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Uvod

Papier podlieha starnutiu, vplyvom ktorého sa rozpa-
daju dokumenty a knihy. Vzhl'adom na mnozstvo tychto
dokumentov a pokrocily stav ich znehodnotenia je snaha
vypracovavat konzervacné metddy, ktorych zakladnym
cielom je odstranenie hlavnych pri¢in degradéacie. Degra-
dacné procesy zavisia od pritomnosti kyslych latok, vlh-
kosti, slne¢ného/UV  Ziarenia'?, teploty, oxidagnych
ginidiel** alebo mikroorganizmov®™’ a st pri¢inou rozkla-
du celulézy a depolymerizacie celulozy, hemicelulozy
a ligninu. Znizenie stupna polymerizacie nasledne vedie
k zmene mechanickych a optickych vlastnosti lignocelul6-
zovych vlakien®®. St zname tri sposoby degradacie celuld-
zy — degradacia teplom, oxida¢na degradacia a kysla alebo
zasaditd hydrolyza. Znakom degradacie je roztrhnutie gly-
kozidickej vézby a oxiddcia —OH skupin v celulé6zovom
retazci alebo otvorenie [-D-glukopyranozového kruhu
a postupné oxidacné reakcie. Vysledkom je tvorba nizko-
molekulovych produktov ako st voda, CO, CO,, atd’. Im-
pregnacia papiera vhodnymi ¢inidlami (napr. Bookkeeper
disperzia zalozena na MgO v perfluérheptane) je jednou
z moznosti stabilizacie celuldzy proti kyslej destrukeii'®.

Prirodzenym starnutim papiera dochadza ku vzniku
uhPovodikovych fragmentov z celulézy a hemicelulozy'' ™.
Druh a mnozstvo degrada¢nych produktov zavisi od pod-
mienok starnutia a dizky expozicie'*. Glukéza a xyloza,
produkty hydrolytickej degradacie celuldzy a xylanu, st
hlavné degradacné produkty starnutia papiera pri teplote
90 °C arelativnej vlhkosti 100 %. ZvySenie teploty (150 °C)
ma za nasledok zvysenie poctu druhov degradacnych pro-
duktov pocas starnutia papiera'>'.
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Na analyzu sacharidov sa vypracovali mnohé analy-
tické techniky. Metédy stanovenia monosacharidov
a disacharidov zahriiuji kapilarnu elektroforézu'” a chro-
matografické metody. StarSie metdody (TLC, papierova
chromatografia) boli nahradené plynovou a kvapalinovou
chromatografiou. Chromatografické metddy sa vyuzivaju
aj na identifikaciu sacharidov predovsetkym v kombinacif
s detekénymi technikami ako s napr. hmotnostnd spek-
troskopia (MS), infracervena spektroskopia (IR) a jadrova
magnetickd rezonancia (NMR)'®™.  Iénovo-vymenna
chromatografia a adsorpéna chromatografia v kombinacii
s refraktometrickou (RI), spektrofotometrickou (UV)?,
pulznou ampérometrickou”* detekciou a detekciou roz-
ptylu Ziarenia®® su najéastejsie vyuzivané HPLC separaéné
techniky vd’aka svojej separacnej ucinnosti. Citlivost UV
a RI detektora je podobna, ale nie dost’ vysoka na stopové
koncentracie sacharidov. Jednou z moznosti zvysenia citli-
vosti je fluorescencna detekcia zalozend na pred- alebo po-
kolonovej derivatizacii skimadlami ako napr. 9-fluoro-
metyl hydrazin®, kyselina 2-aminobenzoova®™, 1-fenyl-3-
-metyl-5-pyrazolon®’, dansylhydrazin® a iné.

Cielom predkladanej prace bolo navrhnut najvhod-
nejSie HPLC podmienky na stanovenie sacharidov a jej
vyuzitie na sledovanie degradacie vzoriek papiera po mo-
delovanom zrychlenom starnuti.

Experimentilna ¢ast’
Chemikalie a vzorky

Suspenzia Bookkeeper na impregnaciu papiera — roz-
tok MgO v perfludrheptane (4,3 g 1!, velkost’ Eastic menej
ako 1 um) (Preservation Technologies, LP., USA).

Chemikalie na pripravu mobilnych fdz — kyselina
sirova (p.a.) (Microchem), kyselina octova (p.a.)
(Microchem), acetonitril a metanol (pre HPLC) (Merck).

Chemikalie na derivatizaciu — derivatiza¢né skumadlo
dansylhydrazin (Sigma-Aldrich), kyselina trichléroctova
(p-a.) (Microchem).

Referencné latky sacharidov — celobidza, D-arabindza,
D-fruktoza, D-galaktoza, D-glukdza, D-mandza, laktdza,
D-xyloza a metyl-D-glukopyranozid (Merck).

Vzorka papiera — drevity, strojne hladeny, neglejeny,
novinovy papier (hmotnost”: 45 g m%; povrchové pH: 4,5
az 5,0; zlozenie: 55 % mechanickej bielenej drevoviny,
20 % bielenej sulfatovej buniCiny, 15 % zachytenych od-
padovych vlakien, 10 % kaolinu) (Jihoceské papirny, JSC
Vétini).

HPLC zariadenie a podmienky

Na separaciu sa pouzil kvapalinovy chromatograf
pozostavajuci z vysokotlakového cerpadla DeltaChrom
SDS 030, davkovacieho ventilu Rheodyne 7125, termo-
statu kolon LCT 5100, fluorescenéného detektora Shima-
dzu RF 551 a refraktometrického detektora Waters R401.
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Na spracovanie signalu z detektora, zaznamenavanie,
uchovévanie a vyhodnocovanie chromatografickych za-
znamov sa pouZila datastanica CSW32.

Na separaciu a stanovenie uvedenych sacharidov sa
pouzili tri metdody:

Metoda I: Na separdciu sa pouzila chromatograficka
koléna Polymer IEX v H' forme (250 x 8 mm L.D., 10 pm)
(Watrex) spojend s predkolonou Separon SGX C18 (10 x 4
mm I.D., 7 pm) (Watrex). Mobilnou fazou bol 9 mmol I™*
roztok kyseliny sirovej. Prietok mobilnej fazy bol
0,5 ml min~" a teplota kolony 25 °C. Na detekciu sa pouzil
refraktometricky detektor. Davkovany objem bol 20 pl.

Metdda II: Separacia sa uskutocnila pouzitim chroma-
tografickej kolony Separon SGX NH; (150 x 3 mm LD.,
5 um) (Watrex) (kolona A). Ako mobilna faza sa pouzila
zmes acetonitrilu a vody (82:18 v/v). Prietok mobilnejj
fazy bol 0,6 ml min~' a teplota kolony 25 °C. Davkovany
objem bol 20 pl (bez predkoncentracie) alebo 500 pl
(s predkoncentraciou).

Na on-line predkoncentraciu sa pouzila kolona Sepa-
ron SGX NH, (30 a 150 x 3 mm LD., 5 um) (Watrex)
(koléna B) kondiciovana s acetonitrilom. Po nadavkovani
500 pl roztoku referenénych latok alebo extraktu vzorky
do kolony B, sa koléna 3 min premyvala acetonitrilom.
Nasledne sa sacharidy eluovali opaénym smerom z kolony
B do analytickej koléony A mobilnou fazou (acetonitril-
voda (82:18 v/v)). Na detekciu sa pouzil refraktometricky
detektor. Prietok mobilnej fazy na kondicionovanie
a elticiu latok z predkolony bol 0,6 ml min™ a teplota ko-
l16ny a predkolény bola 25 °C.

Metoda III: Uskutocnila sa derivatizacia sacharidov
podla postupu uvedeného v praci®: K 100 pl vodného
roztoku vzorky v reakénej nadobe sa pridalo 10 pl kyseli-
ny trichlérocrovej (10% w/v) a 40 pl dansylhydrazinu (5%
w/v v acetonitrile). Zavreta reakéna nadoba sa temperovala
20 min na vodnom kupeli pri teplote 65 °C. Na ukoncenie
reakcie sa reakéna nadoba ponorila do 'adového kupela.
Pred davkovanim do chromatografickej kolony sa zmes
zriedila vodou v pomere 1:1.

Na separdciu sa pouzila chromatografickd kolona
Nucleosil 120-5 C18 (250 x 4 mm L.D., 5 um) (Macherey-
Nagel) spojenad s predkoléonou Separon SGX C18 (10 x
4 mm 1.D., 7 um) (Watrex). Mobilnou fazou bola zmes
acetonitrilu  a vodného  roztoku kyseliny octovej
(80 mmol I"") v pomere 21:79 (v/v). Prietok mobilnej fazy
bol 1,0 ml min™" a teplota kolény 25 °C. Davkovany objem
bol 20 pl. Na detekciu sa pouzil fluorescenény detektor
(7\,]5,(:360 nm, }\IEm=470 nm).

Postupy

Priprava vzoriek papiera

Vzorka papiera (20 listov format A4 a 160 listov for-
matu AS zviazanych do knihy) bola kondicionovana 24 h
pri teplote 23+1°C (relativna vlhkost vzduchu
50 £+ 2 %). Papier bol rozdeleny na dve skupiny:
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A (neimpregnovany): Vzorka papiera (20 listov, for-
mat A4) sa uzavrela pomocou zvarovacieho pristroja do
obalu z PET/AI/PE materidlu (trojvrstvova laminovana
folia s hlinikovou medzivrstvou). Takto pripravené vzorky
papiera sa zabalili eSte dvakrat do PET/AI/PE obalu. Pri-
pravené vzorky papiera sa podrobili zrychlenému modelo-
vanému starnutiu pri teplote 98 £ 2 °C pocas 0—30 dni.

B (impregnovany): Vzorka papiera (160 listov papie-
ra formatu A5 zviazanych do knihy) sa v reaktore uchytila
za hreben knihy do drziaka a do stredu otvorenej knihy sa
zaviedla tryska. Papier sa 4 h vakuovo susSil pri tlaku
0,1 MPa a teplote 55°C. Potom sa ohrev vypol
a impregnaény roztok (suspenzia Bookkeeper, 4 1) sa roz-
prasoval v reaktore 20 min pri teplote 20 °C. Nasledne sa
nadbytocnd impregna¢na kvapalina vypustila a reaktor sa
4 h vymrazoval (teplota —40 °C, tlak 0,1 MPa). Na zaver
sa vzorka papiera po impregnacii klimatizovala 24 h pri
teplote 23 + 1 °C (relativna vlhkost’ vzduchu 50 = 2 %).

Impregnované listy papiera z vnutornej Casti knihy
(2 x 20 listov formatu A5 ulozenych vedl'a seba) sa uzav-
reli do obalu z PET/AI/PE materialu. Takto pripravené
vzorky impregnovandho papiera sa zabalili eSte dva krat
do PET/AI/PE obalu a pouzili sa na modelovanie zrychle-
ného starnutia papiera pri teplote 98 =2 °C pocas 0 az 30
dni.

Modelovanie zrychleného starnutia papiera

Modelovanie zrychleného starnutia papiera sa usku-
to¢nilo podFa normy” temperovanim vzoriek papiera
uzavretych vtroch obaloch zPET/AI/PE materidlu
v cirkula¢nej suSiarni pri teplote 98 + 2 °C pocas 0, 2, 3, 5,
10, 15, 20, 30 dni.

Extrakcia impregnovaného a neimpregnovaného papiera
kvapalinou — predseparacnd uprava

K presne odvazenej nastrihanej vzorke papiera (A
alebo B) po modelovanom zrychlenom starnuti (2 g) sa
pridalo 15 ml deionizovanej vody (Millipore). Zmes sa 2 h
premiesavala na trepacke. Ciry roztok sa prefiltroval cez
fritu (0,45 pm). Filtrat sa pouzil na HPLC analyzu.

Vysledky a diskusia

Papier je relativne stabilny material, avSak podlieha
starnutiu, ktoré zapricinuje degradacia celulézy. Medzi
degradacné produkty hydrolytickej degradacie celulozy
a xylanu patria aj sacharidy. Druh a mnoZstvo sacharidov
zavisi od podmienok a dizky starnutia. Z literarnych $tadii
sa vybrala skupina sacharidov (celobidza, D-arabindza,
D-fruktoza, D-galaktéza, D-glukdza, D-mandza, laktoza,
D-xyloza a metyl-D-glukopyranozid), u ktorych sa predpo-
kladalo, Ze mdézu byt degradacnymi produktami starnutia
papiera. Starnutie sa modelovalo formou zrychleného star-
nutia pri teplote 98 °C. Testované HPLC metody sa apli-
kovali pre vzorku papiera impregnovani ,,Bookkeeper*
roztokom a pre vzorku papiera bez impregnacie.
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1 — celobidza

2 — laktoza
3 — D-glukdza
4 — D-xyloza

5 — D-manodza

6 — D-galaktdza

7 — metyl-D-glukopyranosid
8 — D-fruktdza

9 — D-arabindza

1 — metyl-D-glukopyranosid
2 — D-xyloza

3 — D-arabindza

4 — D-fruktoza

5 — D-manodza

6 — D-glukdza

7 — D-galaktoza

8 — celobidza

9 — laktdza

1 — metyl-D-glukopyranosid
2 — D-xyloza

3 — D-arabindza

4 — D-fruktoza

5 — D-manéza

6 — D-glukdza

7 — D-galaktoza

8 — celobioza

9 — laktoza

1 — laktdza

2 — celobioza

3 — D-galaktoza

4 — D-gluko6za

5 — D-manoza

6 — D-fruktoza

7 — D-arabin6za

8 — D-xyloza

DC - derivatiza¢né ¢inidlo

Obr. 1. HPLC chromatogramy analyzy sacharidov pouzitim kolon a) Polymer IEX-H, b) Separon NH, bez on-line predkoncentracie,
¢) Separon NH, s on-line predkoncentraciou, d) Nucleosil 120-5 C18. Chromatografické podmienky uvedené v texte
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HPLC separacia

Na separaciu vybranych sacharidov metédou HPLC
sa testovali tri typy staciondrnych faz.

V prvom kroku sa testovala ionovo-vymenna chroma-
tografia (metoda I), kde sa separacia sacharidov uskutoc¢ni-
la na zaklade rozdielnosti pK, hodnot separovanych latok.
Pouzitim chromatografickych podmienok uvedenych
v experimentalnej Casti sa vSak nedosiahla pozadovana
separacia (Ry> 1,0) pre celt skupinu sledovanych sachari-

Tabulka I

Hodnoty retenénych faktorov (k) a rozliSenia (R;) sachari-
dov pouzitim ionexovej HPLC metddy; n =3, RSD =do
5 %, koncentracia sacharidov 2,5 mg ml™!

Laboratorni pfistroje a postupy

dov (tab. I, obr. 1a). Dosiahnuté hodnoty rozliSovacich
faktorov pre skupinu latok xyloza/manéza/galaktoza/
metyl-D-glukopyranozid/fruktéza boli  velmi  nizke
(Rs=0,3-0,6). Na zlepSenie separacie uvedenej skupiny
latok sa testoval vplyv koncentracie kyseliny sirovej
v mobilnej faze v rozsahu 5-20 mmol I"!, aviak vyraznej-
Sie zlepSenie sa nedosiahlo. Uvedend metoda je vSak vhod-
né na rychlu separaciu (¢as analyzy bol do 15 min) menSej
skupiny sacharidov ako st napr. laktdza, glukoza, xyloza,
fruktéza, arabinoza.

Utinnejsia separacia (vi¢sie hodnoty R, faktorov
v porovnani s metédou I) Studovanej skupiny sacharidov
sa dosiahla pouzitim NH, kolony s mobilnou fazou aceto-
nitril-voda, ktorych vzéjomny pomer ovplyvioval retenciu
latok, ako to dokumentuje obr. 2. Vysledky separacie sa-
charidov pouzitim mobilnej fazy acetonitril-voda (82:18 v/
v, metoda II) st zhrnuté v tab. II. Doba analyzy bola
44 min (obr. 1b) a hodnoty rozliSovacich faktorov (R;) boli
v rozsahu 0,7-7,8. Mobilna faza zlozenia acetonitril-voda
v pomere 82:18 (v/v) sa zvolila na separaciu sacharidov
kvoli tomu, ze sacharidy celobioza a laktdza uz pri tomto
zlozeni mali vysoké hodnoty reten¢nych faktorov, ktoré sa
zvySovanim koncentracie acetonitrilu v mobilnej faze zvy-
Sovali a zaroven ich elu¢né piky boli vel'mi Siroké.

Uvedené chromatografické podmienky boli pouZité
na separaciu sacharidov priamo vo vodnom extrakte vzo-
riek papiera (vzorky A aB) po procese modelovaného
zrychleného starnutia. Koncentracia sledovanych sachari-
dov vSak bola pod medzou stanovenia danej metody (0,25
az 1,5mgml™). V prvom kroku sa na skoncentrovanie
extraktov vzoriek pouzilo vakuové odparovanie. Tento

—u— Celobioza
—e— D+L-arabinoza
—A— D-fruktoza
—v— D-galaktoza

—&— D-glukoza

—<— D-manoza

—»— Laktoza

—e— Metyl-D-glukopyranosid
—*— Xyloza

Sacharid Polymer IEX-H
k R
Celobioza 0,13
Laktoza 0,17 0,55
D-Glukoza 0,33 1,73
D-Xyloza 0,42 1,27
D-Mandza 0,41 0,31
D-Galaktoza 0,42 0,43
Metyl- D-glukopyranozid 0,48 0,64
D-Fruktdza 0,45 0,59
D-Arabindza 0,93 1,26
16 >
14 | ]
12
10 >
~ [ |
84
6
4
24 A,
—————

% Acetonitril

Obr. 2. Zavislost’ hodnoty reten¢ného faktora (k) sacharidov od Koncentracie acetonitrilu v mobilnej faze acetonitril-voda pre

NH; kolénu. Chromatografické podmienky uvedené v texte

747



Chem. Listy 103, 744-751 (2009)

Tabul’ka IT

Hodnoty reten¢nych faktorov (k) a rozliSenia (R;) sachari-
dov pouzitim HPLC metdd s NH, stacionarnou fazou,
n=3,RSD=do 5%

Sacharid SGX NH, * SGX NH, "
k R k R
Metyl-D- 1,83 1,82
glukopyranozid
D-Xyldza 2,50 1,33 2,35 1,11
D-Arabindza 2,99 0,89 2,73 1,14
D-Fruktdza 4,08 1,26 3,17 1,43
D-Manoza 491 1,10 3,60 1,45
D-Glukoéza 5,67 0,67 3,94 1,37
D-Galaktoza 6,50 0,68 4,25 1,32
Celobioza 18,16 7,33 8,74 8,82
Laktéza 21,00 1,33 10,37 2,12

* Bez predkoncentracie, davkovany objem 20 ul, koncentra-
cia sacharidov 2,5 mg ml™, s predkoncentraciou, davkova-
ny objem 500 pl, koncentracia sacharidov 0,25 mg ml™

sposob skoncentrovania vodnych extraktov nebol vhodny,
pretoze objem odparovaného extraktu bol velky (15 ml),
¢o predlZzovalo Cas upravy vodnych extraktov. V druhom
kroku sa testovala moznost’ on-line predkoncentracie sa-
charidov na predkolone s NH, stacionarnou fazou. Postup
predkoncentracie zahrnoval dva kroky: I) nadavkovanie
vécsieho objemu vzorky (500 ul Standardného roztoku
sacharidov alebo vodného extraktu vzoriek papiera), foku-
sacia zony sacharidov na zaciatku predkolony a zaroven
ich separdcia od zloziek matrice, II) elicia sacharidov
z predkolony do analytickej kolony, kde sa uskutocnila ich
separacia. Zlozenie mobilnej fazy, ktord sa pouzila na fo-
kuséciu zony sacharidov na zaciatku NH, predkolony sa
volilo tak, aby sacharidy neeluovali z predkolony
(nahromad’ovali sa na zaciatku kolony), kym zlozky matri-
ce vzorky eluovali skritkymi eluénymi casmi (do
2,5 min). Ako vyplyva zo zavislosti retencného faktora
sacharidov od koncentricie acetonitrilu v mobilnej faze
pre NH, koléonu a pre jednotlivé Studované sacharidy
(obr. 2), vhodnou mobilnou fazou na skoncentrovanie sa-
charidov v predkoldone bol acetonitril, ktory bol tiezZ kom-
patibilny s mobilnou fazou pre analytickli kolénu
(acetonitril-voda (82:18 v/v), metoda II). Na on-line pred-
koncentraciu sa testovali NH, predkolény dvoch dizok 30
a 150 mm. Straty pri predkoncentracii pouzitim dlhsej
predkolony (150 mm) boli v rozsahu 40-55 %, kym pouzi-
tim kratSej predkolony (30 mm) 80-90 %. (Straty pri pred-
koncentracii sa zistovali pre vzorku papiera A bez mode-
lovaného procesu starnutia so Standardnym pridavkom
sacharidov s koncentraciou 0,25 mgml™'.) Vysoké straty
pri predkoncentracii mozno vysvetlit' pritomnost'ou vody,
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ktora bola pouzita ako extrakéné Cinidlo vzoriek papiera.
Mnozstvo naddvkovanej vodnej vzorky spdsobilo zmenu
zlozenia mobilnej fazy (acetonitril) pouzitej na on-line
nahromadenie sacharidov na predkolone, co malo za nasle-
dok ciasto¢nu eltciu sacharidov z predkolony. Chromato-
graficky zdznam separacie sacharidov po on-line predkon-
centracii dokumentuje obr. 1¢c. Chromatografické charakte-
ristiky ziskané metddou s predkoncentraciou a bez pred-
koncentracie st zhrnuté v tab. II. Hodnoty reten¢nych fak-
torov pre separaciu s on-line predkoncentraciou su nizsie
v porovnani bez on-line predkoncentracie, ¢o bolo tiez
sposobené pritomnostou vicsieho objemu vody vo vzorke
davkovanej do predkolony (500 ul), ktora zniZuje retenény
faktor sacharidov na NH, kolone, ako to dokumentuje
obr. 2.

Tretia testovand metdda bola zaloZena na predkolono-
vej derivatizacii sacharidov s dansylhydrazinom (metdda
IIT). Toto derivatiza¢né ¢inidlo bolo zvolené preto, Ze re-
akcia je rychla, uskutociiuje sa vo vodnom prostredi
a citlivost’ detekcie je dostatocne vysoka aj pre stopové
koncentracie sacharidov, zvlast vo vodnych vzorkach so
zlozitou matricou®’. Na separaciu derivatizaénych produk-
tov je vhodna chromatografia na obratenych fazach
s fluorescencnou detekciou. Pouzitim vhodnych separac-
nych a detekénych podmienok sa dosiahli pre Studovant
skupinu sacharidov chromatografické charakteristiky
(reten¢ny faktor vrozsahu 2,2-3,4 ahodnoty rozlisenia
v rozsahu 0,5—-1,7) dokumentované v tab. IIl. Elu¢né piky
s retencnym faktorom 0 a 6,5 prisluchali derivatizacnému
¢inidlu. Chromatograficky zaznam separacie sacharidov
po derivatizacii dokumentuje obr. 1d. Metyl-D-gluko-
pyranozid nereagoval s derivatizacnym cinidlom. Vyho-
dou tejto metddy bol kratsi cas analyzy (25 min)

Tabulka III
Hodnoty retencnych faktorov (k) a rozlisenia (R;) sachari-
dov pouzitim HPLC metédy zalozenej na derivatizacii
sacharidov; n=5, RSD = do 4 %, koncentracia sacharidov
0,1 mg ml™

Sacharid Nucleosil C18

k R
Laktoza 2,23
Celobidza 2,44 1,03
D-Galaktoza 2,50 0,82
D-Glukoéza 2,71 0,79
D-Manoza 3,09 1,67
D-Fruktéza 3,41 1,28
D-Arabindza 3,42 0,51
D-Xyloza 3,44 0,55
Metyl-D- - -
glukopyranozid




Chem. Listy 103, 744-751 (2009)

Laboratorni pfistroje a postupy

Tabulka IV
Medze detekcie a stanovenia testovanych HPLC metod
Sacharid LOD [pug ml™'] LOQ [ug mI™"]
metoda metoda

I I n° 111 I I 1 11
Laktoza 250 1000 800 20 500 1500 1000 50
Celobioza 250 1000 800 20 500 1500 1000 50
D-Galaktoza 250 600 350 20 500 900 600 40
D-Glukoéza 250 300 200 15 500 600 400 35
D-Manoza 250 350 300 10 500 750 500 30
D-Fruktéza 250 200 100 40 500 300 200 90
D-Arabindza 250 350 200 20 500 750 500 40
D-Xyloza 250 200 150 20 500 350 250 40
Metyl-D-glukopyranozid 250 100 75 - 500 250 150 -

Bez predkoncentrécie, davkovany objem 20 ul, °s predkoncentraciou, davkovany objem 500 pl

v porovnani s metddou II. Pouzitim uvedenych podmienok
sa vS8ak nepodarilo rozseparovat’ skupinu latok fruktdza/
arabinoza/xyloza.

Jednym z rozhodujucich kritérii medzi testovanymi
metédami bola medza stanovenia, kedZe predpokladana
koncentracia sacharidov vo vodnych extraktoch vzoriek
papiera bola nizka (< ppm). V tab. IV su uvedené medze
detekcie (S/N = 3) a stanovenia (S/N = 10) sacharidov pre
testované chromatografické metddy. Pouzitim metddy
s derivatizaciou a fluorescen¢nou detekciou (metoda III) sa
dosiahli medze stanovenia viac ako 10x niz$ie v porovnani
s ionexovi metddou (metdda I), metddou bez on-line
a s on-line predkoncentraciou (metdda II). VysSie medze
stanovenia pre ionexovou metdodu, metddu bez on-line
a s on-line predkoncentraciou vyplyvaji z pouzitia menej
citlivej refraktometrickej detekcie a navySe pri pouziti on-
line predkoncentraciou dochadzalo k vysokym stratam
Studovanych analytov.

Na kvantitativnu analyzu sacharidov v extraktoch
vzoriek papiera po modelovanom zrychlenom starnuti sa
pouzila metdda kalibracnej zavislosti. Pre Studované sa-
charidy mali kalibracné zavislosti linearny priebeh
v rozsahu koncentracii od medze stanovenia jednotlivych
sacharidov do 5,0 mg ml™" pre fruktézu a do 1,0 mg ml™
pre ostatné sacharidy s korelacnymi koeficientami vac¢simi
ako 0,995.

Analyza vzoriek papiera po modelovanom
zrychlenom starnuti

HPLC metdda s derivatizaciou a fluorescencnou de-
tekciou sa pouzila na analyzu vodnych extraktov vzoriek
neimpregnovaného (A) a impregnovaného (B) papiera po
modelovanom zrychlenom starnuti (doba inkubécie vzo-
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riek papiera 0, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 30 dni) pri teplote
98 + 2 °C. V extraktoch sa zistila pritomnost’ niektorych
sacharidov nad medzou detekcie pouzitej HPLC metody.
Koncentracia sacharidov zavisela od typu vzorky (A, B)
a Casu inkubacie (0—30 dni). Zavislosti celkového obsahu
sacharidov v papieri od ¢asu inkubacie v intervale 0-30
dni st zndzornené na obr. 3. Vzhl'adom na typ vzorky,
vyssia koncentracia sacharidov bola zistena v extraktoch
neimpregnovanej vzorky (A) nez v extraktoch vzorky in-
pregnovanej Bookkeeper suspenziou (B). Tento vysledok
je vstlade s predpokladmi, kedze cielom impregnacie

20
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: F e
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Obr. 3. Zavislost’ celkovej koncentracie sacharidov od ¢asu
inkubacie vzoriek neimpregnovaného (M) a impregnovaného
(@) papiera po modelovanom zrychlenom starnuti v intervale
0-30 dni
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Obr. 4. HPLC chromatogram analyzy vodného extraktu neim-
pregnovanej vzorky papiera (A) po a) 0 a b) 30 diioch mode-
lovaného zrychleného starnutia. Chromatografické podmienky
uvedené v texte. 1 — D-manoza, 2 — D-fruktdza, 3 — D-arabindza, 4
— D-xyloza, DC- derivatiza¢né ¢inidlo

papiera s Bookkeeper suspenziou (Cast Priprava vzoriek
papiera) ako deacidifikaéného procesu bolo zabranit’ Stie-
peniu celulézového retazca pocas starnutia papiera na
mono- a disacharidy, ¢o ma vyznam pri predlZzovani Zivot-
nosti a zlepSovani kvality papiera. Z obr. 3 je tiez zrejmé,
ze pocas prvych 10 dni modelovaného zrychleného starnu-
tia vzoriek papiera koncentracia sacharidov nemala mono-
tonny charakter a pri dlhSich intervaloch modelovaného
starnutia (10-30 dni) koncentracia stiipala. Priebeh zavis-
losti nasvedcuje tomu, Ze sacharidy, ktoré vznikali Stiepe-
nim celul6zového ret'azca pocas 0—3 dni starnutia papiera
(narastanie koncentracie sacharidov) pravdepodobne rea-
govali s d’al$imi latkami pritomnymi v reakénom prostredi
a tym priebeh zdvislosti koncentracie sacharidov od casu
inkubacie v intervale 3—10 dni nemal monotoénny charak-
ter. Po ur¢itom Case inkubdacie papiera (10 dni) sa reakény
systém zmenil a dosiahol sa stav, kedy uz zrejme nedocha-
dzalo k vedl'ajsim reakcidm vznikajicich sacharidov, ¢o sa
prejavilo zvySovanim koncentracie sacharidov od casu
inkubéacie (10-30 dni).

V extraktoch vzoriek papiera sa zistila pritomnost
D-manézy a D-fruktézy — D-arabindzy — D-xylozy v kon-
centraciach nad medzou stanovenia metody. Obr. 4 doku-
mentuje charakteristické chromatogramy analyzy vodného
extraktu vzoriek neimpregnovaného papiera po modelova-
non zrychlenom starnuti 0 a 30 dni.
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Zaver

HPLC metdda stanovenia sacharidov tvori vhodny
doplnok k metdédam analyzy a kontroly kvality lignocelu-
16zovych materialov v modifikacnych procesoch. Vyber
separac¢nych a detekénych podmienok zavisi od koncentra-
cie sacharidov vo vzorke.

Na HPLC analyzu vodnych extraktov vzoriek papiera
po modelovanom zrychlenom starnuti bola vzhl'adom na
medzu stanovenia vhodnejSia metdda s derivatizaciou
a fluorescencnou detekciou. V extraktoch sa zistila pritom-
nost’ sacharidov, ako degradacnych produktov celuldzy,
nad medzou stanovenia pouzitej HPLC met6dy. Koncen-
tracia sacharidov zévisela od typu vzorky a ¢asu inkubacie.

Praca vznikla v ramci projektu Agentury na podporu
vyskumu a vyvoja Slovenskej republiky (projekt ¢. 20-
035205 a 20-033004) a projektu Ministerstva Skolstva
Slovenskej republiky KNIHA.SK 2003SP200280301. Ucast
v projekte je podporovanda tiez z grantu Grantovej agentii-
ry Slovenskej republiky (grant ¢. 1/2460/05).
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ASTM 6819-02 (Standard test method for accelerated
temperature aging of printing and writing paper by dry
oven exposure apparatus).
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K. Hroboiova®, J. Lehotay’, M. Jablonsky”,
and S. Katu$¢ak® (“Department of Analytical Chemistry,
b Department of Chemical Technology of Wood, Pulp and
Paper, Faculty of Chemical and Food Technology, Slovak
University of Technology, Bratislava, Slovak Republic):
HPLC Determination of Saccharides in the Process of
Accelerated Ageing of Paper

In study of degradation products of paper, LC meth-
ods were tested for determination of some saccharides in
water extracts of paper. Saccharides were analyzed by
ion-exchange and partition chromatography with differen-
tial refractive index detection and on-line preconcentra-
tion, and by RP-HPLC with fluorescence detection based
on pre-column derivatization with dansylhydrazine. The
limits of determination for sugars (cellobiose, D-arabinose,
D-fructose, D-galactose, D-glucose, D-lactose, D-mannose,
D-xylose and methyl D-glucopyranoside) were evaluated
by all the tested methods. The degradation products of
paper after accelerated ageing for 0-30 days at 98 °C were
estimated. The presence of some saccharides (D-mannose,
D-fructose, D-arabinose and D-xylose) above the limits of
determination was proved. Their concentrations depend on
the type of paper modification and the ageing time.



