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1. Uvod

Papier je jednym z pokrokovych vyndlezov v dejinach
Pudstva, ktory mal velky vplyv na spolo¢nost. Hlavne
historické pisomné dokumenty su ohrozené aj napriek
tomu, ze vyroba papiera presla vyvojom v snahe splnit’
poziadavky knihovnikov a archivarov na zvySenie jeho
stability. V dosledku starnutia papiera dochadza k zmenam
jeho vlastnosti, ktoré mozu viest’ k zhorSeniu CitateI'nosti,
znizeniu mechanickej pevnosti, az k jeho rozkladu. Starnu-
tie papiera sa v sicasnosti podrobne Studuje s ciel'om pre-
Setrit’ jeho mechanizmy, charakterizovat’ produkty rozkla-
du tohto celulézového produktu a minimalizovat’ nasledky
degradacie. Chémia starnutia sa presetruje pomocou expe-
rimentov urychleného starnutia, ktoré modeluju prirodzené
starnutie papiera a celulézy. Snahou mnohych vyskum-
nych skupin je vyvijat’ analytické a mikroanalytické meto-
dy na charakterizaciu stavu papiera. Vyuzivaju sa viaceré
chromatografické, spektrometrické, termické a mikrosko-
pické techniky, ktoré sa volia na zéklade ich pouzitelnosti
na hodnotenie vybranych vlastnosti. Dolezitym kritériom
vyberu je aj malé mnozstvo pozadovanych skasobnych
vzoriek. Vyuzitie analytickych technik v analyze papiera
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je zhrnuté v tab. I. Techniky kvapalinovej a plynovej chro-
matografie v spojeni s pokro¢ilymi detektormi nasli uplat-
nenie pri identifikacii a stanoveni Sirokej Skaly zlucenin,
degradacnych produktov, s r6znou polaritou, molekulovou
hmotnost'ou a prchavostou. Cielom tohto prehl'adového
¢lanku je struéne popisat’ vyuzitenost chromatografic-
kych metdd na separiciu a stanovenie hlavnych produktov
starnutia papiera, ako aj metéd na hodnotenie polymeri-
zatného stupfia celulozy, pricom sme vychadzali aj
z vlastnych sktsenosti. Zdokonalené a validované analy-
tické metddy mozu byt prinosom pre oblast’ ochrany nés-
ho informacného dedicstva.

2. Degradacia papiera

Papier je multikomponentny materidl reprezentovany
najmé celulézovymi vldknami, avSak v zavislosti od postu-
pu pripravy papieroviny a papiera, modze obsahovat
aj zvySky hemiceluléz a ligninu, ktoré st viac alebo menej
modifikované v technolégii vyroby papiera. Pre papiere
vyrabané v 19.-20. storo¢i je typicka kyslost, spdsobena
pridavanim Zivicovych glejidiel na baze hlinitych soli.
Prave kysla hydrolyza celuldzy je jednym z dominantnych
procesov degradacie papiera. Pri praci s originalmi, ako s
historické knihy a dokumenty, nesmie dojst’ k poSkodeniu
objektu, preto sa vo vyskume vyuziva urychlené simulova-
né starnutie modelovych vzoriek, ktoré umoznuje Stadium
degradacie materialov, napomaha kvalifikovanému odhadu
ucinku konzervaéného zasahu (aj UCinnosti novo-
vyvijanych a aplikovanych ochrannych a konzerva¢nych
technologii), umoznuje predpovedat dlhodobé ucinky
posobenia teploty, vlhkosti, Ziarenia a znecisteného ovzdu-
Sia na testované materialy. Urychlené starnutie pouZziva
naro¢nejsie podmienky (teplota, kyslik, slneéné a iné dru-
hy Ziarenia, vibracie, pritomnost’ polutantov, atd’.) na to,
aby doslo k urychleniu normalneho procesu starnutia
a degradacie zloziek materidlu alebo objektu. Existuje
niekol’ko metdd a postupov na modelovanie urychleného
starnutia papiera, ktoré sa vykonavaju na zaklade noriem.
NajcastejSie sa aplikuje postup pri zvySenej teplote
arelativnej vlhkosti v hermeticky uzavretom priestore
a definovanom ¢ase (ASTM D 6819-02)'. Napriklad po-
stup uskutoCneny pri teplote 105 °C pocas 3 dni modeluje
starnutie zodpovedajuce priblizne 25roc¢nému prirodzené-
mu starnutiu pri 20 °C (resp. 18 °C)*. Druh a mnoZstvo
degradaénych produktov zavisi od zakladnych charakteris-
tik papiera, podmienok starnutia a dizky expozicie. Na
zaklade typu zlucenin, ich povodu a pouzitych metéd na
identifikaciu a stanovenie sa produkty degradacie papiera
daju zatriedit do Styroch skupin, jednoduché cukry
a oligosacharidy, alifatické organické kyseliny, fenolové
zlugeniny a prchavé organické zliceniny’.
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Tabul’ka I
Analytické techniky vyuzivané v analyze papiera

Referat

Hodnotena vlastnost’

Technika ?

Identifikécia a stanovenie kyselin, kyslost’
Degradacia celuldzy, polymeriza¢ny stupeit
Degradacné produkty, identifikacia a stanovenie
Pritomnost’ kovov, iénov kovov

Zmeny vlastnosti materialu v zavislosti od teploty

Identifikécia, analyza chemickych zmien, analyza
povrchu materialu

HPLC, meranie pH

SEC, viskozimetria

HPLC, GC, MS

AAS

TG, TDA, DSC, iné

FTIR, SEM, XPS, UV/Vis, RS, iné

*DSC - diferenénd kompenza¢na kalorimetria, DTA — diferen¢nd termicka analyza, GPC — gélova permea¢na chromato-
grafia, RS — Ramanova spektroskopia, SEC — chromatografia s vylu¢ovanim podl'a velkosti molekul, SEM — skenovacia
elektrénova mikroskopia, TG — termogravimetria, XPS — rontgenova fotoelektronova spektrometria

3. Aplikacie chromatografickych metod
v analyze papiera

3.1. Sacharidy

Vplyvom degradaénych procesov v papieri dochadza
ku vzniku uhlovodikovych fragmentov z celulézy a hemi-
celuléz. Hlavnymi degradacnymi produktami si monosa-
charidy (napr. arabin6za, xyl6za, mandza, galaktdza, glu-
koza) aoligosachridy (hlavne celobidza, celotridoza
a celotetradza). Sacharidy boli identifikované ako produk-
ty oboch, prirodzeného a modelovaného urychleného star-
nutia>. Na separaciu sacharidov (monosacharidov
a disacharidov) sa pouZivaju kapilarna elektroforéza®,
chromatografické metddy (hlavne GC po derivatizacii
analytov®) a kvapalinova chromatografia™. HPLC vyuZiva
niekol’ko typov separacnych mechanizmov charakterizova-
nych typom pouzitej stacionarnej a mobilnej fazy, re-
verzno-fazovy mod (RP) po derivatizacii sacharidov, i6no-
vo-vymenny systém (IEX), hydrofilna interakéna (HILIC)
a ionovo-parova (IPC) chromatografiu. Bezné spdsoby
detekcie pouzivané pre HPLC zahfiaju refraktometricka,
UV/Vis spektrofotometrickil a elektrochemickil (napr.
pulznti ampérometricktl) detekciu, detekciu rozptylu Ziare-
nia (ELSD — Evaporative Light Scattering Detector) a MS
detekciu. Citlivost UV a refraktometrické¢ho detektora je
podobna, ale nie dost’ vysokd na stanovenie stopovych
koncentracii sacharidov. Jednou z moznosti zvysenia citli-
vosti je fluorescenéna detekcia s vyuzitim pred- alebo po-
kolénovej derivatizacie Cinidlami ako napr. FMOC
(fluorenylmethoxycarbonyl) hydrazin, dansylhydrazin,
kyselina 2-aminobenzoova, 1-fenyl-3-metyl-5-pyrazolon
ainé’.

Porovnanie troch metéd na stanovenie sacharidov vo
vodnych extraktoch papiera po modelovom urychlenom
starnuti ukazalo moznosti ich pouzitia®. Na HPLC separa-
ciu vybranych sacharidov sa testovali tri typy stacionar-
nych faz. Ionovo-vymennou chromatografiou na kolone
Polymer IEX-H sa nedosiahla pozadovand separacia
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(Ri=1,5) sacharidov. Hodnoty rozliSovacich faktorov pre
skupinu latok xyléza/manéza/galaktoza/metyl-D-gluko-
pyranozid/fruktéza boli nizke (R;=0,3-0,6) a zvySenie
ucinnosti separacie sa nedosiahlo ani zmenou koncentracie
kyseliny sirovej v mobilnej faze (v rozsahu 0,005-0,020
mol I'"). Uvedena metdda bola viak vhodna na separaciu
mensej skupiny sacharidov, ako st napr. laktdza, glukoza,
xyloza, fruktoza, arabindza s ¢asom analyzy do 15 min.
Utinnej$ia separicia §tudovanej skupiny sacharidov sa
dosiahla pouzitim kolony NH, typu (Separon SGX NH2)
s mobilnou fazou acetonitril-voda (82:18, v/v). Doba ana-
lyzy bola 44 min a hodnoty R;; boli v rozsahu 0,7-7,8. Tato
metdda bola aplikovana na separaciu sacharidov priamo vo
vodnom extrakte papiera po procese modelovaného urych-
leného starnutia. Koncentracia sledovanych sacharidov
vSak bola pod medzou stanovenia danej metody (LOQ =
0,25-1,5 mgml'). Na skoncentrovanie analytov
v extraktoch sa testovala moznost’ on-line skoncentrovania
sacharidov na predkolone so stacionarnou fazou NH, typu,
avSak dochadzalo k vysokym stratam analytov. Tretia tes-
tovana metdda bola zaloZena na predkolonovej derivatiza-
cii sacharidov s dansylhydrazinom. Toto derivatizac¢né
¢inidlo bolo zvolené preto, Ze reakcia bola rychla, uskutoc-
novala sa vo vodnom prostredi a citlivost’ detekcie bola
dostatocne vysoka aj pre stopové koncentracie sacharidov,
zvlast vo vzorkach so zlozitou matricou. Na separaciu
derivatizacnych produktov bola vhodna RP HPLC
(stacionarna faza Nucleosil 120-5 C18, mobilna faza ace-
tonitril/0,08 mol 1! kyselina  octova, 21/79, v/v)
s fluorescenénou detekciou. Jednym z rozhodujucich krité-
rii na hodnotenie testovanych metéd bola medza stanove-
nia (predpokladand koncentracia sacharidov vo vodnych
extraktoch vzoriek papiera bola nizka, < ppm). Pouzitim
metoédy s derivatizdciou a fluorescencnou detekciou sa
dosiahli medze stanovenia viac ako 10krat nizSie
v porovnani s IEX metédou a metéodou s on-line predkon-
centraciou®. V tab. II s uvedené daliie priklady HPLC
metdd pouzité na stanovenie sacharidov v extraktoch pa-
piera, biomasy a inych vzoriek so zloZitou matricou.
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Tabul’ka II

Prehlad vybranych HPLC met6d na stanovenie sacharidov

Stanovované analyty Vzorka, Podmienky separacie Lit.

priprava vzorky a detekcie *

16 sacharidov referencné latky SF: Nucleosil CHO 682 (Pb) 7
MF: voda
Pt: 0,4 ml min™'
TK: 85 °C
Det: RI

Celobiodza, p-arabinoza, D-fruktéza,  papier, SF: Polymer IEX-H 8

D-galaktdza, D-glukdza, D-mandza,
laktoza, D-xyloza,
metyl- D-glukopyranozid

extrakcia vodou

MF: 0,009 mol I"! H,SO,
Pt: 0,5 ml min™'

TK: 25 °C

Det: RI

SF: Separon SGX NH2

MF: acetonitril/voda (82/18, v/v)
Pt: 0,6 ml min™'

TK: 25 °C

Det: RI

SF: Nucleosil 120-5 C18

MEF: acetonitril/0,08 mol I"! kyselina octova
(21/79)

Pt: 1,0 ml min™

TK: 35 °C

Det: fluorescencny (Agx=360 nm,

AEm=470 nm)

D-xyloza, D-galaktdza, L-arabindza,
D-manoéza, D-glukodza, holoceluloza

papier,
hydrolyza s H,SO,4 (72%)

SF: Aminex HPX-87P
MF: voda

Pt: 0,6 ml min™'

TK: 80 °C

Det: RI

10

D-xyloza, D-galaktdza, L-arabindza,
D-manoéza, D-glukdza, D-fruktdza

biomasa,
enzymaticka hydrolyza

SF: Col-AMINO

MF: acetonitril/voda (75/25, v/v)
Pt: 1,0 ml min™

TK: 35 °C

Det: RI

11

D-xyloza, D-galaktdza, L-arabindza,
D-manoéza, D-glukdza, D-celobioza

biomasa,
hydrolyza s H,SO4 (72%)

SF: Aminex HPX-87P
MF: voda

Pt: 0,6 ml min™'

TK: 80-85 °C

Det: RI

12

L-ramnoza, D-xyloza,
L-arabinoza, p-glukdza, D-celobidza
sachardza

rastlinny material,
kvapalinova extrakcia pod-
porena ultrazvukom

SF: Zorbax-NH2

MEF: acetonitril/voda, gradientova eliicia
Pt: 0,5 ml min™

TK: 25 °C

Det: ELSD

13

D-glukdza, D-fruktédza,

D-mandza, D-xyl6za, D-galaktoza,
L-ramndza, L-arabin6za, sacharoza,
L-fukdza

napoje,
referencné zmes

SF: YMC-Pack Polyamine II
MF: voda/acetonitril/
chloroform, gradientova eltcia
Pt: 1 ml min"'

TK: 25 °C

Det: MS

762



Chem. Listy 174, 760-769 (2020)

Referat

Tabulka I1
Pokrac¢ovanie
Stanovované analyty Vzorka, Podmienky separacie Lit.
priprava vzorky a detekcie *
D-manoza, D-ribdza, c¢aj SF: RP-C18 15

L-ramnoza, D-glukdza, D-xyloza,
D-galaktdza, L-arabindza

MF: acetonitril/0,045% KH,P04/0,05%
trietylamin (pH 7,0), gradientova eltcia
Pt: 1,0 ml min™

TK:35°C

Det: UV

Derivatizacné ¢inidlo: 1-fenyl-3-metyl-5-
pyrazolon

* SF — stacionarna faza, MF — mobilna faza, Pt — prietok mobilnej fazy, TK — teplota kolony, Det — detekcia, RI — refrakto-

metricka detekcia, ELSD — detektor rozptylu Ziarenia

3.2. Organické kyseliny

Této skupina zahriluje produkty kombinovanych pro-
cesov hydrolyzy a oxidacie aje reprezentovand najma
kyselinami: mrav¢ia, octova, stavelova, mliecna, glykolo-
va, jantarova a jabléna™'®. Na ich stanovenie vo vodnych
extraktoch papiera st vhodné viaceré analytické techniky.
Metody, ako su elektrochemické (voltamérometrické)
a spektrometrické, st v8ak malo selektivne a vyzaduju
vys$sie naroky na pripravu vzoriek pred analyzou (napr.
extrakcia tuhou fazou s ionexom ako sorbentom). Spektro-
metrické metody st navySe zalozené na tvorbe deriva-
tov absorbujucich v UV/Vis oblasti Ziarenia'’. Kapilarna
elektroforéza (CE) a izotachoforéza, s vhodné hlavne
vd’aka vy$Sej Géinnosti separacie, krat§im ¢asom analyzy
a potrebe minimalnej upravy vzorky. Casto sa vyuziva aj
spojenie CE-MS, ktoré je vhodné kvoli vyssej citlivosti®'®.
Separacia karboxylovych kyselin predovSetkym alifatic-
kych karboxylovych kyselin (kyselina mrav¢ia, kyselina
octova, ....) je v kvapalinovej chromatografii problematic-
ka. V RP HPLC st tieto kyseliny slabo zadrziavané, eluuju
z chromatografickej kolony s mitvym ¢asom a z toho do-
vodu je potrebné vyuzit' iné LC techniky na ich separaciu.
Vhodnymi variantmi st HPLC s IEX, IPC, HILIC, alebo
RP (po derivatizacii analytov) mechanizmami separécie.
Vol'ba danej HPLC techniky na separaciu zmesi organic-
kych kyselin zavisi od ich druhu a tiez od typu matrice. Pri
separacii alifatickych karboxylovych kyselin v IEX HPLC
sa ako stacionarne fazy pouzivaju silné katexy (napr. po-
lystyrén-divinylbenzén) alebo slabé katexy (napr. Polymer
IEX-H). Mobilnou fazou je najCastejSie roztok kyseliny
sirovej (obr. 1)'%'72%2! 'V HILIC separa¢nej technike ana-
lyty (polarne latky vratene alifatickych karboxylovych
kyselin) interaguju s hydrofilnou stacionarnou fazou (napr.
koléna SeQuant ZIC-HILIC so sulfobetainovymi funkény-
mi skupinami) aelicia je uskutoéiiovand vodno-
organickou mobilnou fazou (napr. roztok octanu aménne-
ho/acetonitril alebo metanol*2*). RP HPLC po derivatiza-
cii analytov je volend hlavne z dovodu zvysenia selektivity
a citlivosti detekcie. HPLC stanovenie alkylkarboxylovych
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kyselin po derivatizacii s 2,4-dinitrofenylhydrazinom je
v analytickej komunite bezne vyuzivana a dobre zdoku-
mentovand metéda a v spojeni s MS detekciou sa moze
vyuzit' na identifikaciu latok**.

V odbornych pracach zameranych na stanovenie deg-
radacnych produktov vo vodnych extraktoch papiera sa LC
s [EX mechanizmom pouzila na stanovenie kyseliny mrav-
Cej akyseliny octovej. Vhodné chromatografické pod-
mienky zahrfiovali kolonu Polymer IEX-H udrziavant pri
teplote 20 °C, 0,009 mol I kyselinu sirovii ako mobiln{
fazu pri prietoku 0,8 ml min~'. Tieto podmienky umoznili
separaciu  sledovanych latok s rozliSenim Rj=2,8
v ¢asovom intervale do 12 min (elu¢né casy kyseliny
mravcej a kyseliny octovej boli 9,7+0,2 min a 10,7+0,1
min). Metédou s UV spektrofotometrickou detekciou bolo

UV(210 nm)

Cas (min)

Obr. 1. HPLC chromatogram referen¢nej zmesi organickych
kyselin (a) aextraktu papiera po zrychlenom modelovom
starnuti pri teplote 98+2°C pocas 30 dni (b)
(Chromatografické podmienky: stacionarna faza Polymer IEX-H
(250 x 8 mm, 8 um), mobilna faiza 9 mmol I'! H,SO,, prietok
mobilnej fazy 0,8 mlmin~', teplota kolény 23 °C detekcia UV
(210 nm); 1 — kyselina mlie¢na, 2 — kyselina mrav¢ia, 3 — kyseli-
na octova)
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mozné stanovit kyseliny na koncentraénych hladinach
desiatok mg mI™' (LOQ = 42,8 pg ml™ (kyselina mravéia)
a 92,4 ug ml™ (kyselina octova))> 2.

Cielom prace”™ bolo vyvinut jednoduchu a rychlu
analyticki metddu na stanovenie zmesi organickych zluce-
nin, vratane kyseliny octovej a mravcej, vo vodnych ex-
traktoch po termochemickej premene biomasy. Pouzitim
IEX-HPLC metody s UV (210 nm) detekciou sa dosahova-
li niz$ie medze stanovenia (LOQ = 17,6 pg mI™" (kyselina
mravéia) a 8,3 pgml™ (kyselina octova)) v porovnani
s refraktometrickou detekciou. Separacia latok vsak bola
dosiahnuta v dlh§om casovom intervale, do 35 min. Na
separaciu bola spomedzi r6znych testovanych stacionar-
nych faz (C18, C18+ionex, ionex) najvhodnejsia kombina-
cia dvoch ionexovych kolén (ROA-Oganc Acid H') udr-
Ziavana pri teplote 75 °C amobilna fiza 0,0075 mol "'
kyselina sirova. Optimalizovali sa tiez podmienky pre
extrakciu tuhou fazou (silny anex) kyselin z vodnych mat-
ric. Vyvinuta metdda sa vyznacovala vytaznostou nad
89 % pre kyselinu octovll a viac ako 91 % pre kyselinu
mravéiu (RSD<4,4 %) s LOQ 17,6 pgml™" pre kyselinu
mravéiu a 8,3 pg ml™" pre kyselinu octova®.

Siedlecka a spol.'” pouzili na stanovenie prchavych
organickych kyselin tri metddy, destilacnt metddu
s naslednou potenciometrickou titraciou, spektrometrickt
a GC metddu. Hlavnou nevyhodou destilacného pristupu
bola nizka vytaznost’ (53-58 %) a vysoka medza stanove-

Tabul’ka I11

Referat

nia (LOQ = 110 pgml™, vyhodnocované pre kyselinu
octovu). Priama potenciometricka titracia bola charakteri-
zovana vytaznostou nad 97 %, presnostou v rozmedzi
1,8 % az 15 % (RSD %) a LOQ bola 11 pg ml™". Pri spek-
trofotometrickej metdde sa prejavoval negativny vplyv
hydrogénuhli¢itanovych a fosfatovych iénov, pricom sta-
novené koncentracie kyseliny octovej boli nizSie ako no-
minalne. Presnost’ a spravnost’ spektrofotometrickej meto-
dy boli v rozsahu 1,3-14 % a 82,1-104,2 %, medza stano-
venia bola 28 pgml™'. Ak sa vsak pred analyzou vzorky
precistili a sledovana kyselina skoncentrovala pomocou
extrakcie tuhou fazou na ionexe, LOQ sa znizila na
5 pug ml™'. GC metdda s FID detektorom (kapilarna kolona
DB-23, 30 m) sa vyznacovala pomerne nizkymi LOQ
(5 ug 1'") s vytaznostami nad 92 % (RSD 5,7-14.8 %)"".
Na vzorkovanie kyseliny octovej a kyseliny mravcej
v ovzdusi (napr. priestory kniznic) bol vyvinuty pasivny
diftzny vzorkovac. Vzorkovanie sa uskutoc¢nilo po dobu
1-2 tyzdiov pri vzorkovacich rychlostiach 0,88 ml min™'
pre kyselinu octovii a 1,02 ml min™' pre kyselinu mravéiu
s naslednym stanovenim analytov IEX-HPLC met6dou.
V podmienkach laboratornych testov sa zistilo, ze vysled-
ky vzorkovania su opakovatelné a reprodukovatel'né; ty-
pické hodnoty RSD boli mensie ako 5 % na zber par kyse-
liny octovej a kyseliny mravéej z ovzdusia
v koncentraénom rozsahu 0,088-0,187 pg ml™. LOQ boli
44 a 13 pgml™ pre kyselinu octovii a kyselinu mravéiu

Prehl'ad vybranych HPLC met6d na stanovenie karboxylovych kyselin

Stanovované analyty Vzorka, Podmienky separacie Lit.
priprava vzorky * a detekcie °
Kyselina mravcia, kyselina octovd  papier, SF: Polymer IEX-H 10
(volne kyseliny, vo vode rozpustné  extrakcia vodou MF: 0,009 mol I"' H,SO,
soli) Pt: 0,5 ml min™'
TK: 35 °C
Det: RI
Kyselina mravcia, kyselina octovd  papier, SF: Polymer IEX-H 25,26,27
extrakcia vodou MEF: 0,009 mol ! H,S0,
Pt: 0,8 ml min™'
TK: 20 °C
Det: RI
Kyselina mravdéia, kyselina octova ~ biomasa SF: Two Rezex ROA-Organic acid H+ 28
extrakcia vodou, MEF: 0,0075 mol 1! H,SO,
SPE Pt: 0,6 ml min™'
TK: 75 °C
Det: UV
Kyselina mrav¢ia, kyselina octova  ovzdusie, SF: Dionex AS4-AG4A 29

sorpcia na disky s KOH

MEF: 0,005 mol I'" tetraboritan sodny
Pt: 2 ml min™

TK: -

Det: vodivostny

*SPE — extrakcia tuhou fazou, ® SF — stacionarna fiza, MF — mobilné faza, Pt — prietok mobilnej fazy, TK — teplota kolony,

Det — detekcia, RI — refraktometricka detekcia
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(vypo&itané pre dvojtyzdiiové obdobie odberu vzoriek)®.

Prehlad vybranych chromatografickych metod na
stanovenie alifatickych organickych kyselin v extraktoch
papiera, biomasy a ovzdusia je uvedeny v tab. IIL.

3.3. Fenolové zluc¢eniny

V extraktoch z papiera boli identifikované aj produkty
degradacie ligninu, medzi ktoré patria aj fenolové zluceni-
ny vratane kyselin (kyselina vanilové, kyselina benzoova,
kyselina galova, kyselina p-kumarova, kyselina syringova,
kyselina p-hydroxybenzoovd, kyselina ferulova, p-hydro-

Tabulka IV

Referat

xybenzaldehyd, p-hydroxyacetofenon, ainé), ¢o moze
poukazovat na rozsah degradacie papiera. NajCastejSie
pouzivanou technikou na stanovenie fenolovych zlucenin
je RP HPLC so staciondrnou fazou typu CI18, avSak
v niektorych metddach boli pouzit¢ aj fenyl-hexyl
a polymérne styrén-divinylbenzénové typy stacionarnych
faz. Vzhladom na charakter latok, pH mobilnej fazy by
malo byt v rozsahu 24, aby sa zabrénilo disocicii latok™*>>.
Detekcia fenolovych zlucenin sa uskuto¢nuje najmé pomo-
cou UV spektrofotometrického detektora prip. detektora
s diodovym polom, ked’ze tieto latky st charakteristické
UV spektrami’®**. HPLC s fluorescenénou detekciou je

Prehlad vybranych HPLC met6d na stanovenie fenolovych zlucenin

Stanovované analyty Vzorka, Podmienky separacie Lit.

priprava vzorky a detekcie
Kyselina ftalova, kyselina bunicinovy papier, SF: C18 30
benzoova, o-metoxyfenol, enzymaticka hydrolyza MEF: acetonitril/voda (70:30, v/v)
2,6-dimetoxyfenol, kyselina Pt: 1,0 ml min™
p-metoxySkoricova, iné TK: 27 °C

Det: UV (280 nm)

Oligofenolové latky drevna biomasa, SF: pentafluorofenyl 31

extrakcia s 2-butanonom
alebo 2-butanolom

MEF: A: 0,025% (v/v) kyselina trifluoro-
octova v acetonitrile, B: 0,025% kyselina
trifluorooctova, gradientova eltcia

Pt: 6,5 ml min™!

TK: 30 °C

Det: DAD, EI-MS/MS

drevné a rastlinné
vzorky,

Kyselina p-hydroxybenzoova,
kyselina ferulova, kyselina
p-kumarova, p-hydroxybenzaldehyd,
vanilin, p-hydroxyacetofendn, syring
aldehyd

oxidacia s CuO, SPE

SF: C18 34
MEF: A: 0,050 mol I'! fosforenanovy

tlmivy roztok (pH 2)/metanol (85:15, v/v),

B: 0,050 mol I"! fosfore&nanovy timivy

roztok (pH 2)/metanol/ acetonitril (4:3:3,
v/v/v), gradientova eltcia

Pt: 1,0 ml min™

TK: 22 °C

Det: UV (280 nm)

Vanilin rastliny,

extrakcia kvapalinou

SF: C18 36
MEF: 0,1 mol "' kyselina octova/metanol
(65/35, v/v)

Pt: -

TK: -

Det: amperometricky (0,925 V),

kulometricky (0,5 V)

Vanilin, kyselona vanilinova, biomasa,
p-hydroxybenzaldehyd, kyselina
syringova, kyselina ferulova, kyselina

p-kumarova, kyselina benzoova

extrakcia metanolom

SF: Symmetry C18 37
MEF: A: 0,1% (v/v) kyselina octova

v acetonitrile, B: 0,1% (v/v) kyselina

octova, gradientova elucia

Pt: 0,8 ml min™'

TK: 30 °C

Det: EI-MS/MS

* SF — stacionarna faza, MF — mobilna faza, Pt — prietok mobilnej fazy, TK — teplota kolony, Det — detekcia, EI-MS/MS —
tandemova hmotnostna spektrometria s elektronovou ionizaciou

765



Chem. Listy 174, 760-769 (2020)

vhodny spOsob charakterizacie a kvantifikacie fenolovych
zltcenin, ktoré maju fluorofor. Citlivost’ fluorescencného
detektora je pre mnohé zlucCeniny 10-1000krat vysSia
v porovnani s UV detekciou™. HPLC s elektrochemickou
detekciou je zaloZend na redoxnej reakcii fenolovych zIu-
&enin a metody sa vyznacuju nizkymi medzami detekcie®.
Cantalapiedra a spol. pouzili na detekciu amperometricky
a coulometricky detektor, pricom LOD boli v rozmedzi od
0,81 do 3,1 mgml™”, & je porovnatelné sinymi me-
todami, napr. GC-MS (cit.*®). Na identifikéciu polyfenolov
sa &oraz Castejiie vyuziva HPLC-MS (cit.*”**). Vo vieo-
becnosti je HPLC vhodnejSia na separaciu a kvantifikdciu
fenolovych zltcenin ako GC vzhl'adom na to, Ze nevyZza-
duje naroc¢né kroky Cistenia vzoriek a derivatizacie analy-
tov. HPLC-UV/Vis metdda na stanovenie fenolovych zli-
Cenin, vypracovana autormi Sun a spol. ukdzala dobru
zhodu vysledkov s GC-MS metoédou (priemerny rozdiel
deviatich réznych vzoriek pre osem oxida¢nych produktov
bol 4,5% s relativnou smerodajnou odchylkou (RSD,
23 %)*.

Tradi¢né chromatografické metddy na separaciu feno-
lovych zlticenin mézu byt casovo narocné. Sun a spol.
vyvinuli metédu chromatografie s tekutinou v nadkri-
tickom stave s detektorom s diddovym pol'om na separaciu
fenolovych zli€enin, zahrfiujuc vanilin, apocynin, syrin-
galdehyd, kyselinu vanilinovli, p-hydroxybenzaldehyd,
p-hydroxyacetofenon, kyselinu syringovu, kyselinu ferulo-
v, kyselinu p-hydroxybenzoovil, kyselinu p-kumarovu,
produkovanych pri rozklade ligninu (stacionarna faza UP-
C2 HSS C18 SB, mobilna faza nadkriticky CO, a 0,02
mol I"! kyselina citrénova v metanole s gradientovou elu-
ciou prietokom 1,25 ml min ', teplota 60 °C, tlak
13,5 MPa). Cas analyzy bol do 6 mintit, LOQ 2,5-5,0
umol 1" a linearny koncentraény rozsah 5,0-200,0 umol 1'!
(R*>0,997)*.

Na stanovenie fenolovych latok vo vodnych alebo
metanolovych extraktoch papiera st vhodné aj metddy
kapilarnej elektroforézy®. Prehlad vybranych chromato-
grafickych metdd pouzitych na analyzu papiera a biomasy
je dokumentovany v tab. IV.

3.4. Prchavé organické zluceniny

Prchavé organické zluceniny (VOC — volatile organic
compounds) identifikované v extraktoch z papiera boli
podla $tudie autorov Lattuati-Derieux a spol.** zaradené
do 6smich tried zlucenin: karboxylové kyseliny, alkoholy,
aldehydy, alkylbenzény, derivaty benzénu, alifatické uhl'o-
vodiky, estery a polycyklické aromatické uhlovodiky.
Mnohé z nich (napr. kyselina octovd, kyselina mrav¢ia,
furfural, kyselina  p-hydroxybenzoovd, p-hydroxy-
acetofenon, p-hydroxybenzaldehyd, vanilin) st degradac-
nymi produktami ligninu alebo celulézy, a mozno ich pou-
7it' ako markery ich chemického poskodenia*'®***'. Vhod-
né metddy na stanovenie VOC st GC s FID alebo MS
detektorom***. VOC mozno vzorkovat’ priamo z plynnej
fazy z okolitého prostredia pri starnuti papiera. Na vzorko-
vanie sa pouzivaju bud’ aktivne vzorkovace, ktoré odobe-
raju vzorky priamo do zachytavacich systémov, avSak
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praktickejSou alternativou je pouzitie pasivnych vzorkova-
¢ov, ktoré umoznuji adsorpciu zlucenin v relativne krat-
kom casovom intervale. Mikroextrakcia tuhou fazou sa
ukdzala ako vhodna technika na vzorkovanie z malych
priestorov napr. vo vnutri knih, archivnych krabic atd’.
SPME pouZiva vladkna Specidlne potiahnuté sorbentom, do
ktorého sa mozu extrahovat’ prchavé zluceniny zo vzoriek
vzduchu. Analyty su nasledne tepelne desorbované do GC.
Zistilo sa, ze vlakno DVB/CAR/PDMS (divinylbenzén/
karboxén/polydimetylsiloxan) bolo najvhodnejSie na ex-
trakciu r6znych VOC uvolnenych z papieral6’44. Presku-
mali sa dve moZznosti vzorkovania, a to i) staticky odber
vzoriek, ktory je vSak destruktivny a vyzaduje, aby sa
vzorka zahrievala pri vysokej teplote (80 °C) pocas nie-
kol’kych hodin a nasledne si VOC extrahované pomocou
SPME; ii) kontaktny odber vzoriek, ¢o predstavuje nedes-
truktivny postup, pri ktorom sa SPME vldkno vkladé pria-
mo do stohu papiera na definovany Cas a nésledne sa po
termickej desorpcii analytov uskutoéni GC-MS analyza
(koléna VOCOL, 60 m)*. Niektoré zltceniny, napr. alifa-
tické kyseliny a produkty rozkladu ligninu, zaradené me-
dzi VOC, mozno tiez zahrnut' do predoslych skupin,
a stanovovat’ ich aj HPLC metdédami, ktoré boli uvedené
v predoslych kapitolach.

3.5. Hodnotenie stupiia polymerizacie

Degradicia makromolekul celulézy, hemiceluloz
a ligninu sa prejavuje zniZzenim priemerného polymerizac-
ného stupna. Klasicka kapilarna viskozimetria a chromato-
grafia s vyluCovanim podla velkosti molekul (SEC) su
najCastejSie pouzivanymi analytickymi technikami na mo-
nitorovanie degradacie celulozy na molekularnej trovni
(separacia trikarbanilatov celuldzy, alebo nederivatizova-
nej celulézy v roztoku chlorid litny/N,N-dimetylacetamid
(LiCI/DMACc) alebo 1,3-dimetyl-2-imidazolidin6n). Vyho-
dou pouzitia SEC v degrada¢nych stadiach polymérov je
maléa spotreba vzoriek (vhodné napr. v pripade historic-
kych alebo umeleckych dokumentov), poskytnutie kom-
plexné informacie o priamych hodnotach a distribucii mo-
lekulovej hmotnosti a vhodnost’ na sledovanie kinetiky
degradacie papiera. Pri SEC analyze papiera sa vyuzivaju
bezné¢ HPLC detektory, refraktometricky alebo UV/Vis,
pripadne MALLS (multi-angl light scatering; viacosovy
laserovy detektor rozptylu svetla) detektor (tab. V).
V pripade pouzitia refraktometrickej alebo UV/Vis detek-
cie sa SEC systém kalibruje pomocou referen¢nych mate-
ridlov so znamou distribuciou molekulovych hmotnosti.
Ked'ze pre celulozu nie su komercéne dostupné, pouzivaju
sa iné polymérne Standardy a alternativou st aj frakcie
celuldzy, avSak v takom pripade st vysledky zatazené
systematickou chybou. Kalibracia pomocou Standardov
s inym hydrodynamickym objemom ako celuléza vedie
tiez k systematickym chybam a takto ziskané hodnoty
molekulovych hmotnosti mozno povazovat iba za relativ-
ne miery. S cielom znizit’ nepresnost’ sa méze na dokladnt
kvantitativnu  analyzu udajov  ziskanych pomocou
SEC-UV/Vis pouzit metéda univerzalnej kalibracie®.
Detektor MALLS je vhodny na priame hodnotenie molo-
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Prehlad vybranych metdd kvapalinovej chromatografie s vyluGovanim podl'a velkosti molektl pouzitych na hodnotenia

degradécie celulozy

Vzorka,
priprava vzorky

Stanovovany parameter

Podmienky separacie * Lit.

a detekcie

Distribucia molekulovych hmot-
nosti, stupen polymerizacie

papier,
derivatizacia s fenyl-

izokyanatanom, rozpustenie

v tetrahydrofurane

SF: 2x Gel DVB kolony 52

MF: tetrahydrofuran

Pt: 1,0 ml min™!

TK: 35 °C

Det: UV (254 nm), MALLS (658 nm)

Papier,
derivatizacia s fenyl-

izokyanatanom, rozpustenie

v tetrahydrofurane

SF: 2x PL gel MIXED B 53

MF: tetrahydrofuran
Pt: 1,0 ml min™'
TK: 35 °C

Det: DAD (240 nm)

SF: 2x PL gel MIXED C
MF: tetrahydrofuran

Pt: 1,0 ml min™

TK: 35 °C

Det: MALLS

A4F-MALLS:

trubica: 490 um

MF: tetrahydrofuran

Pt: 1,0 ml min"'; gradient prie¢neho toku
3-0,15 ml min™'

Det: MALLS

bavlna

SF: kolony zapojené v sérii: pustyragel HT 54
10%,10*, 10° A, ultrastyragel 10° A

MEF: 0,5 % LiCl v DMAc, 50 °C

Pt: 0,8 ml min™'

TK: 60 °C

Det: RI, viskozimetricky

papier,
derivatizacia s fenyl-

izokyanatanom, rozpustenie

v tetrahydrofurane

SF: PL gel MIXED B 55
MF: tetrahydrofuran

Pt: 1,0 ml min™

TK: 35°C

Det: DAD (240 nm)

* SF — stacionarna faza, MF — mobilna faza, Pt — prietok mobilnej fazy, TK — teplota kolony, Det — detekcia, RI — refrakto-
metricka detekcia, MALLS — viacosovy laserovy detektor rozptylu svetla

vych hmotnosti polymérov v roztokoch. Interpretacia uda-
jov ziskanych zo systémov SEC-MALLS je zalozend na
informaciach o koncentracii rozpustenej latky (ktora je
mozné stanovit’ pri pouziti refraktometrického alebo UV/
Vis detektorov) a o prirastku indexu lomu (dn/dc), ktory sa
ziska kalibraciou refraktometrického detektora*®*’. Ak su
pre dany systém zname iba Mark-Houwinkove koeficienty
(vzorka / rozpustadlo / teplota), viskozimetrickd metoda
by sa mohla povazovat’ za priamu metddu stanovenia mo-
lekulovej hmotnosti pre polyméry, stupna polymerizacie
celulézy a viskozitnej molovej hmotnosti. Vyhodou je
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jednoduchost’ zariadenia a postupu, rychlost’ a metdda je
tiez $pecifikovand priemyselnymi normami (napr. vyuzi-
vaju rozpustanie celulézy v roztoku kuprietyléndiaminu,
CED). Hlavnymi nevyhodami tejto metédy je obmedzené
pouzitie pre papierové materialy, ktoré neobsahuju ligniny™.

V mnohych $tudiach sa porovnavali vysledky ziskané
pomocou viskozimetrie a SEC pre papiere bez ligninu.
Dupont a Mortha vo svojej $tadii zistili, ze vysledky ziska-
né dvoma réznymi technikami sa liili v dosledku degrada-
cie spdsobenej rozpustadlom pri viskozimetrickej metdde
(v kadoxéne) a v dosledku komplexacie medzi celulézou
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a zlozkami rozpustadla pri SEC metode (LiC/DMAc)®.

V pracach Strlica a Malesi¢ porovnavali pouzitie SEC
metddy s refraktometrickou detekciou v LiCI/DMAc
a viskozimetricki metdédu v CED na stanovenie molekulo-
vych hmotnosti produktov degradacie celulézy. V oboch
Stadiach sa ukazalo, Ze viskozimetricka metoda uskutocno-
vana v agresivnom médiu (t.j. zasadité CED) poskytovala
vyznamne nizsie vysledky™ .

Porovnanie viskozimetrickej, SEC-UV/Vis a SEC-
MALLS (kadoxén alebo CED pre viskozimetriu, LiCl/
DMACc alebo trikarbanilaty celuldzy/tetrahydrofuran pre
SEC) met6d na hodnotenie degradécie papiera ukdzalo
dobru korelaciu medzi vysledkami stanovenia molekulovej
hmotnosti polymérov pomocou viskozimetrickej a SEC-
UV/Vis metédy. SEC-MALLS sa ukazala ako vhodnejSia
metdda, pretoze poskytla informacie o distribucii moleku-
lovej hmotnosti pocas procesov depolymerizacie celulozy
a poskytuje priamo hodnoty molekulovych hmotnosti bez
toho, aby bolo potrebné pouzit' d’alsie kalibracie ako pri
metdde SEC-UV/Vis (cit.>?).

V préci Kacika a spol.™ sa porovnali tri metody ana-
lyzy celuldzy v papieri podrobenému zrychlenému starnu-
tiu: SEC-DAD s kalibraciou pomocou polystyrénovych
Standardov, SEC-MALLS a frakcionécia tokom v asymet-
rickom tokovom poli (A4F) v spojeni s MALLS. Pred
separaciou boli vzorky celulézy derivatizované feny-
lizokyanatom na trikarbanilaty celuléozy a rozpustené
v tetrahydrofurane. Kazda z metod poskytla rozne absolutne
hodnoty molekulovej hmotnosti, ale korelacie medzi nimi
boli s vysokymi korelaénymi koeficientmi (R=0,990-0,992).
Najvyssie hodnoty molekulovej hmotnosti boli ziskané
pomocou A4F-MALLS metdédy. Metédy SEC-MALLS
a SEC-UV poskytli nizSie hodnoty v dosledku strihovej
degradacie (dochadza knej v chromatografickej kolone,
kedy sa najmi vel'ké molekuly ,,roztrhni®, a tym skresl'uja
hodnotu molekulovej hmotnosti) vysokomolekulovych
celulézovych retazcov. Z toho dovodu je A4F metoda
vho%lejéia v porovnani s SEC, ked'ze A4F nepouziva ko-
lonu™.

4. Zaver

V tejto praci boli zhrnuté chromatografické metody,
ktoré maju uplatnenie v analyze papiera s ciel'om charakte-
rizovat, identifikovat’ a stanovit’ zla¢eniny vznikajlce pri
degradacnych procesoch. Na zaklade doteraz publikova-
nych vysledkov mozno zhrnit, ze velky potencidl ma
HILIC a IEX technika kvapalinovej chromatografie, hlav-
ne pri separacii polarnych latok (karboxylové kyseliny,
sacharidy), pripadne po derivatizacii aj RP HPLC.
RP HPLC je vhodna na separaciu fenolovych zliceniny
a inych aromatickych zlicenin, pre ktoré moze byt vhod-
nejSia v porovnani s inymi technikami. Vhodné metédy
stanovenia VOC zahrnuji GC s FID alebo MS detektorom.
Chromatografia s vylucovanim podl'a velkosti molekul
nasla uplatnenie pri monitorovani degradacie celulozy.
Vyvinuté analytické metéody st jednym z néstrojov na
pochopenie mechanizmov degradacie papiera, hodnotenie
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chemickej stability papiera a uc¢innosti konzervacnych
postupov. Nezanedbatelnym krokom v procese chemickej
analyzy je aj priprava vzoriek, a preto v budicich $tidiach
treba pozornost’ venovat’ aj modernym technikdm pripravy
vzoriek.

Tato prdaca bola podporena Agenturou na podporu
vyskumu a vyvoja na zaklade Zmluvy ¢. APVV-18-0155.
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and K. Vizarova (Slovak University of Technology in
Bratislava, Faculty of Chemical and Food Technology,
Bratislava, Slovak Republic): The Use of Chromato-
graphic Methods for the Characterization of Products
from Aged Cellulosic Materials

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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