvýšenie jeho 

stability. V dôsledku starnutia papiera dochádza k zmenám 

jeho vlastností, ktoré môžu viesť k zhoršeniu čitateľnosti, 
zníženiu mechanickej pevnosti, až k jeho rozkladu. Starnu-

tie papiera sa v súčasnosti podrobne študuje s cieľom pre-

šetriť jeho mechanizmy, charakterizovať produkty rozkla-

du tohto celulózového produktu a minimalizovať následky 
degradácie. Chémia starnutia sa prešetruje pomocou expe-

rimentov urýchleného starnutia, ktoré modelujú prirodzené 

starnutie papiera a celulózy. Snahou mnohých výskum-
ných skupín je vyvíjať analytické a mikroanalytické metó-

dy na charakterizáciu stavu papiera. Využívajú sa viaceré 

chromatografické, spektrometrické, termické a mikrosko-

pické techniky, ktoré sa volia na základe ich použiteľnosti 
na hodnotenie vybraných vlastností. Dôležitým kritériom 

výberu je aj malé množstvo požadovaných skúšobných 

vzoriek. Využitie analytických techník v analýze papiera 

je zhrnuté v tab. I. Techniky kvapalinovej a plynovej chro-

matografie v spojení s pokročilými detektormi našli uplat-
nenie pri identifikácií a stanovení širokej škály zlúčenín, 

degradačných produktov, s rôznou polaritou, molekulovou 

hmotnosťou a prchavosťou. Cieľom tohto prehľadového 

článku je stručne popísať využiteľnosť chromatografic-
kých metód na separáciu a stanovenie hlavných produktov 

starnutia papiera, ako aj metód na hodnotenie polymeri-

začného stupňa celulózy, pričom sme vychádzali aj 
z vlastných skúseností. Zdokonalené a validované analy-

tické metódy môžu byť prínosom pre oblasť ochrany náš-

ho informačného dedičstva. 
 
 

2. Degradácia papiera 
 

Papier je multikomponentný materiál reprezentovaný 

najmä celulózovými vláknami, avšak v závislosti od postu-

pu prípravy papieroviny a papiera, môže obsahovať 
aj zvyšky hemicelulóz a lignínu, ktoré sú viac alebo menej 

modifikované v technológii výroby papiera. Pre papiere 

vyrábané v 19.–20. storočí je typická kyslosť, spôsobená 
pridávaním živicových glejidiel na báze hlinitých solí. 

Práve kyslá hydrolýza celulózy je jedným z dominantných 

procesov degradácie papiera. Pri práci s originálmi, ako sú 
historické knihy a dokumenty, nesmie dôjsť k poškodeniu 

objektu, preto sa vo výskume využíva urýchlené simulova-

né starnutie modelových vzoriek, ktoré umožňuje štúdium 

degradácie materiálov, napomáha kvalifikovanému odhadu 
účinku konzervačného zásahu (aj účinnosti novo-

vyvíjaných a aplikovaných ochranných a konzervačných 

technológií), umožňuje predpovedať dlhodobé účinky 
pôsobenia teploty, vlhkosti, žiarenia a znečisteného ovzdu-

šia na testované materiály. Urýchlené starnutie používa 

náročnejšie podmienky (teplota, kyslík, slnečné a iné dru-

hy žiarenia, vibrácie, prítomnosť polutantov, atď.) na to, 
aby došlo k urýchleniu normálneho procesu starnutia 

a degradácie zložiek materiálu alebo objektu. Existuje 

niekoľko metód a postupov na modelovanie urýchleného 
starnutia papiera, ktoré sa vykonávajú na základe noriem. 

Najčastejšie sa aplikuje postup pri zvýšenej teplote 

a relatívnej vlhkosti v hermeticky uzavretom priestore 

a definovanom čase (ASTM D 6819-02)1. Napríklad po-
stup uskutočnený pri teplote 105 °C počas 3 dní modeluje 

starnutie zodpovedajúce približne 25ročnému prirodzené-

mu starnutiu pri 20 °C (resp. 18 °C)2. Druh a množstvo 
degradačných produktov závisí od základných charakteris-

tík papiera, podmienok starnutia a dĺžky expozície. Na 

základe typu zlúčenín, ich pôvodu a použitých metód na 

identifikáciu a stanovenie sa produkty degradácie papiera 
dajú zatriediť do štyroch skupín, jednoduché cukry 

a oligosacharidy, alifatické organické kyseliny, fenolové 

zlúčeniny a prchavé organické zlúčeniny3.  

VYUŽITIE CHROMATOGRAFICKÝCH METÓD NA CHARAKTERIZÁCIU 

PRODUKTOV STARNUTIA CELULÓZOVÝCH MATERIÁLOV 
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3.  Aplikácie chromatografických metód 
v analýze papiera 

 
3.1. Sacharidy 

 

Vplyvom degradačných procesov v papieri dochádza 
ku vzniku uhľovodíkových fragmentov z celulózy a hemi-

celulóz. Hlavnými degradačnými produktami sú monosa-

charidy (napr. arabinóza, xylóza, manóza, galaktóza, glu-

kóza) a oligosachridy (hlavne celobióza, celotrióza 
a celotetraóza). Sacharidy boli identifikované ako produk-

ty oboch, prirodzeného a modelovaného urýchleného star-

nutia4,5. Na separáciu sacharidov (monosacharidov 
a disacharidov) sa používajú kapilárna elektroforéza4, 

chromatografické metódy (hlavne GC po derivatizácií 

analytov6) a kvapalinová chromatografia7,8. HPLC využíva 

niekoľko typov separačných mechanizmov charakterizova-
ných typom použitej stacionárnej a mobilnej fázy, re-

verzno-fázový mód (RP) po derivatizácii sacharidov, ióno-

vo-výmenný systém (IEX), hydrofilnú interakčnú (HILIC) 
a iónovo-párovú (IPC) chromatografiu. Bežné spôsoby 

detekcie používané pre HPLC zahŕňajú refraktometrickú, 

UV/Vis spektrofotometrickú a elektrochemickú (napr. 

pulznú ampérometrickú) detekciu, detekciu rozptylu žiare-
nia (ELSD – Evaporative Light Scattering Detector) a MS 

detekciu. Citlivosť UV a refraktometrického detektora je 

podobná, ale nie dosť vysoká na stanovenie stopových 
koncentrácií sacharidov. Jednou z možností zvýšenia citli-

vosti je fluorescenčná detekcia s využitím pred- alebo po- 

kolónovej derivatizácie činidlami ako napr. FMOC 

(fluorenylmethoxycarbonyl) hydrazín, dansylhydrazín, 
kyselina 2-aminobenzoová, 1-fenyl-3-metyl-5-pyrazolón 

a iné9.  

Porovnanie troch metód na stanovenie sacharidov vo 
vodných extraktoch papiera po modelovom urýchlenom 

starnutí ukázalo možnosti ich použitia8. Na HPLC separá-

ciu vybraných sacharidov sa testovali tri typy stacionár-

nych fáz. Iónovo-výmennou chromatografiou na kolóne 
Polymer IEX-H sa nedosiahla požadovaná separácia 

(Rij≥1,5) sacharidov. Hodnoty rozlišovacích faktorov pre 

skupinu látok xylóza/manóza/galaktóza/metyl-d-gluko-

pyranozid/fruktóza boli nízke (Rij=0,3–0,6) a zvýšenie 
účinnosti separácie sa nedosiahlo ani zmenou koncentrácie 

kyseliny sírovej v mobilnej fáze (v rozsahu 0,005–0,020 

mol l–1). Uvedená metóda bola však vhodná na separáciu 
menšej skupiny sacharidov, ako sú napr. laktóza, glukóza, 

xylóza, fruktóza, arabinóza s časom analýzy do 15 min. 

Účinnejšia separácia študovanej skupiny sacharidov sa 

dosiahla použitím kolóny NH2 typu (Separon SGX NH2) 
s mobilnou fázou acetonitril–voda (82:18, v/v). Doba ana-

lýzy bola 44 min a hodnoty Rij boli v rozsahu 0,7–7,8. Táto 

metóda bola aplikovaná na separáciu sacharidov priamo vo 

vodnom extrakte papiera po procese modelovaného urých-
leného starnutia. Koncentrácia sledovaných sacharidov 

však bola pod medzou stanovenia danej metódy (LOQ = 

0,25–1,5 mg ml–1). Na skoncentrovanie analytov 
v extraktoch sa testovala možnosť on-line skoncentrovania 

sacharidov na predkolóne so stacionárnou fázou NH2 typu, 

avšak dochádzalo k vysokým stratám analytov. Tretia tes-

tovaná metóda bola založená na predkolónovej derivatizá-
cií sacharidov s dansylhydrazínom. Toto derivatizačné 

činidlo bolo zvolené preto, že reakcia bola rýchla, uskutoč-

ňovala sa vo vodnom prostredí a citlivosť detekcie bola 
dostatočne vysoká aj pre stopové koncentrácie sacharidov, 

zvlášť vo vzorkách so zložitou matricou. Na separáciu 

derivatizačných produktov bola vhodná RP HPLC 

(stacionárna fáza Nucleosil 120-5 C18, mobilná fáza ace-
tonitril/0,08 mol l–1 kyselina octová, 21/79, v/v) 

s fluorescenčnou detekciou. Jedným z rozhodujúcich krité-

rií na hodnotenie testovaných metód bola medza stanove-
nia (predpokladaná koncentrácia sacharidov vo vodných 

extraktoch vzoriek papiera bola nízka, ≤ ppm). Použitím 

metódy s derivatizáciou a fluorescenčnou detekciou sa 

dosiahli medze stanovenia viac ako 10krát nižšie 
v porovnaní s IEX metódou a metódou s on-line predkon-

centráciou8. V tab. II sú uvedené ďalšie príklady HPLC 

metód použité na stanovenie sacharidov v extraktoch pa-
piera, biomasy a iných vzoriek so zložitou matricou. 

 

Tabuľka I 

Analytické techniky využívané v analýze papiera 

Hodnotená vlastnosť Technika a 

Identifikácia a stanovenie kyselín, kyslosť HPLC, meranie pH 

Degradácia celulózy, polymerizačný stupeň SEC, viskozimetria 

Degradačné produkty, identifikácia a stanovenie HPLC, GC, MS 

Prítomnosť kovov, iónov kovov AAS 

Zmeny vlastnosti materiálu v závislosti od teploty TG, TDA, DSC, iné 

Identifikácia, analýza chemických zmien, analýza 
povrchu materiálu 

FTIR, SEM, XPS, UV/Vis, RS, iné 

a DSC – diferenčná kompenzačná kalorimetria, DTA – diferenčná termická analýza, GPC – gélová permeačná chromato-

grafia, RS – Ramanova spektroskopia, SEC – chromatografia s vylučovaním podľa veľkosti molekúl, SEM – skenovacia 
elektrónová mikroskopia, TG – termogravimetria, XPS – röntgenová fotoelektrónová spektrometria 
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Tabuľka II 

Prehľad vybraných HPLC metód na stanovenie sacharidov  

Stanovované analyty 
  

Vzorka, 
príprava vzorky 

Podmienky separácie 
a detekcie a 

Lit. 

16 sacharidov referenčné látky SF: Nucleosil CHO 682 (Pb) 
MF: voda 
Pt: 0,4 ml min–1 
TK: 85 °C 
Det: RI 

7 

Celobióza, d-arabinóza, d-fruktóza, 

d-galaktóza, d-glukóza, d-manóza,  
laktóza, d-xylóza,  

metyl- d-glukopyranozid 

papier, 
extrakcia vodou 
  

SF: Polymer IEX-H 
MF: 0,009 mol l–1 H2SO4 
Pt: 0,5 ml min–1 
TK: 25 °C 
Det: RI 
  
SF: Separon SGX NH2 
MF: acetonitril/voda (82/18, v/v) 
Pt: 0,6 ml min–1 
TK: 25 °C 
Det: RI 
  
SF: Nucleosil 120-5 C18 
MF: acetonitril/0,08 mol l–1 kyselina octová 

(21/79) 
Pt: 1,0 ml min–1 
TK: 35 °C 
Det: fluorescenčný (λEx=360 nm,  

λEm=470 nm) 

8 

d-xylóza, d-galaktóza, l-arabinóza, 

d-manóza, d-glukóza, holocelulóza 

papier, 
hydrolýza s H2SO4 (72%) 

SF: Aminex HPX-87P 
MF: voda 
Pt: 0,6 ml min–1 
TK: 80 °C 
Det: RI 

10 

d-xylóza, d-galaktóza, l-arabinóza, 

d-manóza, d-glukóza, d-fruktóza 

biomasa, 
enzymatická hydrolýza 
  

SF: Col-AMINO 
MF: acetonitril/voda (75/25, v/v) 
Pt: 1,0 ml min–1 
TK: 35 °C 
Det: RI 

11 

d-xylóza, d-galaktóza, l-arabinóza, 

d-manóza, d-glukóza, d-celobioza 

biomasa, 
hydrolýza s H2SO4 (72%) 

SF: Aminex HPX-87P 
MF: voda 
Pt: 0,6 ml min–1 
TK: 80-85 °C 
Det: RI 

12 

l-ramnóza, d-xylóza, 
l-arabinóza, d-glukóza, d-celobióza 
sacharóza 
  

rastlinný materiál, 
kvapalinová extrakcia pod-
porená ultrazvukom 

SF: Zorbax-NH2 
MF: acetonitril/voda, gradientová elúcia 
Pt: 0,5 ml min–1 
TK: 25 °C 
Det: ELSD 

13 

d-glukóza, d-fruktóza, 
d-manóza, d-xylóza, d-galaktóza,  
l-ramnóza, l-arabinóza, sacharóza, 

l-fukóza 

nápoje, 
referenčná zmes 

SF: YMC-Pack Polyamine II 
MF: voda/acetonitril/ 
chloroform, gradientová elúcia 
Pt: 1 ml min–1 
TK: 25 °C 
Det: MS 

14 
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3.2. Organické kyseliny 

 
Táto skupina zahrňuje produkty kombinovaných pro-

cesov hydrolýzy a oxidácie a je reprezentovaná najmä 

kyselinami: mravčia, octová, šťaveľová, mliečna, glykolo-

vá, jantárova a jablčna4,16. Na ich stanovenie vo vodných 
extraktoch papiera sú vhodné viaceré analytické techniky. 

Metódy, ako sú elektrochemické (voltamérometrické) 

a spektrometrické, sú však málo selektívne a vyžadujú 
vyššie nároky na prípravu vzoriek pred analýzou (napr. 

extrakcia tuhou fázou s ionexom ako sorbentom). Spektro-

metrické metódy sú navyše založené na tvorbe derivá-

tov absorbujúcich v UV/Vis oblasti žiarenia17. Kapilárna 
elektroforéza (CE) a izotachoforéza, sú vhodné hlavne 

vďaka vyššej účinnosti separácie, kratším časom analýzy 

a potrebe minimálnej úpravy vzorky. Často sa využíva aj 
spojenie CE-MS, ktoré je vhodné kvôli vyššej citlivosti4,18. 

Separácia karboxylových kyselín predovšetkým alifatic-

kých karboxylových kyselín (kyselina mravčia, kyselina 

octová, ....) je v kvapalinovej chromatografii problematic-
ká. V RP HPLC sú tieto kyseliny slabo zadržiavané, eluujú 

z chromatografickej kolóny s mŕtvym časom a z toho dô-

vodu je potrebné využiť iné LC techniky na ich separáciu. 
Vhodnými variantmi sú HPLC s IEX, IPC, HILIC, alebo 

RP (po derivatizácií analytov) mechanizmami separácie. 

Voľba danej HPLC techniky na separáciu zmesi organic-

kých kyselín závisí od ich druhu a tiež od typu matrice. Pri 
separácii alifatických karboxylových kyselín v IEX HPLC 

sa ako stacionárne fázy používajú silné katexy (napr. po-

lystyrén-divinylbenzén) alebo slabé katexy (napr. Polymer 
IEX-H). Mobilnou fázou je najčastejšie roztok kyseliny 

sírovej (obr. 1)10,17,20,21. V HILIC separačnej technike ana-

lyty (polárne látky vrátene alifatických karboxylových 

kyselín) interagujú s hydrofilnou stacionárnou fázou (napr. 
kolóna SeQuant ZIC-HILIC so sulfobetaínovými funkčný-

mi skupinami) a elúcia je uskutočňovaná vodno-

organickou mobilnou fázou (napr. roztok octanu amónne-
ho/acetonitril alebo metanol22,23). RP HPLC po derivatizá-

cií analytov je volená hlavne z dôvodu zvýšenia selektivity 

a citlivosti detekcie. HPLC stanovenie alkylkarboxylových 

kyselín po derivatizácií s 2,4-dinitrofenylhydrazínom je 

v analytickej komunite bežne využívaná a dobre zdoku-
mentovaná metóda a v spojení s MS detekciou sa môže 

využiť na identifikáciu látok24. 

V odborných prácach zameraných na stanovenie deg-

radačných produktov vo vodných extraktoch papiera sa LC 
s IEX mechanizmom použila na stanovenie kyseliny mrav-

čej a kyseliny octovej. Vhodné chromatografické pod-

mienky zahrňovali kolónu Polymer IEX-H udržiavanú pri 
teplote 20 °C, 0,009 mol l–1 kyselinu sírovú ako mobilnú 

fázu pri prietoku 0,8 ml min–1. Tieto podmienky umožnili 

separáciu sledovaných látok s rozlíšením Rij = 2,8 

v časovom intervale do 12 min (elučné časy kyseliny 
mravčej a kyseliny octovej boli 9,7±0,2 min a 10,7±0,1 

min). Metódou s UV spektrofotometrickou detekciou bolo 

Stanovované analyty 
  

Vzorka, 
príprava vzorky 

Podmienky separácie 
a detekcie a 

Lit. 

d-manóza, d-ribóza, 
l-ramnóza, d-glukóza, d-xylóza,  
d-galaktóza, l-arabinóza 

čaj SF: RP-C18 
MF: acetonitril/0,045% KH2PO4/0,05% 
trietylamín (pH 7,0), gradientová elúcia 
Pt: 1,0 ml min–1 
TK: 35 °C 
Det: UV 
Derivatizačné činidlo: 1-fenyl-3-metyl-5-

pyrazolon 

15 

Tabuľka II 

Pokračovanie 

a  SF – stacionárna fáza, MF – mobilná fáza, Pt – prietok mobilnej fázy, TK – teplota kolóny, Det – detekcia, RI – refrakto-

metrická detekcia, ELSD – detektor rozptylu žiarenia  

Obr. 1. HPLC chromatogram referenčnej zmesi organických 
kyselín (a) a extraktu papiera po zrýchlenom modelovom 
stárnutí pri teplote 98±2 °C počas 30 dní (b) 

(Chromatografické podmienky: stacionárna fáza Polymer IEX-H 

(250  8 mm, 8 µm), mobilná fáza 9 mmol l–1 H2SO4, prietok 
mobilnej fázy 0,8 ml min–1, teplota kolóny 23 °C detekcia UV

(210 nm); 1 – kyselina mliečna, 2 –  kyselina mravčia, 3 – kyseli-
na octová) 
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možné stanoviť kyseliny na koncentračných hladinách 

desiatok mg ml–1 (LOQ = 42,8 µg ml–1 (kyselina mravčia) 

a 92,4 µg ml–1 (kyselina octová))25–27.  
Cieľom práce28 bolo vyvinúť jednoduchú a rýchlu 

analytickú metódu na stanovenie zmesi organických zlúče-

nín, vrátane kyseliny octovej a mravčej, vo vodných ex-
traktoch po termochemickej premene biomasy. Použitím 

IEX-HPLC metódy s UV (210 nm) detekciou sa dosahova-

li nižšie medze stanovenia (LOQ = 17,6 µg ml–1 (kyselina 

mravčia) a 8,3 µg ml–1 (kyselina octová)) v porovnaní 
s refraktometrickou detekciou. Separácia látok však bola 

dosiahnutá v dlhšom časovom intervale, do 35 min. Na 

separáciu bola spomedzi rôznych testovaných stacionár-
nych fáz (C18, C18+ionex, ionex) najvhodnejšia kombiná-

cia dvoch ionexových kolón (ROA-Oganc Acid H+) udr-

žiavaná pri teplote 75 °C a mobilná fáza 0,0075 mol l–1 

kyselina sírová. Optimalizovali sa tiež podmienky pre 
extrakciu tuhou fázou (silný anex) kyselín z vodných mat-

ríc. Vyvinutá metóda sa vyznačovala výťažnosťou nad 

89 % pre kyselinu octovú a viac ako 91 % pre kyselinu 
mravčiu (RSD≤4,4 %) s LOQ 17,6 µg ml–1 pre kyselinu 

mravčiu a 8,3 µg ml–1 pre kyselinu octovú28. 

Siedlecka a spol.17 použili na stanovenie prchavých 

organických kyselín tri metódy, destilačnú metódu 
s následnou potenciometrickou titráciou, spektrometrickú 

a GC metódu. Hlavnou nevýhodou destilačného prístupu 

bola nízka výťažnosť (53–58 %) a vysoká medza stanove-

nia (LOQ = 110 µg ml–1, vyhodnocované pre kyselinu 

octovú). Priama potenciometrická titrácia bola charakteri-

zovaná výťažnosťou nad 97 %, presnosťou v rozmedzí 
1,8 % až 15 % (RSD %) a LOQ bola 11 µg ml–1. Pri spek-

trofotometrickej metóde sa prejavoval negatívny vplyv 

hydrogénuhličitanových a fosfátových iónov, pričom sta-
novené koncentrácie kyseliny octovej boli nižšie ako no-

minálne. Presnosť a správnosť spektrofotometrickej metó-

dy boli v rozsahu 1,3–14 % a 82,1–104,2 %, medza stano-

venia bola 28 µg ml–1. Ak sa však pred analýzou vzorky 
prečistili a sledovaná kyselina skoncentrovala pomocou 

extrakcie tuhou fázou na ionexe, LOQ sa znížila na 

5 µg ml–1. GC metóda s FID detektorom (kapilárna kolóna 

DB-23, 30 m) sa vyznačovala pomerne nízkymi LOQ 
(5 µg l–1) s výťažnosťami nad 92 % (RSD 5,7–14,8 %)17. 

Na vzorkovanie kyseliny octovej a kyseliny mravčej 

v ovzduší (napr. priestory knižníc) bol vyvinutý pasívny 

difúzny vzorkovač. Vzorkovanie sa uskutočnilo po dobu 
1–2 týždňov pri vzorkovacích rýchlostiach 0,88 ml min–1 

pre kyselinu octovú a 1,02 ml min–1 pre kyselinu mravčiu 

s následným stanovením analytov IEX-HPLC metódou. 
V podmienkach laboratórnych testov sa zistilo, že výsled-

ky vzorkovania sú opakovateľné a reprodukovateľné; ty-

pické hodnoty RSD boli menšie ako 5 % na zber pár kyse-

liny octovej a kyseliny mravčej z ovzdušia 
v koncentračnom rozsahu 0,088–0,187 µg ml–1. LOQ boli 

44 a 13 µg ml–1 pre kyselinu octovú a kyselinu mravčiu 

a SPE – extrakcia tuhou fázou, b  SF – stacionárna fáza, MF – mobilná fáza, Pt – prietok mobilnej fázy, TK – teplota kolóny, 

Det – detekcia, RI – refraktometrická detekcia  

Stanovované analyty Vzorka, 
príprava vzorky a 

Podmienky separácie 
a detekcie b 

Lit. 

Kyselina mravčia, kyselina octová 
(voľne kyseliny, vo vode rozpustné 
soli) 

papier, 
extrakcia vodou 

SF: Polymer IEX-H 
MF: 0,009 mol l–1 H2SO4 
Pt: 0,5 ml min–1 
TK: 35 °C 
Det: RI 

10 

Kyselina mravčia, kyselina octová 
  

papier, 
extrakcia vodou 
  

SF: Polymer IEX-H 
MF: 0,009 mol l–1 H2SO4 
Pt: 0,8 ml min–1 
TK: 20 °C 
Det: RI 

25,26,27 

Kyselina mravčia, kyselina octová 
  

biomasa 
extrakcia vodou, 
SPE 
  

SF: Two Rezex ROA-Organic acid H+ 
MF: 0,0075 mol l–1 H2SO4 
Pt: 0,6 ml min–1 
TK: 75 °C 
Det: UV 

28 
  

Kyselina mravčia, kyselina octová 
  

ovzdušie, 
sorpcia na disky s KOH 

SF: Dionex AS4-AG4A 
MF: 0,005 mol l–1 tetraboritan sodný 
Pt: 2 ml min–1 
TK: – 
Det: vodivostný 

29 

Tabuľka III 

Prehľad vybraných HPLC metód na stanovenie karboxylových kyselín 
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(vypočítané pre dvojtýždňové obdobie odberu vzoriek)29. 

Prehľad vybraných chromatografických metód na 
stanovenie alifatických organických kyselín v extraktoch 

papiera, biomasy a ovzdušia je uvedený v tab. III. 

 

3.3. Fenolové zlúčeniny 
 

V extraktoch z papiera boli identifikované aj produkty 

degradácie lignínu, medzi ktoré patria aj fenolové zlúčeni-
ny vrátane kyselín (kyselina vanilová, kyselina benzoová, 

kyselina galová, kyselina p-kumarová, kyselina syringová, 

kyselina p-hydroxybenzoová, kyselina ferulová, p-hydro-

xybenzaldehyd, p-hydroxyacetofenón, a iné), čo môže 

poukazovať na rozsah degradácie papiera. Najčastejšie 

používanou technikou na stanovenie fenolových zlúčenín 
je RP HPLC so stacionárnou fázou typu C18, avšak 

v niektorých metódach boli použité aj fenyl-hexyl 

a polymérne styrén-divinylbenzénové typy stacionárnych 
fáz. Vzhľadom na charakter látok, pH mobilnej fázy by 

malo byť v rozsahu 2–4, aby sa zabránilo disociácii látok30–33. 

Detekcia fenolových zlúčenín sa uskutočňuje najmä pomo-

cou UV spektrofotometrického detektora príp. detektora 
s diódovým poľom, keďže tieto látky sú charakteristické 

UV spektrami30,34. HPLC s fluorescenčnou detekciou je 

Stanovované analyty Vzorka, 
príprava vzorky 

Podmienky separácie 
a detekcie a 

Lit. 

Kyselina ftalová, kyselina  

benzoová, o-metoxyfenol,  
2,6-dimetoxyfenol, kyselina  

p-metoxyškoricová, iné 

buničinový papier, 
enzymatická hydrolýza 
  

SF: C18 
MF: acetonitril/voda (70:30, v/v) 
Pt: 1,0 ml min–1 
TK: 27 °C 
Det: UV (280 nm) 

30 

Oligofenolové látky drevná biomasa, 
extrakcia s 2-butanonom 
alebo 2-butanolom 

SF: pentafluorofenyl 
MF: A: 0,025% (v/v) kyselina trifluoro-
octová v acetonitrile, B: 0,025% kyselina 

trifluorooctová, gradientová elúcia 
Pt: 6,5 ml min–1 
TK: 30 °C 
Det: DAD, EI-MS/MS 

31 

Kyselina p-hydroxybenzoová,  

kyselina ferulová, kyselina 
p-kumarová, p-hydroxybenzaldehyd, 

vanilín, p-hydroxyacetofenón, syring 

aldehyd 

drevné a rastlinné  

vzorky, 
oxidácia s CuO, SPE 

SF: C18 
MF: A: 0,050 mol l–1 fosforečnanový 
tlmivý roztok (pH 2)/metanol (85:15, v/v),  

B: 0,050 mol l–1 fosforečnanový tlmivý 

roztok (pH 2)/metanol/ acetonitril (4:3:3, 
v/v/v), gradientová elúcia 
Pt: 1,0 ml min–1 
TK: 22 °C 
Det: UV (280 nm) 

34 

Vanilín 
  
  

rastliny, 
extrakcia kvapalinou 

SF: C18 
MF: 0,1 mol l–1 kyselina octová/metanol 
(65/35, v/v) 
Pt: – 
TK: – 
Det: amperometrický (0,925 V),  

kulometrický (0,5 V) 

36 

Vanilín, kyselona vanilínová, 

p-hydroxybenzaldehyd, kyselina  
syringová, kyselina ferulová, kyselina 

p-kumarová, kyselina benzoová 

biomasa, 
extrakcia metanolom 
  

SF: Symmetry C18 
MF: A: 0,1% (v/v) kyselina octová  
v acetonitrile, B: 0,1% (v/v) kyselina  

octová, gradientová elúcia 
Pt: 0,8 ml min–1 
TK: 30 °C 
Det: EI-MS/MS 

37 

a  SF – stacionárna fáza, MF – mobilná fáza, Pt – prietok mobilnej fázy, TK – teplota kolóny, Det – detekcia, EI-MS/MS – 

tandemová hmotnostná spektrometria s elektrónovou ionizáciou 

Tabuľka IV 

Prehľad vybraných HPLC metód na stanovenie fenolových zlúčenín 
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vhodný spôsob charakterizácie a kvantifikácie fenolových 

zlúčenín, ktoré majú fluorofór. Citlivosť fluorescenčného 
detektora je pre mnohé zlúčeniny 10–1000krát vyššia 

v porovnaní s UV detekciou33. HPLC s elektrochemickou 

detekciou je založená na redoxnej reakcii fenolových zlú-

čenín a metódy sa vyznačujú nízkymi medzami detekcie35. 
Cantalapiedra a spol. použili na detekciu amperometrický 

a coulometrický detektor, pričom LOD boli v rozmedzí od 

0,81 do 3,1 mg ml–1, čo je porovnateľné s inými me-

tódami, napr. GC-MS (cit.36). Na identifikáciu polyfenolov 
sa čoraz častejšie využíva HPLC-MS (cit.37,38). Vo všeo-

becnosti je HPLC vhodnejšia na separáciu a kvantifikáciu 

fenolových zlúčenín ako GC vzhľadom na to, že nevyža-
duje náročné kroky čistenia vzoriek a derivatizácie analy-

tov. HPLC-UV/Vis metóda na stanovenie fenolových zlú-

čenín, vypracovaná autormi Sun a spol. ukázala dobrú 
zhodu výsledkov s GC-MS metódou (priemerný rozdiel 

deviatich rôznych vzoriek pre osem oxidačných produktov 

bol 4,5 % s relatívnou smerodajnou odchýlkou (RSD, 

23 %)34. 
Tradičné chromatografické metódy na separáciu feno-

lových zlúčenín môžu byť časovo náročné. Sun a spol. 

vyvinuli metódu chromatografie s tekutinou v nadkri-

tickom stave s detektorom s diódovým poľom na separáciu 
fenolových zlúčenín, zahrňujúc vanilín, apocynín, syrin-

galdehyd, kyselinu vanilínovú, p‐hydroxybenzaldehyd, 

p-hydroxyacetofenon, kyselinu syringovú, kyselinu ferulo-

vú, kyselinu p‐hydroxybenzoovú, kyselinu p‐kumarovú, 
produkovaných pri rozklade lignínu (stacionárna fáza UP-

C2 HSS C18 SB, mobilná fáza nadkritický CO2 a 0,02 

mol l–1 kyselina citrónová v metanole s gradientovou elú-

ciou prietokom 1,25 ml min–1, teplota 60 °C, tlak 
13,5 MPa). Čas analýzy bol do 6 minút, LOQ 2,5–5,0 

µmol l–1 a lineárny koncentračný rozsah 5,0–200,0 µmol l–1 

(R2 >0,997)39. 
Na stanovenie fenolových látok vo vodných alebo 

metanolových extraktoch papiera sú vhodné aj metódy 

kapilárnej elektroforézy4. Prehľad vybraných chromato-

grafických metód použitých na analýzu papiera a biomasy 
je dokumentovaný v tab. IV. 

 

3.4. Prchavé organické zlúčeniny 
 

Prchavé organické zlúčeniny (VOC – volatile organic 

compounds) identifikované v extraktoch z papiera boli 

podľa študie autorov Lattuati-Derieux a spol.40 zaradené 
do ôsmich tried zlúčenín: karboxylové kyseliny, alkoholy, 

aldehydy, alkylbenzény, deriváty benzénu, alifatické uhľo-

vodíky, estery a polycyklické aromatické uhľovodíky. 
Mnohé z nich (napr. kyselina octová, kyselina mravčia, 

furfural, kyselina p-hydroxybenzoová, p-hydroxy-

acetofenón, p-hydroxybenzaldehyd, vanilín) sú degradač-

nými produktami lignínu alebo celulózy, a možno ich pou-
žiť ako markery ich chemického poškodenia4,16,40,41. Vhod-

né metódy na stanovenie VOC sú GC s FID alebo MS 

detektorom42,43. VOC možno vzorkovať priamo z plynnej 

fázy z okolitého prostredia pri starnutí papiera. Na vzorko-
vanie sa používajú buď aktívne vzorkovače, ktoré odobe-

rajú vzorky priamo do zachytávacích systémov, avšak 

praktickejšou alternatívou je použitie pasívnych vzorkova-

čov, ktoré umožňujú adsorpciu zlúčenín v relatívne krát-
kom časovom intervale. Mikroextrakcia tuhou fázou sa 

ukázala ako vhodná technika na vzorkovanie z malých 

priestorov napr. vo vnútri kníh, archívnych krabíc atď. 

SPME používa vlákna špeciálne potiahnuté sorbentom, do 
ktorého sa môžu extrahovať prchavé zlúčeniny zo vzoriek 

vzduchu. Analyty sú následne tepelne desorbované do GC. 

Zistilo sa, že vlákno DVB/CAR/PDMS (divinylbenzén/
karboxén/polydimetylsiloxán) bolo najvhodnejšie na ex-

trakciu rôznych VOC uvoľnených z papiera16,44. Preskú-

mali sa dve možnosti vzorkovania, a to i) statický odber 

vzoriek, ktorý je však deštruktívny a vyžaduje, aby sa 
vzorka zahrievala pri vysokej teplote (80 °C) počas nie-

koľkých hodín a následne sú VOC extrahované pomocou 

SPME; ii) kontaktný odber vzoriek, čo predstavuje nedeš-
truktívny postup, pri ktorom sa SPME vlákno vkladá pria-

mo do stohu papiera na definovaný čas a následne sa po 

termickej desorpcii analytov uskutoční GC-MS analýza 

(kolóna VOCOL, 60 m)45. Niektoré zlúčeniny, napr. alifa-
tické kyseliny a produkty rozkladu lignínu, zaradené me-

dzi VOC, možno tiež zahrnúť do predošlých skupín, 

a stanovovať ich aj HPLC metódami, ktoré boli uvedené 
v predošlých kapitolách.  

 

3.5. Hodnotenie stupňa polymerizácie  

 

Degradácia makromolekúl celulózy, hemicelulóz 

a lignínu sa prejavuje znížením priemerného polymerizač-
ného stupňa. Klasická kapilárna viskozimetria a chromato-

grafia s vylučovaním podľa veľkosti molekúl (SEC) sú 

najčastejšie používanými analytickými technikami na mo-
nitorovanie degradácie celulózy na molekulárnej úrovni 

(separácia trikarbanilátov celulózy, alebo nederivatizova-

nej celulózy v roztoku chlorid lítny/N,N-dimetylacetamid 

(LiCl/DMAc) alebo 1,3-dimetyl-2-imidazolidinón). Výho-
dou použitia SEC v degradačných štúdiách polymérov je 

malá spotreba vzoriek (vhodné napr. v prípade historic-

kých alebo umeleckých dokumentov), poskytnutie kom-

plexné informácie o priamych hodnotách a distribúcii mo-
lekulovej hmotnosti a vhodnosť na sledovanie kinetiky 

degradácie papiera. Pri SEC analýze papiera sa využívajú 

bežné HPLC detektory, refraktometrický alebo UV/Vis, 
prípadne MALLS (multi-angl light scatering; viacosový 

laserový detektor rozptylu svetla) detektor (tab. V). 

V prípade použitia refraktometrickej alebo UV/Vis detek-

cie sa SEC systém kalibruje pomocou referenčných mate-
riálov so známou distribúciou molekulových hmotností. 

Keďže pre celulózu nie sú komerčne dostupné, používajú 

sa iné polymérne štandardy a alternatívou sú aj frakcie 
celulózy, avšak v takom prípade sú výsledky zaťažené 

systematickou chybou. Kalibrácia pomocou štandardov 

s iným hydrodynamickým objemom ako celulóza vedie 

tiež k systematickým chybám a takto získané hodnoty 
molekulových hmotností možno považovať iba za relatív-

ne miery. S cieľom znížiť nepresnosť sa môže na dôkladnú 

kvantitatívnu analýzu údajov získaných pomocou 
SEC-UV/Vis použiť metóda univerzálnej kalibrácie46. 

Detektor MALLS je vhodný na priame hodnotenie mólo-
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vých hmotností polymérov v roztokoch. Interpretácia úda-

jov získaných zo systémov SEC-MALLS je založená na 
informáciách o koncentrácii rozpustenej látky (ktorú je 

možné stanoviť pri použití refraktometrického alebo UV/

Vis detektorov) a o prírastku indexu lomu (dn/dc), ktorý sa 

získa kalibráciou refraktometrického detektora46,47. Ak sú 
pre daný systém známe iba Mark-Houwinkove koeficienty 

(vzorka / rozpúšťadlo / teplota), viskozimetrická metóda 

by sa mohla považovať za priamu metódu stanovenia mo-
lekulovej hmotnosti pre polyméry, stupňa polymerizácie 

celulózy a viskozitnej mólovej hmotnosti. Výhodou je 

jednoduchosť zariadenia a postupu, rýchlosť a metóda je 

tiež špecifikovaná priemyselnými normami (napr. využí-
vajú rozpúšťanie celulózy v roztoku kuprietyléndiamínu, 

CED). Hlavnými nevýhodami tejto metódy je obmedzené 

použitie pre papierové materiály, ktoré neobsahujú ligníny48. 

V mnohých štúdiách sa porovnávali výsledky získané 
pomocou viskozimetrie a SEC pre papiere bez lignínu. 

Dupont a Mortha vo svojej štúdii zistili, že výsledky získa-

né dvoma rôznymi technikami sa líšili v dôsledku degradá-
cie spôsobenej rozpúšťadlom pri viskozimetrickej metóde 

(v kadoxéne) a v dôsledku komplexácie medzi celulózou 

Tabuľka V 

Prehľad vybraných metód kvapalinovej chromatografie s vylučovaním podľa veľkosti molekúl použitých na hodnotenia 
degradácie celulózy 

Stanovovaný parameter Vzorka, 
príprava vzorky 

Podmienky separácie a 
a detekcie 

Lit. 

Distribúcia molekulových hmot-

ností, stupeň polymerizácie 
  

papier, 
derivatizácia s fenyl-  
izokyanatánom, rozpustenie 
v tetrahydrofuráne 

SF: 2 Gel DVB kolóny 
MF: tetrahydrofurán 
Pt: 1,0 ml min–1 
TK: 35 °C 
Det: UV (254 nm), MALLS (658 nm) 

52 

Papier, 
derivatizácia s fenyl-  
izokyanatánom, rozpustenie 
v tetrahydrofuráne 

SF: 2 PL gel MIXED B 
MF: tetrahydrofurán 
Pt: 1,0 ml min–1 
TK: 35 °C 
Det: DAD (240 nm) 
  
SF: 2 PL gel MIXED C 
MF: tetrahydrofurán 
Pt: 1,0 ml min–1 
TK: 35 °C 
Det: MALLS 
  
A4F-MALLS: 
trubica: 490 μm 
MF: tetrahydrofurán 
Pt: 1,0 ml min–1; gradient priečneho toku 
3–0,15 ml min–1 
Det: MALLS 

53 

bavlna SF: kolóny zapojené v sérii: μstyragel HT 

103, 104, 105 Å, ultrastyragel 106 Å 
MF: 0,5 % LiCl v DMAc, 50 °C 
Pt: 0,8 ml min–1 
TK: 60 °C 
Det: RI, viskozimetrický 

54 

papier, 
derivatizácia s fenyl- 
izokyanatánom, rozpustenie 
v tetrahydrofuráne 

SF: PL gel MIXED B 
MF: tetrahydrofurán 
Pt: 1,0 ml min–1 
TK: 35 °C 
Det: DAD (240 nm) 

55 

a  SF – stacionárna fáza, MF – mobilná fáza, Pt – prietok mobilnej fázy, TK – teplota kolóny, Det – detekcia, RI – refrakto-

metrická detekcia, MALLS – viacosový laserový detektor rozptylu svetla 
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a zložkami rozpúšťadla pri SEC metóde (LiCl/DMAc)49. 

V prácach Strliča a Malešič porovnávali použitie SEC 
metódy s refraktometrickou detekciou v LiCl/DMAc 

a viskozimetrickú metódu v CED na stanovenie molekulo-

vých hmotností produktov degradácie celulózy. V oboch 

štúdiách sa ukázalo, že viskozimetrická metóda uskutočňo-
vaná v agresívnom médiu (t.j. zásadité CED) poskytovala 

významne nižšie výsledky50,51.  

Porovnanie viskozimetrickej, SEC-UV/Vis a SEC-
MALLS (kadoxén alebo CED pre viskozimetriu, LiCl/

DMAc alebo trikarbaniláty celulózy/tetrahydrofurán pre 

SEC) metód na hodnotenie degradácie papiera ukázalo 

dobrú koreláciu medzi výsledkami stanovenia molekulovej 
hmotnosti polymérov pomocou viskozimetrickej a SEC-

UV/Vis metódy. SEC-MALLS sa ukázala ako vhodnejšia 

metóda, pretože poskytla informácie o distribúcii moleku-
lovej hmotnosti počas procesov depolymerizácie celulózy 

a poskytuje priamo hodnoty molekulových hmotností bez 

toho, aby bolo potrebné použiť ďalšie kalibrácie ako pri 

metóde SEC-UV/Vis (cit.52). 
V práci Kačíka a spol.53 sa porovnali tri metódy ana-

lýzy celulózy v papieri podrobenému zrýchlenému starnu-

tiu: SEC-DAD s kalibráciou pomocou polystyrénových 
štandardov, SEC-MALLS a frakcionácia tokom v asymet-

rickom tokovom poli (A4F) v spojení s MALLS. Pred 

separáciou boli vzorky celulózy derivatizované feny-

lizokyanátom na trikarbaniláty celulózy a rozpustené 
v tetrahydrofuráne. Každá z metód poskytla rôzne absolútne 

hodnoty molekulovej hmotnosti, ale korelácie medzi nimi 

boli s vysokými korelačnými koeficientmi (R=0,990–0,992). 
Najvyššie hodnoty molekulovej hmotnosti boli získané 

pomocou A4F-MALLS metódy. Metódy SEC-MALLS 

a SEC-UV poskytli nižšie hodnoty v dôsledku strihovej 

degradácie (dochádza k nej v chromatografickej kolóne, 
kedy sa najmä veľké molekuly „roztrhnú“, a tým skresľujú 

hodnotu molekulovej hmotnosti) vysokomolekulových 

celulózových reťazcov. Z toho dôvodu je A4F metóda 
vhodnejšia v porovnaní s SEC, keďže A4F nepoužíva ko-

lónu53. 

 

 

4. Záver 
 
V tejto práci boli zhrnuté chromatografické metódy, 

ktoré majú uplatnenie v analýze papiera s cieľom charakte-

rizovať, identifikovať a stanoviť zlúčeniny vznikajúce pri 
degradačných procesoch. Na základe doteraz publikova-

ných výsledkov možno zhrnúť, že veľký potenciál má 

HILIC a IEX technika kvapalinovej chromatografie, hlav-

ne pri separácií polárnych látok (karboxylové kyseliny, 
sacharidy), prípadne po derivátizácií aj RP HPLC. 

RP HPLC je vhodná na separáciu fenolových zlúčeniny 

a iných aromatických zlúčenín, pre ktoré môže byť vhod-
nejšia v porovnaní s inými technikami. Vhodné metódy 

stanovenia VOC zahrňujú GC s FID alebo MS detektorom. 

Chromatografia s vylučovaním podľa veľkosti molekúl 

našla uplatnenie pri monitorovaní degradácie celulózy. 
Vyvinuté analytické metódy sú jedným z nástrojov na 

pochopenie mechanizmov degradácie papiera, hodnotenie 

chemickej stability papiera a účinnosti konzervačných 

postupov. Nezanedbateľným krokom v procese chemickej 
analýzy je aj príprava vzoriek, a preto v budúcich štúdiách 

treba pozornosť venovať aj moderným technikám prípravy 

vzoriek. 

 
Táto práca bola podporená Agentúrou na podporu 

výskumu a vývoja na základe Zmluvy č. APVV-18-0155. 
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Typical products generated during aging/degradation 

of cellulosic materials are carboxylic acids (e.g. formic, 

acetic), esters, ketones, cyclic oxygen compounds (e.g. 
furfural), sugars, phenolic compounds and many other 

volatile organic compounds. A wide set of physico chemi-

cal and analytical methods were applied to evaluate the 
degradation processes. The present work is focused on the 

chromatographic methods (RP-HPLC, IEX, SEC, GC cou-

pled with advanced detectors) to separate and determine 

the degradation products of cellulosic materials. 
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