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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva analyzou neiontovych tenzidi na bazi
oxyethylenovanych acylglyceroli pomoci kapalinové chromatografie v systému
s obracenymi fazemi a chromatografii hydrofilnich interakci. K tomu bylo vyuzito tfech
typu detekce: refraktometricka, rozptylova a hmotnostni spektrometrie. Na zakladeé

hmotnostnich spekter byly urCeny série iontt, podle kterych se vzorky dale charakterizovaly.

KLIiCOVA SLOVA

neiontové tenzidy, kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie, chromatografie

hydrofilnich interakci

ANNOTATION

The thesis is devoted to the analysis of nonionic surfactants based
on oxyethylenated acylglycerols using liquid chromatography in a reversed phase system
and chromatography of hydrophilic interactions. Three types of detection were used:
refractometric, evaporative light scattering and mass spectrometry. A series of ions were
determined based on the mass spectra, according to which the samples were further

characterized.

KEYWORDS

non-ionic surfactants, liquid chromatography, mass spectrometry, hydrophilic interaction

chromatography
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UVOD

S rozvojem spoleCnosti a celkovou spotfebou surovin a zdroji stoupa samoziejme
i spotfeba povrchoveé aktivnich latek, které vSak predstavuji urCity problém kvili jejich
toxicit¢ a biodegradabilité¢ predev§im u béznych povrchové aktivnich latek. Dfive hojne
pouzivané aniontové tenzidy dnes nahrazuji tenzidy neiontové, které jsou diky svym
fyzikalné-chemickym vlastnostem vyuzivany piedevs§im jako detergenty, ale maji uplatnéni
i ve vyrobnich technologiich. Novym smérem je tak vyroba neiontovych tenzida
z prirodnich, netoxickych a dobfe rozlozitelnych surovin. V ptipadé této diplomové prace se
jednéd o neiontové tenzidy vychézejici z kokosového oleje a glycerolu, ktery vznika jako

odpad pfi zpracovani ptirodnich tukd a oleja.

Jelikoz se jednd o produkt zalozeny na pfirodni bazi je zde problém s jeho
stanovenim. SloZeni vychozich surovin neni nikdy upln€ stejné a nésledné analyze

nepomaha ani absence chromoforu pro snadnéjsi a rychlejsi UV/VIS detekei.

Tato diplomové prace se zabyva nalezenim podminek pro charakterizaci neiontovych
tenzidi na bazi oxyethylenovanych acylglyceroli obchodni znaCky Levenol®. Méfeni
probihalo pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie v systému s obracenymi fazemi
a vsystému hydrofilnich interakci. K detekci byl pouzivan refraktometricky
a rozptylovy detektor. Nasledné¢ bylo vyuzito hmotnostni spektrometrie pro urceni

a identifikaci vzorku.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC) je separalni chromatograficka
technika zalozena na principu rozdilné distribuce latek mezi dvéma nemisitelnymi fazemi,
a to mezi fazi mobilni (MF) a fazi stacionarni (SF), kterd je zakotvena na koloné.
Cas, ktery analyt stravi v jedné nebo druhé fazi zavisi na afinité analytu ke kazdé fazi zvIast.

Rozdil oproti Kklasické kapalinové chromatografii je predevSim v pFfitomnosti
vysokotlakého Cerpadla, které umoziuje pritok MF kolonou, kde méa zakotvena SF rozméry
¢astic o velikosti (pouze) nékolik mikrometr. Diky tomu dosahuje HPLC vys$$i G¢innosti
za krat8i Cas. Dle typu mobilni a stacionarni faze délime HPLC na rezimy s normalnimi
fazemi (NP), obracenymi fazemi (RP) a chromatografii hydrofilnich interakci (HILIC).
HPLC je pfedevSim vyuZivana pro stanoveni polarnich, termicky nestabilnich, netékavych
nebo mélo tékavych latek, pfipadné smési latek. Nachazi vyuZiti v mnoha oborech, jako je
napf. analyza léCiv, Zivotniho prostfedi, potravin, nebo stanoveni meziproduktl a produkt

v chemickém primyslu [1 - 10].

1.1.1 Instrumentace

Obrazek 1. Schéma kapalinového chromatografu [11]



HPLC se sklada z vysokotlakého Cerpadla (operujici v tlacich bézné okolo 30 — 50
MPa, specialni az do 130 MPa), davkovaciho ventilu (pfevazné Sesticestny ventil, ktery
muze byt pouzit samostatné, nebo je soucasti autosampleru), chromatografické kolony,
detektoru (nebo vice detektorti) a nasledného zpracovani dat v pfislusném softwaru,

jako je znazornéno na obrazku 1 [1, 2, 3, 10, 12].

1.1.1.1 Mobilni faze

Slozeni mobilni faze je dulezité hlavné z hlediska elucnich charakteristik (reten¢ni
pomeér, ucinnost, rozliSeni, citlivost, doba analyzy). Vhodna mobilni fize je vybrana
pii optimalizaci metody nejCastéji tak, aby dochazelo k co nejucinnéjsi separaci,
ale zaroven nedochazelo k rozmyvani pika.

MF je piivadéna do vysokotlakého Cerpadla pres degasser (odplynovac)
ze zasobnich lahvi. Pfi zapojeni sméSovace je moznost v pribéhu analyzy meénit slozeni
(zastoupeni) rozpoustédel, a tim docilit tzv. gradientové eluce. Ta vyrazn¢€ zkrati ¢as analyzy
pfi zachovani optimalnich podminek separace pro danou smes latek. Pii zachovani stalého

pomeéru rozpoustédel se jedna o izokratickou eluci [1, 8, 12, 13, 14].

1.1.1.2 Cerpadla mobilni faze

Cerpadlo (pistové nebo membranové) je jednou z nejdtlezit&jsich &asti systému
a slouzi k dosazeni stabilniho pritoku mobilni faze (0,1 — 10 ml/min pro analytické ucely),
ktery je nutny ke kvantifikaci a reprodukovatelnosti analyzy. Jeho funkci je poskytovat
presny, spravny, reprodukovatelny, konstantni a bezpulzovy tok mobilni faze do kolony.
Pracuje za velmi vysokych tlak v nejCastéj§im rozmezi 30 — 50 MPa pfi pouziti béznych
kolon (je moznost pouzit i specialni Cerpadla na mnohem vyssi tlaky).

V souCasné dob& se pouzivaji predevsim vysokotlaka pistova Cerpadla. Schéma
a princip pistového Cerpadla je znazornén na obrazku 2. Tato Cerpadla maji objemy pista
v rozmezi od 10 do 100 ul. Jeden par ventil se stara o smér toku skrz Cerpaci hlavu. Takto
konstruované jednocinné Cerpadlo by zpusobovalo rusivé tlakové razy, a proménlivy tok
mobilni faze. V dusledku toho jsou spise pouzivana dvojcinna Cerpadla, Cerpadla vyuZzivajici

vice pisti nebo sériove fizena Cerpadla. K vyhlazeni pulzi se pouZiva mikroprocesoru.
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Membranové cerpadlo ma na rozdil od pistového Cerpadla prostor s pistem
naplnénou hydraulickou kapalinou (olejem), ktery je oddélen od pracovniho prostoru

membrénou [1, 2, 3, 12, 14, 15].

1 - elektromotor

2 - pfevodni
mechanismus

3 - pist

4 - vytlacny ventil

5 - saci ventil

6 - zasobnik
mobilni faze

Obréazek 2: Princip pistového cerpadla [1]

1.1.1.3 Davkovaci ventil

Jako davkovaci ventily se nejCastéji pouZivaji Sesticestné ventily (schéma
je znazornéno na obrazku 3.), které slouZi k zavedeni pfesné daného davkovaného objemu
do chromatografu. Davkovani probiha pomoci stfikacky napInénim smycky o pfesné daném
objemu (bézné dostupné jsou objemy smycek od 0,2 pl, pro mikrokolony, az po
5 ml nebo i vice). Pfepnutim ventilu dochéazi k okamzZitému unaSeni vzorku mobilni fazi na
kolonu bez ztraty tlaku. Smycka mize bytjak vnéjsi, tak vnitfni a mGze mit rizné objemy.

Kvdli minimalizovani chyb operatora a zrychleni produktivity jsou v soucasnosti
hojné pouzivany autosamplery (automatické davkovace). PouZivaji se pfevazné pro rutinni
analyzy. Moderni autosamplery zvladaji analyzovat okolo 100 vzork{, davkovat Siroké
rozpéti objemu vzorku, vzorek zahfat nebo ochladit a pfipadné provést jeho fedéni,
Ci derivatizaci [2, 3, 12, 14, 15].
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VZOREK VZOREK

ODPAD ODPAD
KOLONA KOLONA
r |
Travikovac DAWKbvac
SMYCKA SMYCKA
MOBILNi FAZE MOBILNI FAZE

Obrézek 3: Schéma Sesticestného ventilu [16]

A - pozice plnéni smycky (Load), B - pozice davkovani (Inject)

1.1.1.4 Kolony pro HPLC

Kolony pro analytickou HPLC jsou nejCastéji vyrabény z nerezové oceli
a standardni kolony mivaji vnitfni prdmér 4,6 mm, délku zpravidla 10 - 25 cm a rozmér
vnitfnich Castic 3 - 5 pm. V pfipadé mikrokolon se pouzivaji mensi vnitfni priméry
(1 nebo 2 mm). Diky témto mikrokolondm se da snizit objem eluentu, ale nezméni se
selektivita separace a mrtvé objemy za¢nou mit vétsi vyznam se snizujicim se prdmérem
kolony. Jsou tak preferovany pouze tehdy, pokud je k dispozici velmi omezené mnozZstvi
vzorku.

Kolony pro HPLC kolony dosahuji t¢innosti od 40 000 do 60 000 teoretickych pater
na metr. DneSnim trendem je pouZivani vysokouc¢innych, vysokorychlostnich kolon, které
maji mensi rozméry neZ vySe popsané. Tyto kolony dosahuji efektivity okolo 100 000
teoretickych pater na metr. Jejich dalSi vyhoda je rychlost analyzy a nizk& spotfeba
rozpoustédel pro pfipravu mobilni faze.

Pro ochranu hlavni kolony se hojné pouZivaji pfedkolony, které jsou umistény mezi
Cerpadlem a davkovacim zafizenim, nebo mezi dévkovacim zafizenim a analytickou
kolonou. ZpUsobuji sice malé rozsiteni pikd, ale chrani kolonu pred nerozpustnymi materialy

a neCistotami [1, 3, 9, 12, 14, 15].



1.1.1.5 Detektory

Detektor je zafizeni monitorujici veskeré zmeény slozeni mobilni faze pomoci méteni

chemickych nebo fyzikalnich veli€in. Detektory se déli podle nekolika hledisek na:

Selektivni detektor — reaguje pouze na urcitou skupinu latek

Specificky detektor — reaguje pouze na jeden analyt, pfipadn€ na velmi malou,
podobnou skupinu latek

Univerzalni detektor — reaguje na vSechny analyty

Koncentra¢ni detektor — reaguje na zmeénu koncentrace slozky v eluentu — odezva

koncentra¢niho detektoru zavisi na prutoku mobilni faze detektorem

Hmotnostni detektor — reaguje na zménu hmotnostniho toku v eluentu, s rychlosti

odezva je nezavisla na prutoku mobilni faze.

Destruktivni detektor — analyt se nevratné méni

Nedestruktivni detektor — v analytu nedochazi k chemické zméné

Detekce v HPLC ma nékolik zakladnich pojmu, které definuji jednotlivy detektor:

Sum — nahodné fluktuace signalu, které jsou vyjadieny v jednotkach intenzity
signalu

Drift — postupna zmeéna intenzity signalu v case

Mez detekce (LOD) — koncentrace, kdy je analyticky signal statisticky vyznamné
odlisny od Sumu (dle uzance se vyhodnocuje jako trojndsobek hodnoty Sumu
zakladni linie)

Mez stanovitelnosti — koncentrace, kterd dovoluje kvantitativni vyhodnoceni
(desetinasobek Sumu zékladni linie)

Citlivost detektoru — smérnice kalibracni piimky, velikost signdlu vztazena na
koncentraci, tzn. citlivost je hodnota vySky piku v zavislosti na koncentraci

analytu

Nejbéznéji pouzivané detektory v HPLC jsou spektrofotometricky (UV/VIS),

fluorescencni, refraktometricky, elektrochemicky, vodivostni, infracervené detektory

a hmotnostné-spektrometricky. Jejich struény souhrn je uveden v tabulce 1 [1, 2, 12, 14,

15].
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RI - refraktometricky detektor ECD - elektrochemicky detektor
UV-VIS - spektrofotometricky detektor CONDUCT - vodivostni detektor
IR - infraCerveny detektor ELSD - rozptylovy detektor

FLD - Fluorescencni detektor MS - hmotnostni spektrometr

Tabulka 1: Typy detektor( [17]

Spektrofotometricky (UV/VIS) detektor

Spektrofotometrické detektory jsou nejbéznéjsi v HPLC, méri absorbanci eluatu
vychazejiciho z kolony pfi vinovych délkdch od 190nm do 800nm. Kvantitativni
vyhodnoceni je déno Lambert-Beerovym zdkonem. Ten vyjadfuje zavislost
absorbance - A, na délce kyvety - | (cm), koncentraci absorbujici slozky - ¢ (mobcm-1)

amolarnim absorpcnim koeficientu - S (I *mol-L+cm-1), viz. rovnice 1

Rovnice 1. Lambert-Beerdv zakon [1 - upraveno]

A=Il-c-£

Jednoduché pfistroje dovoluji méfeni pfi jedné vinové délce, drazsi a sloZitéjsi
pristroje  dovoluji nastaveni rdznych vinovych délek pomoci monochromatoru,
jak je znazornéno na obrazku 4. Nejdokonalejsi pfistroje dok&zi pomoci diodového pole

(DA) proméfit celé dané absorpéni spektrum vijednom okamziku. Citlivost je rlzna

17



pro kazdou latku v zavislosti na vinové délce a molarnim absorpénim koeficientu latky [1,
2, 3, 12].

Obréazek 4: Schéma fotometrického detektoru DA [1]

Fluorescencéni detektor

Tento detektor méfi emisni (sekundérni) zéafeni, které zkoumand latka vyzafi
po absorpci excitacniho (primarniho) elektromagnetického zafeni, pomoci fotonésobice,
ktery méfi vyzafené emisni zafeni kolmo na smér vstupujiciho zafeni. Diky absorpci
elektromagnetického zéfeni pfechéazi molekuly ze z&kladniho stavu do vys$Sich vibracnich
hladin. Absorbovanou energii vyzafi molekula jako fluorescenci, kdy vinova délka
emitovaného zafeni byva vétsi nez u excitaéniho v disledku vibra¢ni relaxace.

Detektor poskytuje vysokou selektivitu a citlivost, coz je dlivod, pro¢ je hojné
vyuzivan ve stopové analyze. Podminkou detekce je, aby molekula byla schopna
fluorescence. Typicky z analyzy ziskdame dvé spektra, excitacni a emisni spektrum.

Obé spektra jsou charakteristicka pro danou latku, a tak velmi pomahaji pfi identifikaci [1,

3, 12, 15].

Refraktometricky detektor

Jde o univerzalni a nedestruktivni detektor. Je zaloZen na principu méfeni rozdilu

indexu lomu cisté mobilni faze a eluatu. Velkou nevyhodou tohoto typu detektoru je,
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Ze jej nelze pouZzit ve spojeni s gradientovou eluci a také, ze odezva je velice zavisla na
teploté a tlaku, a tak je nutné udrZovat stale stejné podminky analyzy. Obecné schéma

refraktometrického detektoru je na obrazku 5 [1, 3, 12, 14, 15].

Obrazek 5: Schéma refraktometrického detektoru [1]

Elektrochemicky detektor

V kapalinové chromatografii je to velice dobré alternativa k optické detekci, protoZe
pomoci elektrochemického detektoru se da4 monitorovat proud, potencial elektrod nebo
elektrickd vodivost, kterd souvisi sredoxnimi charakteristikami molekul v mobilni fazi.
Tyto detektory maji vyhody ve vysoké selektivité, citlivosti a Siroké linedrni rozpéti.
Ve vsech pfipadech je signal pfimo umeérny koncentraci s relativné Sirokym linearnim

rozpétim [1, 3, 12, 14, 15].

Vodivostni detektor

Vodivostni detektor je citlivy na iontové latky v malo vodivych roztocich,
jako je napf. voda nebo jiné polarni rozpoustédlo. Monitoruje schopnost eludtu vést
elektricky proud. Odezva je relativné nespecificka kvlli vodivosti vSech iontl pfitomnych
v eluatu. Hlavni vyuZiti je v iontové-vyménné chromatografii spotlatenym vodivym
pozadim pro velmi citlivé stanoveni kovl alkalickych zemin a aniontll &i kationtl

anorganickych nebo organickych alkalickych kovl [1, 3, 12, 14, 15].
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Rozptylovy detektor

Rozptylovy detektor, viz schéma na obrazku 6, je univerzalni a slouzi pfedevsim
k detekci latek neobsahujici chromofor nebo fluorofor, a tak nejsou mozné detekovat v UV
detektoru a pro latky méné tékavé, nez je mobilni faze. Dochazi zde k zaznamu rozptylu
svétla na casticich analytu, které vznikly po zmlZeni eluentu a nésledném odpafeni

rozpoustédla. Jeho vyhodou je moZnost pouZiti gradientové eluce [18, 19].

Zmlzovani Odparovani Detekce

Inertni plyn
Detektor

00t O 10rg o  Odtah

Vstup z kolony

Zdroj svétla
Odpad

Obréazek 6: Schéma rozptylového detektoru [18]

1.1.2 Systémy HPLC

Retenci latek a zejména selektivitu separace v kapalinové chromatografii urCuje
kombinace pouZité stacionarni a mobilni faze. Podle relativni polarity obou fazi je mozné
rozdélit chromatografické systémy na dva zéakladni, historicky starSi systém s normalnimi

fazemi a v soucasné dobé nejpouzivanéjsi systém s obracenymi fazemi.
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1.1.2.1 Systém s normalnimi fazemi — NP-LC

V chromatografii s normalnimi fdzemi je polarngjsi stacionarni faze a mén€ polarni
faze mobilni. Typické SF jsou sorbenty pfipravené napt. z Al2O3 nebo SiO2. Jako MF
se primarn¢ pouzivaji nepolarni organicka rozpoustédla jako hexan nebo heptan smichané
s lehce polarnimi rozpoustédly jako je CCls nebo propan-2-ol. V NP-LC latky interaguji s SF
adsorpénim mechanismem a nejdiive eluuji latky neyméné polarni. Retence klesa
s mnozstvim polarniho rozpoustédla v MF. Mnozstvi nepolarni slozky v MF musi byt

alespoti 60 % [8, 9, 10, 12, 20, 21].

1.1.2.2 Systém s obracenymi fazemi — RP-LC

Systém s obracenymi fazemi se pouziva k separaci polarnich latek. Rozdil u RP-L.C
oproti NP-LC je v pouzity fazich. Jako MF se zde pouzivaji polarni rozpoustédla misitelna
s vodou (ACN, MeOH, THF, aj.). Pro SF, ktera je zde mén¢ polarni nez MF, je nejCaste]si
silikagel, na jehoz hydroxylové skupiny se vaze vhodny ligand (kyanoskupina -CN,
oktadecyl uhlikovy fetézec -C18 nebo oktylovy uhlikovy fetézec -C8).

Momentaln¢ je to nejpouzivang]si systém v HPLC s hlavnim vyuziti pii gradientové
eluci, pfi niz se snizuje polarita mobilni faze k rychlejsi eluci nepolarnich latek z kolony [6,

7,8,9,12]

1.1.2.3 Systém hydrofilnich interakeci — HILIC

Kapalinova chromatogratie hydrofilnich interakci (HILIC) je alternativnim systémem
HPLC pro separaci polarnich sloucenin. Je to systém podobny NP-LC ale se slozit€jSim
mechanismem separace. Jako stacionarni faze se zde pouzivaji také polarni sorbenty jako
v NP-LC, ale mobilni faze jsou podobné MF pouzitych v RP-LC. Dalsi velkou vyhodou
HILIC je moznost analyzovat latky s nabojem jako v iontové chromatografii, ale nejsou
potieba drahé reaktanty tvorfici iontovou vazbu. HILIC tak fe$i mnoho problému slozitych
separaci, jako jsou organické kyseliny, 1éCiva [22, 23], uhlovodiky [24, 25] nebo peptidy
[26, 27, 28] a jiné. Dalsi vyuziti HILIC je analyza slouCenin v komplexech, které eluuji
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v RP-LC spolu s mrtvym objemem. Separace v HILIC systému je mozné diky vysokému
obsahu t€kavych rozpoustédel v mobilni fazi velmi dobfe propojit s hmotnostni

spektrometrii, presev§im v rezimu ionizace elektrosprejem (ESI).

Analyza je mozna jak v izokratickém rezimu svysokym podilem organického
rozpoustédla, tak gradientovém rezimu zacinajicim vysokym procentem org. rozpoustédla
a koncici prevaznym pomérem vodné faze, jelikoz typicka MF pro HILIC obsahuje vodou
misitelna polarni organicka rozpoustédla (jako ACN) s malym mnozstvim vody. Kvuli
udrzeni pH a iontové sily MF se Casto pfidavaji iontova aditiva jako mravencan nebo octan
amonny. Zarover ale mohou pfispivat ke zmén¢ ionizace analytu, a tak meénit jeho retenci,
proto je nutné u analytd jako jsou napfiklad antibiotika upravit pH tak, aby byl analyt pouze

v jedingé iontové formé&. V piipade€ analyzy neiontovych slouCenin nejsou pufry potieba.

Mobilni faze tvofi na povrchu faze staciondrni adsorbovanou, Ccastecné
imobilizovanou vodni vrstvu, zatimco zbytek MF tvofi pfevazné organicka faze a vznika tak
extrakeni systém kapalina-kapalina a analyt je distribuovan mezi témito dvéma vrstvami [8,

9,11, 29 - 36].
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1.2 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie (MS) je separaCni technika prevadéjici vzorek
na ionizovanou plynnou féazi. Tyto ionty se poté separuji dle jejich podilu hmotnosti
a naboje m/z. Poskytuje unikatni moznost ur¢eni pfitomnosti slou¢eniny ve vzorku pomoci
hmotnostniho spektra, které velice pomahé v identifikaci. Zakladni kroky jsou: odpafeni
vzorku, ionizace, akcelerace iontl do hmotnostniho analyzatoru, separace iontl
hmotnostnim filtrem, detekce iontd. V kombinaci se separacnimi technikami predstavuje
silnou analytickou metodu. Problém ve spojeni s kapalinovou chromatografii (LC-MS)
je predevsim v mobilni fazi, kterou je nutné nejdfive zplynit, a vyporadat se tak s velkym
objemem vzniklého plynu. Pracovat mlze jak v normalnim rezimu, tak i vrezimu

obréacenych fazi jak v izokratickém nebo gradientovém modu [1, 14, 15, 37].

Obréazek 7: Obecné schéma hmotnostniho spektrometru [1]

Soucasti béZného hmotnostniho spektrometru jsou znazornény na obrazku 7.
lonizace probihd narazem leticich elektroni nebo je pouzita chemicka ionizace. Vzorek
je pfiveden do iontového zdroje v podobé pary, kde je bombardovéan elektronovym svazkem.
Vzniklé kationty pfechazeji do akcelerani komory, kde dochazi k urychleni napétim
3- 10kV. lonty s hmotnosti m a ndbojem zjsou v poli urychleny a vedeny do magnetického
pole, které pdsobi, spolu s odstfedivou a dostfedivou silou najejich pohyb po kruhové draze.
Zde podle jednotlivych pomérd hmotnosti a ndboje m/zjsou jejich drahy jinak vychyleny a
dopadaji na detektor, ktery je umistén tak, aby na néj dopadly ionty surCitym polomérem,
jak je znazornéno na obrazku 8.

V modernich a kompaktnéjSich pfistrojich je za iontovym zdrojem jako hmotnostni

analyzator pouzivan kvadrupél nebo kvadrupélova iontova past [1, 14, 15, 37].
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Obréazek 8: Klasicka konstrukce hmotnostniho spektrometru [38]

1.2.1 Hmotnostni analyzatory

Kvadrupolovy analyzator (Q) obsahuje Ctyfi rovnobézné tyCové elektrody,
na které je pfivadéno napéti a slozka radiofrekvencniho pole. Tyto hodnoty urCuji trajektorii
drah, po kterych se budou mezi ty¢emi pohybovat ionty dle urcité hodnoty m/z. V daném
nastaveni jsou stabilni vzdy jen dané hodnoty m/z, ostatni ionty nedojdou az k detektoru.
Toto nastaveni se méni a detektor tak mUlzZe zachycovat rlizné ionty o hodnotach m/z.
UmozZzfuje snadnou automatizaci, je maly, rychly, relativné levny a nepfili§ slozity, ale ma

mensi rozsah méfenych hmotnosti a rozliseni [1, 14, 15, 37].

Kvadrupolova iontova past (QIT) funguje podobné jako kvadrupol, ale obsahuje
pouze tfi elektrody. Dvé vyklenuté a jednu kruhovou. Spolu tak tvofi prostor kruhu,
kde se shromazduje oblak iontd. Ty jsou zde zadrZzeny na milisekundy nebo i déle.
V prostoru pasti se nachazi helium o velmi malém tlaku, svym tfenim brzdi pohyb iontd
a pomahd jim semknout se do oblaku. Zménou nastaveni pak dochazi k uvolnéni
do detektoru. Analyzator je citlivy, snadno automatizovatelny a citlivy. Ma v8ak nizsi

rozliSeni a omezeny dynamicky rozsah [1, 14, 15, 37].
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Hmotnostni analyzator FT-ICR (Fourier-Transform lon Cyclotron Resonance)
odstrafiuje vySe uvedené nedostatky. Ma navic magneticky a elektrostaticky sektor
a nevyuziva zékladni plyn oproti QIT. Pracuje se za velmi vysokého vakua. Diky své
dokonalosti jsou vysoké ndroky na prostor, cenu a omezené vyuZiti pro Spickova pracovisté

[1, 14, 15, 37].

Hmotnostni spektrometr TOF-MS (Time of Flight) je nejjednodussi
a nejrychlejSi hmotnostni spektrometr, kdy je cely vzorek akcelerovan najednou. lonty tak
dostanou stejnou energii a vstupuji do evakuované 1- 2 m dlouhé trubice. Na konci trubice
méfenych hmotnosti, velkou citlivost, a je rychly. Ma v3ak relativné malé detekZni limity
a neni pfili§ univerzalni. B&zné se pouziva pro analyzy velkych molekul, jako jsou DNA

sekvence nebo proteiny [1, 14, 15, 37].

1.2.2 Hmotnostni detektory

Elektronovy nasobi¢ je detektor obsahujici dalsi elektrody, které zesiluji
elektronovy proud 104 az 108 krat. Konstrukce je zuzujici se trubice kdy do Sir§i Casti
dopadaji ionty. lon vyrazi elektron, ktery dopadne na misto s méné negativnim potencidlem
a vyrazi dalsi elektrony. Signal se tak zvySuje a takto zesileny proud elektronl je veden do
zesilovace aje vyhodnocen. Schéma zesilovani signélu je zndzornéno na obrazku 9 [1, 14,

15, 37].

Obréazek 9: Elektronovy nasobi€ jako detektor [39]
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Detektor s konverzni dynodou a fotonasobicem méni v konverzni elektrodé naraz iontu
na vyrazeny elektron, ktery poté dopada na fosforescencni stinitko a vyrazi tak foton ktery
je pak zachycen fotondsobicem. Obecné schéma je znazornéno na obrazku 10. Detektor

je citlivy s vysokou Zivotnostni [1, 14, 15, 37].

Obréazek 10: Detektor s konverzni dynodou a fotonasobicem [1]

Faradayova miska (Faraday cup) je detektor ktery tvofi konverzni elektroda
miskovitého tvaru (dynoda) s povrchem z GaP nebo BeO. Po dopadu iontu se vyrazi elektron
zjejiho povrchu a dopada poté na anodu. Takto vznikly proud je zesilen zesilovatem, jehoz

Sum vSak omezuje citlivost tohoto detektoru [1, 14, 15, 37].

1.2.3 lonizace

vvvvvv

v iontovém zdroji. Vytvofi se zde nabité Castice z neutrdlnich molekul analytu, které
se nasledné rozpadaji (fragmentuji). JelikoZ do iontového zdroje nevstupuje pouze Cisty
analyt, ale také jeho matrice, nevznikaji tak pouze molekularni ionty (M-, M+, [M+H]-,
[M+H]+), ale také ionty aduktové ([M+HCOO]-, [M+NH4]}+ [M+R]+, ajiné). lontovych
zdrojl je nékolik desitek, ale bézné déleni je na ionizace mékké a tvrdé, podle energie

potfebné k ionizaci [14, 15, 37, 40].

Elektronova ionizace (EI) je nejstarsi a nejtvrdsi z ioniza¢nich technik, kdy dochazi
k fragmentaci molekuly, kterd zisk& velmi vysoky pfebytek vnitini energie z elektronu

emitovaného ze Zhavené katody surychlujicim potencidlem standardné 70 eV. Jelikoz
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probiha ionizace v plynné fazi, je Casto spojovana s plynovou chromatografii (GC/MS) [14,

15, 37, 40].

Chemicka ionizace (CI) je prvni mé&kkou ionizacni technikou, kde vzniklé ionty
maji sudy pocet elektrond, obvykle vznikaji [M+H]" nebo [M-H] ionty. Principem CI
je nepfima ionizace vzorku reakénim plynem (obvykle methan, isobutan nebo amoniak).
Vzorek je spolu s prebytek reakéniho plynu davkovan do spektrometru. Vznikajici elektrony
(stejné jako u EI) ionizuji reakéni plyn nejdiive na primarni a poté na sekundarni ionty. Tyto
sekundarni ionty reaguji se vzorkem a protonuji ho. Jeji hlavni vyuziti je v dneSni dobie

hlavné pro GC/MS ke studiu reakci v plynném stavu [14, 15, 37, 40].

Elektrosprejova ionizace (ESI) je nejmek¢i a nejvice pouzivana ionizacni metoda
pro spojeni HPLC/MS. Vyuziva se pro latky stfedné polarni az iontové. Vzorek prochazi
kovovou kapilarou, na které je vysoké napéti 3-5 kV. Kapicky vzorku, na jejichz povrchu
je velké mnozstvi naboju, jsou na usti kapilary rozptylené pomoci zamlzujiciho plynu.
Z duvodu odpafovani rozpoustédla dojde ke zvySeni hustoty povrchového napéti, az dojde
ke Coulombické explozi, tj. rozpad na mensi kapicky s rozd€lenymi naboji. Opakovanim

tohoto procesu dojde k uvolnéni iontu [14, 15, 37, 40].

Ionizace vzorku laserem za pritomnosti matrice (MALDI) tadici se mezi mékké
techniky se pouziva predevsim pro biologické vzorky, napfiklad pro analyzu proteini nebo
jinych makromolekul, ¢asto v offline spojeni s HPLC. Vzorek je spolu s matrici nanesen
na MALDI terc¢ik, kde je absorbovana energie kratkého laserové pulsu a dojde k lokalni
desorpci analytu i matrice a ionty jsou nasledn€ urychleny do hmotnostniho analyzatoru [5,

6,70, 71].

V diplomové praci je feSeno téma optimalizace analytické metody pro analyzu tenzida
pomoci kapalinové chromatografie a nasledné ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
sionizaci elektrosprejem. Proto se nasledujici kapitola vénuje obecné tenzidim a poté

specialné tenzidiim zna¢ky Levenol®.
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1.3 TENZIDY

Tenzidy jsou skupina organickych povrchové aktivnich latek, které snizuji
povrchovou a mezifazovou energii, a tak se samovolné hromadi jiZ v malé koncentraci
na fazovém rozhrani. Jejich daldi vlastnosti je sniZeni tfeni, stabilizace Ci destabilizace
disperznich systémd a ovlivnéni fyzikalné-mechanickych vlastnosti jinych latek. Fazové
rozhrani jsou plochy, které oddéluji dvé faze soustavy, jako je kapalina-plyn,
kapalina-kapalina nebo kapalina-pevna latka.

Jejich schopnost usnadiiovat smaceni povrchll a tim odstrafiovat necistoty je dana
molekularni strukturou tenzidG tvofenou asymetrickymi, dipolarnimi molekulami
s amfifilnimi vlastnostmi. Lipofilni Cast je nejCastéji nepolarni uhlikovy Fetézec C8-C22
orientovany smérem k nepolarni Casti smaceného povrchu. Hydrofilni ¢ast byva casto
iontova, nebo polarni skupina orientovanad k vodni fazi. Typickym pfikladem je sodné

mydlo, jehoZ molekula je popséna na obrazku 11.

polarni (hydrofilni) ¢ast

CHj CH? CH? CH? 0

nepolarni (hydrofobni) ¢ast

Obrézek 11: Schéma molekuly sodného mydla [41]

Tenzidy se daji délit na zakladé nékolika kritérii, jako jsou jejich aplikace, biologické
rozloZitelnosti, jejich hydrofilnich nebo hydrofobnich Casti, ale nejrozsifenéjsi klasifikace
je dle iontového charakteru tenzidd na iontové (aniontové, kationtové) a neiontové [42, 43,

44, 45].
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1.3.1 lontové tenzidy

1.3.1.1 Aniontové tenzidy

Nejvétsi skupina obecné pouZivanych povrchové aktivnich latek. Ve vodném
prostfedi dochazi k disociaci molekul na zdporny organicky anion [karboxylat (-COO-),
sulfat (-OS03-), sulfondt (SO3-)], ktery na sebe sorbuje necistoty, a na neaktivni kation
(Na+, K+, nebo Mg2+). Aniontové tenzidy jsou nestalé v kyselém prostfedi a nejaktivnéjsi
v neutrdlnim a alkalickém prostfedi. V praktickych aplikacich jsou nejacinnéjsi
v odstranovani predevsim hliny, jilu nebo olejovitych skvrn. Jejich obecné schéma
je popsano na obrazku 12. Nejstar§im aniontovym tenzidem je mydlo, resp. sodna sl
vysSich mastnych kyselin, kde jeho vyhodou je pfirodni pdvod a rychla biologicka

odbouratelnost v aerobnim prostfedi.

Syntetické aniontové tenzidy jsou vyrab&ny primarné z mastnych Kkyselin,
jednosytnych alkoholl s dlouhymi uhlikatymi Fetézci, benzenu, fenolu ¢&i nenasycenych
uhlovodik( C8-C18. V pfipadé sulfonace se pouzivaji ¢inidla jako oxid sirovy, kyselina

sirova nebo kyselina chlorsulfonové [42, 45, 46].

tiydtlphobic group bydrophHic group

Obrézek 12: Schéma aniontového tenzidu [47]

1.3.1.2 Kationtove tenzidy

Kationické tenzidy hraji hlavni roli jako antiseptickd Cinidla v kosmetice, obecné
fungicidy, germicidy av celé fadé dalSich chemickych pouZiti. Ve vodném roztoku disociuji

na kladné nabité organické ionty, které jsou povrchové aktivni, diky ¢emuZ jsou
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adsorbovany na pevné povrchy obsahujici vétSinou zaporny naboj. Obecné schéma
kationtovych tenzidl je znazornéno na obrazku 13. Maji nizsi Cistici vlastnosti a vyuzivaji
se prevazné jejich zmékcovaci nebo mikrobidlni vlastnosti ajako inhibitory koroze. Oproti
aniontovym tenzidlim jsou vice toxické a méné biologicky rozlozitelné. Jsou nestale
v alkalickém prostfedi, proto je jejich vyuziti nejlepSi v kyselém a neutrdlnim prostredi.
Typickym pfikladem kationtového tenzidu jsou kvartérni amoniové soli od vySSich

jednosytnych alkoholl nebo halogenkarboxylovych kyselin [42, 44, 45, 48].

Obrazek 13: Schéma kationtovych tenzidu [49]

1.3.2 Neiontove tenzidy

Neiontové tenzidy jsou dnes velmi roz$ifend skupina povrchové aktivnich latek.
Nedisociuji ve vodé, a tak jejich G€innost neni ovlivnéna pH. Jejich dobrad rozpustnost
ve vodeé je zplsobena absenci naboje v molekule a také na funkénich skupinach s vysokou
afinitou k vodg, jako jsou napfiklad hydroxylové, amino, nebo etherové skupiny. Neiontoveé
tenzidy jsou netoxické a snadno biologicky odbouratelné, proto je jejich pouZziti pfedevsim
v textilnim primyslu, kosmetice nebo potravinarstvi. Typickymi podskupinami neiontovych
tenzidl jsou napfiklad derivaty polyglyceroll, polyoxyethylenované tenzidy, tenzidy na bazi
oxidU, tenzidy s aminovym ¢&i amidickym mdstkem, ajiné. Primyslova vyroba neiontovych
tenzid( vychazi predevsim z vyssich alkohold, alkylfenoll a mastnych kyselin, které reakci
soxiranem produkuji  alkylpolyglykolethery, acylpolyglykolethery a alkylfenol-
polyglykolethery [42, 44, 45, 50, 51].
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1.4 Analyza neiontovych tenzidu pomoci HPLC

Produkty neiontovych tenzida, pfevazné€ pak polyoxyethylenovanych tenzidd, jsou
latky velmi pouzivané jiz mnoho let. Jsou tvofeny molekulami s dlouhym fetézcem
s hydrofilnimi 1 lipofilnimi vlastnostmi a jsou net€kavé. To velmi komplikuje analyzu

pomoci plynové chromatografie.

V minulosti byly u¢inény pokusy s tenkovrstvou i plynovou chromatografii, av§ak
nebyly prili§ uspesné [52-55]. Proto bylo k separaci téchto latek pouziti HPLC nejvice
vyhodné. Vroce 1975 Nakamuro a Matsumoto pfisli s analyzou oxyethylenovanych
oligomertu derivatizovanych acetylaci, které mohou byt separovany pomoci HPLC jako
derivaty acetatu [56]. Na to navazal v roce 1980 Nozawa, kdyZz pouzil 3,5-dinitrobenzoyl
chlorid pro derivatizaci mastnych alkoholl s primémym mnozstvim 2-7 EO jednotek,
s vidinou zlepSeni detekce a separace, protoze tato derivatizace snizuje hydrofilni charakter
molekuly [57]. Allen a Linder pouzili derivaty fenylisokyanatu ve spojeni s UV detekcei pro
separaci alkohol ethoxylati s délkou uhlikového fetézce C12-C18 [58]. V roce 1984 piisli
jako prvni Aserin, Frenkel a Garti s HPLC metodou pro separaci alkoholu s 1-30 EO

jednotkami bez potieby derivatizace [59].

Alkylpolyoxyethylenované tenzidy se vyskytuji jako smés ruznych uhlovodikovych
fetézclt, kombinované se smési ruzného poctu EO jednotek. Predesla studie mastnych
alkoholtl prokazala, ze HPLC snormalni fazi na silikagelu ¢ -NH2 nebo -CN
modifikovaném silikagelu je schopna separovat nékteré tyto ethoxylaty mastnych alkohola
na zakladé délky jejich ethoxylového fetézce [60, 61]. Avsak pouziti HPLC s obracenymi
fazemi a mobilni fazi methanol/voda muze ovlivnit separaci vétSiny neiontovych tenzida na
zakladée délky jejich alkylového fetézce. Kazdy pik poté predstavuje jednu délku alkylového

fetézce a celou distribuci délky ethoxylového fetézce [62, 63].

Na zakladé té€chto poznatkl byla optimalizovana metoda pro analyzu alkohol
ethoxylati na koloné¢ C18 s pouzitim acetonitril/methanol/voda/kyselina octova jako
mobilni faze k docileni separace jak dle délky alkylového ftetézce, tak dle délky
ethoxylového fetézce najednou pii jedné HPLC analyze. Jelikoz alkohol ethoxylaty
neobsahuji chromoforni skupinu a nejsou tak detekovatelné v hojné pouzivaném UV/VIS
detektoru, je nutné vyuziti jinych zpisobu detekce. Velmi vhodné jak pro detekci, tak i pro

naslednou identifikaci slozeni latky je hmotnostni spektrometrie s vyuZzitim ionizace
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elektrosprejem. Jako dalSi detekce pfi RP-LC je mozno vyuzit rozptylovy detektor nebo

refraktometricky detektor [64-66].

1.5 Neiontové tenzidy LEVENOL®

Firma Kao Chemicals Europa priSla na trh se sneiontovymi tenzidy s obchodnim
nazvem Levenol®. Ten je vyrabén zpracovanim glycerolu, ktery je vedlejSim produktem pfi
zpracovani tukl a olejl, vtomto pfipadné z oleje kokosového. Po chemické strance
sejedna o polyoxyethylenestery, tj. latky které maji rlizny stupen oxyethylenace. Na obrazku
14 je znazornéno obecné schéma jejich struktury. Firma Kao Chemicals Europa vSak

bohuzel na svych strankach neuvadi vice informaci neZ jen pfepokladané struktury.

Produktové fada Levenol® se vyznacuje ekologickymi a toxikologickymi vyhodami
v porovnani s ostatnimi neiontovymi tenzidy, a to i ve 100 % koncentracich a tim je velice
vhodna pro ekologické detergenty. Dale vykazuji dalsi vyhody jako je vysoka senzitivita ke

kdzi, zGstava kapalny i za nizkych teplot a ve findlnich produktech je hydrotropni.

PFedstavuje tak novou generaci takzvanych zelenych produktl, diky nizké emisi COz,
nizké spotfebé vody a energii pfi vyrobé v porovnani sjinymi typickymi neiontovymi

tenzidy s podobnou ucinnosti [67, 68].

CHZD(CHZCHZD)XR Levenol C-421.s +y + 2=2
l LEvengl.F-200, x +y + 2= 6
CHD(CHXHAD)YR Levenol C-30L x+y +2=7
! Levenal C-201, x +y +z=17
CHD(CHZXHD)R YT

R = H nebo R -CO- (kokosovy fetézec)

Obrazek 14: Predpokladané schéma struktury neiontovych tenzidd Levenol® [67]
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Levenol® C-421, chemicky polyoxyethylen (2) mono- a di- glycerid, je mirny
neiontovy tenzid s dobrymi pénivymi a zahustovacimi vlastnostmi a detoxikacnim efektem.
Vyuziva se jako nahrada alkylpolyglykosidickych (APG) ¢i amidickych detergentd
v tekutych pracich prosttedcich [69].

Levenol® F-200, chemicky polyoxyethylen (6) mono- a di- glycerid, je povaZzovan
za nejvice viestranny a nejucinngjsi z fady Levenol®. M4 perfektni hydrotropni vlastnosti,
které umoziuji redukci nebo dokonce 1 eliminaci rozpoustédel (ethylalkohol, glykoly, aj.)
z kone¢ného produktu. Jeho dalsi vyhodou je schopnost detergence i za teploty 15 °C,
coz je efektivni pro €isténi za nizkych teplot. Dale ma zmé&kcujici schopnosti na latky, diky
derivatim esterd a glycerinu. Z toho plyne pro tento tenzid pojmenovani , softergent”
(z angl. detergent a softener), kdy dochazi ke spojeni detergence a zme¢k¢ovani v ramci jedné
sloueniny a tim se minimalizuje Casovd a energeticka naroCnost pouziti

a také se snizuje spotfeba samotného produktu [68].

Levenol® C-301, chemicky polyoxyethylen (7) mono- a di- glycerid,
ma ekologické a toxikologické vyhody oproti ostatnim neiontovym tenzidim a ma nizkou
pénivost. Vyuziva se do tekutych Cisticich prostfedka pro silné znecisténi, nebo jako Cistic

tvrdych povrcha [70].

Levenol® C-201, chemicky polyoxyethylen (17) mono- a di- glycerid, ma stejné jako
Levenol® C-301 ekologické a toxikologické vyhody oproti ostatnim neiontovym tenzidim
(ethoxylované mastné alkoholy) s nizkou pénivosti. Vyuziva se jako Cisti¢ tvrdych povrchu,
jako ptidavek do pracich prostredku ¢i do tekutych nebo praskovych Cisticich prostredkt pro

silné znecisténi [71].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie

Pro mobilni fazi v kapalinové chromatografii byl pouzit acetonitril (Honeywell,
Némecko), pro HILIC systém byl vyuzit octan amonny (Sigma-Aldrich, Nizozemi),
mraven¢an amonny (Sigma-Aldrich, Nizozemi) a kyselina octova (Sigma-Aldrich,
Nizozemi). Voda pro fedéni mobilnich fazi byla isténa pomoci Milli-Q Reference Systém

(MERCK, Némecko).

Vzorky tenzid( pro analyzy Levenol® F-200, Levenol® C-421, Levenol® C-301
a Levenol® C-201 z produkce firmy Kao Chemicals (Barcelona, Spanélsko) byly poskytnuty
firmou Biesterfeld Silcom s.r.o. (Praha, Ceska Republika).

2.2 Pristrojové vybaveni

Vyse zminéné tenzidy byly analyzovany na kapalinovém chromatogratu Shimadzu
LC-20AB s Sesticestnym ventilem a davkovaci smycCkou 25 ul (Shimadzu, Japonsko),
déle na kapalinovém chromatografu s autosamplerem Agilent Technologies 1100 (Agilent
Technologies, USA) ve spojeni s refraktometrickym detektorem Shimadzu RID-10A
(Shimadzu, Japonsko) a poté srozptylovym detektorem Sedex 75 (Sedere, Francie).
Hmotnostni spektra jednotlivych tenzidi byla meéfena na hmotnostnim spektrometru
QTRAP 4500 (ABSCIEX, USA). Vzorky a mobilni faze byly homogenizovany pomoci
ultrazvukové lazné Fisherbrand FB15052 (Thermo Fisher Scientific, USA). K navazovani
chemikalii a vzorkl byly pouzity analytické vahy AB204 (Mettler, Toledo). Dale byly

v kapalinové chromatografii pouzity nasledujici kolony:

1. Phenomenex, Luna® Omega 3 um PS C18 100 A, 100 x 3.0 mm

2. Phenomenex, Kinetex® 2.6 ym C18 100 A, 100 x 2,1 mm

3. Phenomenex, Kinetex® 2,6 um Polar C18 100 A, 150 x 3 mm

4. Phenomenex, Luna® 3 um HILIC 200 A, 150 x 3 mm

5. Supelco Analytical, Ascentis® Express OHS 2,7 um, 100 x 4,6 mm
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2.3 Priprava vzorki

Jelikoz tenzidy Levenol® jsou velmi viskozni kapaliny a jsou pro analyzu potieba
pouze malé koncentrace, byl zvolen jako postup pfipravy vzorku pomoci hmotnostnich
procent. Pro koncentraci 0,1 % bylo navazeno 1,5 mg vzorku Levenolu® a doplnéno 1,5 ml
ACN do 1,5 ml vialek. Stejnym postupem byla pfipravena cela série koncentraci, 0,5 % (7,5
mg tenzidu / 1,5 ml ACN) a 1 % (15 mg tenzidu / 1,5 ml ACN). Takto byly pfipraveny
vzorky rozpusténé v acetonitrilu. Stejn€ byly pfipraveny 1 vzorky, které obsahovali 50 %
H>0 + 50 % ACN a pro 100 % H>0. S vodou zplisobuji Levenoly® mlé&né zakaleni, a tak
pro mefeni na hmotnostnim spektrometru byly pouzivany pouze vzorky rozpusténé v Cistém

acetonitrilu.

2.4 Pracovni postup pro HPLC a HPLC/MS

Analyza tenzidi byla provadéna jak v systému s obracenymi fazemi,
tak 1 v systému HILIC. V pfipad¢ detekce na refraktometrickém detektoru v RP systému
byla pouzita kolona Luna® Omega 3 pum, pro detekci na rozptylovém detektoru byla navic
pouzita i kolona Kinetex® 2,6 um a Kinetex® 2,6 um Polar. Pro HILIC systém byly pouzity
kolony Luna® 3 um HILIC a Ascentis® Express OHS 2,7 um.

Jako mobilni faze pro RP systém byl pouzit acetonitril a destilovana voda. Pro HILIC
systém byl pfidan navic pufr octanu amonného v riznych koncentracich (10 — 30 mM).
Poméry mobilnich fazi se v pribéhu optimalizace analyzy ménily a vyuzivalo
se gradientové eluce v piipadé¢ pouziti rozptylového detektoru. Pro analyzu
na refraktometrickém detektoru byla pouzita pouze izokraticka eluce. Teploty kolony byly

také soucasti optimalizace a pohybovaly se v rozmezi od 20 °C do 55 °C.

Pro méfeni na hmotnostnim spektrometru byly pro analyzu pouzity pouze vzorky
rozpusténé v Cistém acetonitrilu. Byla méfena spektra nejdiive v RP systému s kolonou
Kinetex® 2,6 um Polar s prutokem 0,3 ml/min a dobou analyzy 120 min s gradientovou
eluci od 20 — 100 % ACN, s nasledujicimi parametry hmotnostniho spektrometru: méfeni
probihalo v pozitivnim rezimu na linearni iontové pasti, 10 000 Da/s, dynamické plnéni

pasti, zaznam spekter 50 —1200 m/z, CUR 20 psi, teplota 200 °C, Gas1 40 psi, Gas2 50 psi,

35



ion spray napéti 4500 V, deklasteracni potencial 55 V, vstupni potencial 10 V a kolizni
energie 10 V.

Nasledné byly vzorky méteny také 1 v HILIC systému za pouziti kolony Ascentis®
Express OHS5 2,7 pm s pritokem 0,25 ml/min a dobou analyzy 40 min s izokratickou eluci
100 % ACN s 10 mM pufrem octanu amonného. Parametry hmotnostniho spektrometru
byly: méfeni v pozitivnim rezimu na linearni iontové pasti, 10 000 Da/s, dynamické plnéni
pasti, zaznam spekter 50 —1500 m/z, CUR 20 psi, teplota 200 °C, Gas1 40 psi, Gas2 50 psi,
ion spray napéti 4500 V, deklasteracni potencial 55 V, vstupni potencial 10 V a kolizni
energie 10 V.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Naplni této prace bylo vypracovat a optimalizovat vhodnou analytickou metodu pro
separaci a identifikaci tenzidd obchodni znatky Levenol® F-200, Levenol® C-421,
Levenol® C-301 a Levenol® C-201. Cilem bylo zjistit hlavni zastoupeni poctu
oxyethylenovych jednotek, délku a mnozstvi navazanych kokoatovych fetézci pomoci
kapalinové chromatografie v nasledném spojeni s hmotnostnim spektrometrem. Z divodu
absence chromoforu nebylo mozné pouziti UV/VIS detektoru, a tak bylo nutné vyuzit jinych

detektort, v tomto piipade refraktometrického a rozptylového detektoru.

Hlavni davod, pro¢ byla analyza provadéna v rezimech RP-LC a HILIC je ten,
ze pti RP-LC se zadrzuji a separuji latky nepolarni v zavislosti na délce jejich alkylového
fetézce a pifitomné EO jednotky nemaji na separaci prakticky zadny vliv.
U HILIC systému je tomu naopak a analyt se separuje podle mnozstvi oxyethylenovych

jednotek.

Pti separaci v systému s obracenymi fazemi se hledaly optimalni podminky separace
jako je teplota, slozeni mobilni faze a analytickd kolona, aby do$lo k rozd¢€leni latek dle
nepolarni slozky ve vzorku, vtomto piipadé podle délky alkylového fetézce kokoatu.
K tomu byl nejdiive vyuzit refraktometricky detektor. Ten se v8ak projevil jako nevhodny
kvuli problémum silného zakaleni tenzidi Levenol® i s malym mnozstvim vody a taky

z davodu nutnosti konstantnich podminek pfi analyze.

Jako druhy bych pouzit detektor rozptylovy, kde doslo k vyraznému zjednoduseni
a zlepSeni podminek analyzy. Byly testovany rizné kolony, teploty i sloZeni mobilni faze.
Jako finalni a optimalni podminky separace byly po mnoha testech vybrany nasledujici:
separace v rezimu RP-LC na kolon& Kinetex® 2,6 pm Polar C18 100 A, 150 x 3 mm,
s gradientovou eluci mobilni faze acetonitril — destilovana voda slozené od 20 % ACN do
100 % ACN za dobou 120 min + 20 min ekvilibrace kolony a ustaleni podminek pted dalsi
analyzou. Analyzy probihaly pfi teploté 55 °C na kolon€ a s pritokem MF 0,3 ml/min.
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V HILIC separaci bylo cilem rozdélit vzorky dle polarni slozky, tudiz dle po€tu
oxyethylenovych jednotek. Byly tak hledany optimalni podminky separace jako u RP-LC.
Problémy nastaly hned u mobilni faze, kde po nékolika nespésnych pokusech bylo mozné
ucinit zavér, Ze jakékoliv mnoZstvi vody ve vzorku i v MF velice zhorSuje separaci. Zaroven
i faktor teploty hral vyznamnou roli a oproti RP-LC bylo nutné volit teplotu vyrazné nizsi.
Soubézné s tim byly zkouSeny dvé kolony a po mnoha pokusech byly nalezeny optimalni
podminky separace pro HILIC systém: kolona Ascentis® Express OH5 2,7 pm, 100 x 4,6
mm, izokratickd eluce mobilni faze 100 % ACN s aditivem 10 mM octanu amonného
s délkou analyzy 30 min + 10 min ekvilibrace kolony pred dalsi analyzou, pritokem MF

0,25 ml/min pri teploté 25 °C na koloné.

Po UspéSném nalezeni optimélnich podminek separace byly obé metody aplikovany
v hmotnostni spektrometrii, kde byla snaha identifikovat sloZeni danych tenzidd Levenol®.
Pro vyhodnoceni  spekter z hmotnostniho  spektrometru byla vytvofena tabulka
monoizotopickych molekulovych hmotnosti (pfiklad tabulky zn&zornén v Tabulce 2, celd
tabulka dostupna v PFilohach, Tabulky P1 - P4), které zavisi na délce alkylového Fetézce
a pfislusnych oxyethylenovych jednotek. Tyto molekulové hmotnosti poté byly hledany
v MS spektrech a byla snaha je pfifadit k naméfenym hodnotdm. Nékteré kombinace
jednoho navazaného kokoatového fetézce o urCité delce a poCtu EO odpovidaly
v monoizotopické molekuladrni hmotnosti modifikovanému glycerolu s navdzanymi dvéma
kokoatovymi Fetézci s nizs$i délkou Fetézce nebo mensim poctem EO. U téchto pFipadl byla
k zpfesnéni identifikace vyuZita retencni data. Pfipadnd mozné diference hodnot v tabulce a
hodnot nalezenych ve spektrech do jedné jednotky byla brana jako spravna hodnota. Tato

diference mlze byt zplsobena primérovanim a zpracovanim MS spekter.

Tabulka 2: Pfiklad tabulky monoizotopickych hodnot m/zpro molekulu tenzidu

EtO- 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Glycerol 92,0 136,1 180,1 2241 268,2 312,2 356,2 400,2 4443 488,3 532,3
1x kokoat C2 134,1 178,1 222,1 266,1 310,2 354,2 398,2 4422 486,3 530,3 5743
C3 148,1 192,1 236,1 280,2 324,2 368,2 412,2 456,3 500,3 5443 588,3
C4 162,1 206,1 250,1 294,2 338,2 382,2 426,2 470,3 5143 558,3 602,4
C5 176,1 220,1 264,2 308,2 352,2 396,2 440,3 484,3 528,3 572,3 616,4
C6 190,1 234,1 278,2 322,2 366,2 410,3 4543 498,3 542,3 586,4 630,4
Cc7 204,1 248,2 292,2 336,2 380,2 4243 468,3 512,3 556,3 600,4 644.,4
Ccs8 218,2 262,2 306,2 350,2 3943 438,3 482,3 526,3 570,4 614,4 658,4
C9 232,2 276,2 320,2 364,2 408,3 452,3 496,3 540,4 584,4 628,4 672,4
C10 246,2 290,2 334,2 378,3 4223 466,3 510,3 554,4 598,4 642,4 686,4
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3.1 Separace pomoci kapalinové chromatografie

3.1.1 Separace v systému s obracenymi fazemi

Pii analyze v RP-LC byl, diky absenci chromoforu v neiontovych tenzidech
Levenol®, zvolen jako prvni detektor refraktometricky (Shimadzu, RID-10A) ve spojeni
s kapalinovym chromatografem Shimadzu LC-20AB (Shimadzu, Japonsko) s ruénim
davkovanim pomoci Sesticestného ventilu s davkovaci smyckou 25 ul. Jednotliva méfeni
slouzila pro zjisténi idealni teploty a kolony pro dalsi analyzy. Jelikoz je refraktometricky
detektor vysoce citlivy na jakékoliv zmény v pribéhu analyzy, nebylo mozné pouzit
gradientovou eluci. Jako prvni byla zvolena kolona Luna® Omega 3 um PS C18, a byly na
ni promeéteny vSechny vzorky o hmotnostnich koncentracich 1 %, 0,5 % a 0,1 % (m/m)
rozpusténé ve 100 % ACN, 100 % H20 a 50 % ACN + 50 % H20 (v/v). Prtok byl nastaven
na 0,3 ml/min a byl pro vSechny analyzy neménny. VSechny vzorky byly analyzovany pro
zjisténi optimalni teploty pro separaci od 40 °C do 55 °C na koloné. Mobilni faze pro
izokratické = meéfeni  byla  pouzita v koncentracich  acetonitril -  voda:

95 %, 90 %, 85 %, 80 % acetonitrilu (v/v).

Vysledkem meéfeni bylo zji§téni, ze optimalni teplota pro meéfeni na RP-LC
s refraktometrickym detektorem je 50 °C na kolon€ (ukézkovy zdznam z méfeni jednoho
z Levenolu® je uveden v obr. P1 v piilohach). Avsak nastal zde velky problém ve slozeni
mobilni faze a rozpoustédla vzorku. Tenzidy Levenol® se velmi intenzivné zakaluji
1 smalym mnozstvim vody, a tak nelze pfipravit referencni celu refraktometrického
detektoru tak, aby toto zakaleni dokazal kompenzovat. Proto byly dal3i separace provadény

s rozptylovym detektorem (Sedere, Sedex 75).

Pouziti rozptylového detektoru piineslo fadu zlepSeni. Nejvyznamnéjsi pro
optimalizaci byla moznost pouziti gradientové eluce. Na detektoru byl po celou dobu méteni
tlak dusiku 3,0 bar, teplota v detekéni cele 45 °C a prutok MF 0,3 ml/min. Prvotni, stejnou
jako u refraktometrického meéfeni, analyzou vSech vzorki bylo zjisténo, ze idealni
koncentrace vzorku Levenol® je 0,1 % (m/m) pfi davkovani 25 ul, a ze pro izokratickou
eluci nejlépe vychazi slozeni mobilni faze acetonitril — destilovana voda 80 % (v/v) pfi
teploté 55 °C na koloné (Obr. P2). Aby bylo dosahnuto optimalnich vysledkd, bylo nutné
pouzit kapalinovy chromatograf s autosamplerem, k dosazeni jednotnych analyz,

a 1 mensiho davkovaného objemu a diky tomu 1 vy$Sich koncentraci. Pro tyto analyzy byl
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zvolen kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, USA). Jelikoz
odezvy vzork( byly rdzné, tak bylo nutné upravit davkovani, aby bylo dosahnuto
optimalnich  vysledkd pfi stejné koncentraci vzorkd. Pro Levenol® F-200
a Levenol® C-201 bylo davkovani 5 gl, a pro Levenol® C-301 a Levenol® C-421 bylo
davkovani sniZzeno na 2 gl. Nasledné bylo vyuZito gradientové eluce abyla zjisténa optiméalni
koncentrace MF 20 % - 100 % ACN za dobu 120 min pfi teploté 55 °C. Ukazka
chromatogramu jednoho vzorku je zobrazena na obr. 15. Ostatni vzorky jsou zobrazeny
v prilohach obr. P3 - P6). Z profilu pikd na chromatogramech je patrné, Ze pro nizsi
homology analyzovanych tenzidl (krat$i kokoatové fetézce, nizsi retence) déleni podle
poCtu EO jednotek pozorovano nebylo a na zdznamu je u téchto pikd hladka obalova kFivka.
Pro vice zadrZzovane homology bylo pozorovano ¢astecné déleni EO jednotek (latky eluujici
od 80. min dale na obr. 15). Po zjisténi optimélnich podminek pro separaci bylo mozné

vyuzit hmotnostni spektrometrie, kde byly pouzity stejné podminky pro analyzu.

ADC1 A ADC1 CHANNEL A (MATOLBDLBENCE4-200013-0601 D)
mv
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1L oS Mt

T T T T T
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Obrézek 15: Zaznam méfeni Levenol® C-201, davkovani 5 gl na koloné Kinetex® 2,6 gm Polar; davkovani
5 gl, MF 20 % - 100 % ACN/ 120 min pfi teploté 55 °C a prGtokem 0,3 ml/min.

Aby mohly byt identifikovany piky smési na chromatogramech zaznamenanych
pomoci rozptylového detektoru, byly vzorky analyzovany rovnéz pomoci spojeni LC/MS.
Vyhodnoceni dat z hmotnostniho spektrometru probihalo pomoci vytvofené tabulky

monoizotopickych hmot (Tabulka 2), kde byla snaha nalézt urCité hmoty v naméfenych
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spektrech a nasledné urcit, co a vjakém pocCtu je v daném vzorku obsazeno. Vypocet
monoizotopickych hmot vychézel z molekulové hmotnosti glycerolu (C3HsgOs;
Mw = 92,0473 g/mol) ke kterému byla, vZdy po jedné, pfipoCtena oxyethylenova jednotka
(CH2CH20- ; Mw = 44,0262 g/mol). Nasledné bylo nutné do tabulky zahrnout kokoatovy
fetézec (tj. koncovou methylovou skupinu CHs- a karbonyl C=0; Mw = 43,0184 g/mol)
a methylenové skupiny tvofici vlastni délku alkylového Fetézce (-CH2CH2- ;
Mw = 28,0313 g/mol) a nakonec odeCist molekulovou hmotnost jednoho atomu vodiku
(H; Mw = 1,0078 g/mol), pfipadné dvou atomd, v pfipadé dvou navazanych kokoatovych

fetézcld. Jednotliva schémata vzorcl jsou znazornéna na obr. 16.

Obrazek 16: Schéma vzorcl ke stanoveni monoizotopickych hmotnosti tenzidd Levenol®

Sestavenim téchto ¢asti vznikly tabulky monoizotopickych hmotnosti (Tabulky P1 -
P4). Nésledné byly tyto hmotnosti, respektive jejich protonovand forma odpovidajici
protonované molekule [M+H]+ hledany v hmotnostnich spektrech a byly hledany jisté
posloupnosti a spojitosti mezi uritymi hmotnostmi. Pro pfifazeni hmotnosti byly pouzity
pouze spektra ze zdznamu pozitivnich iontl. JelikoZ bylo ziskano velice mnoho dat byl pro
ukadzku vybréan jeden z Levenolu® (Levenol® C-201) a na ném je nazorné ukazan princip
vyhodnoceni vysledkd. V3echny ostatni Levenoly® byly vyhodnocovéany naprosto stejnym

zplsobem av diplomové préaci jsou uvedeny pouze vysledky vyhodnoceni.
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Na obrazku 17 je zobrazen celkovy iontovy proud ze zaznamu kladnych iontd,
na kterém je vidét dostatecna separace jednotlivych slozek. U jednotlivych pikl byly poté

zjistovany hodnoty m/z a hledany v tabulce monoizotopickych hmotnosti.

Obréazek 17: Celkovy iontovy proud vzorku Levenol® C-201; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm Polar,
MF 20 % - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, prdtok 0,3 ml/min

Obréazek 18: Spektrum tenzidu Levenol® C-201, v €ase 60 - 62 min; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm
Polar, MF 20 % - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, prdtok 0,3 ml/min
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+BMS E<p 1, 54.495t0 58.913 min fromSample 5 (Levenol C201) of Mbtous_2Q20C604.wff (Turbo Spray) Max. 1.7e6 cps

Obrazek 19: Spektrum tenzidu Levenol® C-201, v ase 56 - 59 min; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm
Polar, MF 20 % - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, priitok 0,3 ml/min

1x kokoatovy fetézec, C7, EO 11 - 20 1x kokoatovy fetézec, C5, EO 7 - 11
1x kokoatovy fetézec, C29, EO 4— 13 1x kokoatovy fetézec, C27, EO 0—4
2x kokoatovy fetézec, C14, EO 4— 13 2x kokoatovy fetézec, C2, EO 7- 11

1x kokoatovy fetézec, C16 EO 3- 7

Na prikladech na obrazku 18 je zobrazeno uk&zkové pfifazeni nalezenych
monoizotopickych hmotnosti nalezenych v ¢ase 60 - 62 min. Je zde velmi dobfe vidétjedna,
nejintenzivnéjsi posloupnd fada, kterd byla diky tabulce monoizotopickych hmotnosti
identifikovana jako molekula odpovidajici modifikovanému glycerolu sjednim navazanym
kokoatovym Fetézcem s délkou alkylového Fetézce C8 a mnozstvim EO jednotek od 5 do 16.

Diference mezi zaznamenanymi signdly odpovidaji jedné oxyethylenové jednotce



o A m/z = 44. Tato nalezena informace souhlasi s informaci od vyrobce, ktery uvadi ze u

toho tenzidu Levenol® C-201 by se mélo prumérn€ nachazet 17 EO jednotek.

Na obrazku 19 je komplikovangjsi spektrum nalezené v €ase 56 — 59 min. Jsou zde
vidét ti1 posloupné fady o diferenci Am/z = 44, coz je hodnota, ktera byla primarné hledana.
Zde nastava problém, ktery de€lal problém i v interpretaci ostatnich vzorka. Jednotlivé
monoizotopické hmotnosti se v tabulce obc¢as opakuji a tim formalné odpovidaji nalezené

hmotnosti vice vysledkum.

Posloupnost podtrhnutd Cern€ odpovida modifikovanému glycerolu jak s jednim
navazanym kokoatovym fetézcem s délkou alkylového fetézce C7 a mnozstvim EO jednotek
od 11 do 20, jednomu navazanému kokoatovému fetézci s délkou alkylového fetézce C29
a mnozstvim EO jednotek od 4 do 13, tak ale i se dvéma navazanymi kokoatovymi fetézci
s délkou alkylového fetézce C14 a mnozstvim EO jednotek od 4 do 13. Jelikoz je velice
nepravdépodobné, ze by tyto hodnoty odpovidaly vSem tfem vysledkiim najednou, bylo
nutné logickou uvahou vybrat ten vysledek, ktery by mél odpovidat udajum, které jsou dany
od vyrobce a to, ze primérné mnozstvi EO jednotek v tomto daném tenzidu je 17. S touto
informaci je vysoce pravdépodobné, ze tato fada monoizotopickych hmot odpovida

glycerolu s jednim kokoatovym fetézcem C7 a 17 EO.

U zelené podtrhnuté fady m/z 1ze stejnou logickou uvahou vyftadit pouze vysledek
s jednim kokoatovym fetézcem C27 a EO 0 — 4. U ostatnich dvou vysledkt neni bohuzel
mozné pouze na zakladé MS spektra urcit, ktery z nich je spravny, v teoretické tirovni jsou

spravné oba. U oranzové fady je vysledek jednoznacny.

Timto vyhodnocenim byl ziskan vysledek, ze tedy tento separovany pik v Case
56 — 59 min obsahuje 1x, C7, EO 11 — 20; 1x, C5, EO 7 — 11; 2x, C2, EO 7 — 11 nebo
Ix, C16, EO 3 — 7. Na zaklade¢ interpretace dat a s pfihlédnutim k informacim od vyrobce by
se dalo urcit, ze tento pik odpovidd primarn€ modifikovanému glycerolu s jednim
navazanym kokoatovym retézcem s délkou alkylového fetézce C7 a mnozstvim EO jednotek
od 11 do 20. Tento vysledek také koresponduje se separaci celého vzorku, kdy se v RP-LC
separuji jednotlivé piky dle délky alkylového fetézce od nejkratsi po nejdelsi, jak je

zobrazeno na spektru obrazku 20.

Timto postupem byl vyhodnocovan kazdy pik kazdého vzorku a na konci zaneseny
vysledky do spektra celkového iontového proudu jednotlivych vzorkd. Pro nedostatek

prostoru v ramci diplomové prace jsou uvedena v prilohach spektra s vyhodnocenim
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a vysledky pouze od jednoho vzorku (Levenol® C-201). Pro ostatni vzorky
(Levenol® F-200, Levenol® C-301 a Levenol® C-421) jsou do vysledk(l uvedena pouze

zpracovana a vyhodnocenéa spektra celkového iontového proudu pro jednotlivé vzorky.

Obréazek 20: Vyhodnoceni MS spektra vzorku Levenol® C-201; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm
Polar, MF 20 % - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, prdtok 0,3 ml/min

Kompletné vyhodnocené MS spektrum vzorku Levenol® C-201 analyzovaného

v systtmu RP-LC je zobrazeno na obrazku 20. Je zde vidét separace 13ti pikd,
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a také problematika viceCetnych vysledkt. Jednotliva MS spektra monoizotopickych hmot
pro jednotlivé piky byla vyhodnocena a logickou uvahou byly do vysledki vybrany
molekuly, které jsou zapsany v obrazku 20 a to pouze ty, které koresponduji s primérnym
poctem EO jednotek uvadéné od vyrobce a také s posloupnosti separace. Ta odpovida
charakteru a podstaté RP-LC, kdy se separace je zaloZena na retenci nepolarni ¢asti molekuly
v kolong, a tak se vzorek déli podle délky alkylového fetézce (na zdkladé methylenové
selektivity). Tyto dvé podstaty poskytly dohromady vysledek pro separaci
Levenolu® C-201.

Na zaznamu je vidét separace glycerolu s délkou alkylového fetézce jednoho kokoatu
C3 se 14 — 21 EO (pik A), az po pik M, kde je na konci separovan jeden kokoatovy fetézec
o délce C21 s EO 4 -12. Samoziejme je mozné i navazani vice kokoatovych feté€zct na
molekulu glycerolu. To, jak jsou prostorove orientovany se nam pomoci LC/MS nepodafilo
urcit. Podaftilo se vSak urcit, Ze v zadném vzorku se nenachdzely vice nez dva kokoatové
fetézce najednou. U vzorku Levenol® C-201 je viditelna separace dvou kokoatovych fetézca
o délce C2 a EO 13 — 20 v piku B, az po C16, EO 2 — 6 u piku L. U téchto dvojnasobnych
fetézcl neni tak jednoznacna posloupnost v separaci, ale ur€ity trend v prodluzujici se délce

retence je patrny.

Nameétena spektra molekulovych hmotnosti pro Levenol® C-201 jsou uvedena
v piilohach pod obrazkem P7 — P19. Naprosto stejnym zpiisobem byly identifikovany
1 ostatni vzorky, jejichz vysledky jsou zobrazeny na obr. P20 — P22 v prtilohach.

3.1.2 Separace v HILIC systému

Jelikoz se v RP-LC nami analyzované tenzidy separuji primarn€ podle délky
alkylového fetézce pritomného kokoatu, bylo nutné provést analyzu i v jiném systému, ktery
dokaze analyt separovat podle poctu pfitomnych oxyethylenovych jednotek. Proméfenim
vzork pfi riznych teplotach (20 °C — 45 °C) bylo zjisténo, Ze optimalni teplota na koloné
pro meéfeni v HILIC systému je 25 °C. Vy$si teploty nejsou pfili§ vhodné, protoze retence
analytu na HILIC kolonach neni pfili§ velkd, a tak je nutné retenci spise zvysit. Ke zji§téni
optimalniho davkovani bylo vyzkouseno né€kolik rtznych objemua (0,5 ul — 5ul). Jako

nejlepsi vyslo davkovani 0,5 pl. U vysSich objemu dochazelo k dosazeni limit detektoru.
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Jako prvni byla vyuzita kolona Luna® 3 um HILIC a upravena mobilni faze
0,2 % (v/v) kyselinou octovou, kterd byla ptidana jak do acetonitrilu, tak i do destilované
vody. Poté probihala analyza gradientovou eluci zacinajici na 99 % ACN po dobu S min a s
naslednym klesanim az na 50 % ACN po dobu 120 min pro teploty 25 °C — 45 °C (vzorové
zaznamy z mé&feni jsou dostupné v piilohach, Obr. P23 a P24) s davkovanim 1 pl. Sice se
jako nejlepsi pro separaci projevila teplota 25 °C, ale obecné analyzy nebyly upln€ Gspésné
a bylo nutné zméenit kyselinu octovou za octan amonny nebo mraven¢an amonny. Z obou
pufrd byla namichana MF acetonitril — destilovana voda s koncentraci 30 mM pufru.
Separace byly prakticky stejné, ale oba pufry jsou Spatné rozpustné v ACN, a tak byl
nasledné zvolen octan amonny jako nejvhodné;si pro ptipravu MF s vysokym podilem ACN
prevazné kvuli niz§im problémam s rozpustnosti. Diky naméfenym datim bylo zjisténo, ze
ideélni teplota pro analyzu v systému HILIC je 25 °C (Obr. P25, P26). Ani po zméné MF se
separace na kolon¢ Luna HILIC pfili§ nezlepSila, proto byla pro dalsi analyzy zvolena nova

kolona Ascentis® Express OHS.

Diky této koloné bylo mozné snizit ¢as analyzy az na 30 min. Prvni analyza byla
provedena s mobilni fazi slozenou z 97 % ACN a 3 % H:O (v/v) a pfidavkem 20 mM octanu
amonn¢ho. Pritok MF byl nastaven na 0,5 ml/min, ¢as analyzy byl 60 min s20 min
ekvilibraci a davkovano bylo 0,5 pul 1 % (m/m) vzorku rozpusténého v 100 % ACN,
100 % H20 a 50 % ACN + 50 % Ha0 (Obr. P27).

Jelikoz toto nastaveni nebylo idealni, byla zvolena izokraticka eluce s MF slozenou
z99 % ACN a 1 % H20 (v/v) s ptidavkem 10 mM octanu amonného. Ta byla zvolena
zduvodu, ze pii poméru 99:1 nastavaji problémy s Cerpadlem a nedostateCnym
promichanim MF vstupujici do kolony. Proto bylo izokratické feSeni lep$i a efektivngjsi
volbou. Pritok byl sniZzen na polovinu, tedy na 250 pl/min. S timto novym pomérem mobilni
faze doslo k vyraznému zlepSeni separace diky klesajicimu mnozstvim vody v MF (Obr. P28
—P31). Déle bylo zji§téno, Ze pro toto nastaveni staci ke kompletni separaci pouze polovina
ptvodniho Casu, tedy 30 minut a 10 minut ekvilibraci. Nasledn€ byly proméfeny i ostatni
vzorky rozpusténé ve 100 % H20 a 50 % ACN + 50 % H20. Porovnani jejich separace oproti
100 % ACN jsou znazornény na Obr. P32 — P35. Z tohoto srovnani vyplyva, ze pro dalsi
analyzy byly pouzity vyhradné vzorky rozpusténé ve 100 % ACN, jelikoz jakakoliv

ptitomnost vody, at’ uz v MF nebo ve vzorku zhorSuje pomérmné vyrazné separaci.
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Po tomto zjisténi byla také opét testovana kolona Luna® 3 pm HILIC pro ovéreni,
zda bude separace lepsi ¢i horsi vici koloné Ascentis® Express OH5. Analyza probéhla za
naprosto identickych podminek, av3ak separace se nezlepSila, tudiZz byla kolona
Ascentis® Express OH5 vyhodnocena jako idedlni pro analyzu téchto tenzid( a nasledné
byla pouzita iv LC/MS (Obr. P36 - P39).

V navaznosti na zjisténi, ze mobilni faze s 99 % ACN byla lepSi nez 97 % ACN, byla
vyzkouSena i MF se 100 % ACN s 10 mM octanem amonnym. Zde vSak nastal problém
s rozpustnosti octanu. 1 1 % (v/v) destilované vody stacilo na dostateCné rozpusténi octanu
ve zbytku MF. Octan se velmi S3patné rozpousti v Cistém acetonitrilu (rozpousténi
v ultrazvukové lazni po dobu nejméné 30 min). Stouto novou MF
100 % ACN (v/v) s 10 mM octanem amonnym byla provedena analyza se stejnymi
podminkami jako v pfedchozi analyze (davkovani 0,5 pl, pritok 0,25 ml/min, doba analyzy
30 min + 10 min ekvilibrace). Vysledek byl dle pFedpokladané teorie spravny
a separace se velmi zlepSila. Toto finalni nastaveni separace bylo déale pouZito pro analyzu
a identifikaci na hmotnostnim spektrometru. Ukazkova separace vzorku Levenol® F-200 je

znazornéna na obr. 21. Ostatni vzorky jsou zobrazeny v pFilohach jako obr. P40 - P42.

ADCI A, ADCT GHANNEL A (MATCUSKVETENOG 5 20011-1101.0)
mv

T T T T T
5 10 15 1] Pl mi

Obrazek 21: Zéznam meéfeni Levenol® F-200; davkovani 0,5 pl, kolona Ascentis® Express OHS,
s izokratickou eluci MF 100 % ACN + 10 mM octan amonny s prltokem 0,25 ml/min, dobou analyzy 30 min
pfi teploté 25 °C
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K vyhodnoceni dat byl pouzit stejny postup jako byl pouzit pfi vyhodnoceni MS
spekter u RP-LC. Zaznam z MS méfeni v HILIC systému jiz nebyl tak detailni jako
u RP-LC. Proto byl HILIC systém na MS vyuzit spiSe pro porovnani a potvrzeni vysledkd
z RP-LC. Na obrézku 22 je zobrazen celkovy iontovy proud pro vzorek Levenol® F-200,

ktery byl upraven ajsou zobrazeny pouze signaly v rozmezi 300 - 1000 m/z.

Obréazek 22: Celkovy iontovy proud vzorku Levenol® F-200; davkovani 0,5 pl, kolona Ascentis® Express
OH5, MF 100 % ACN + 10 mM octan amonny s pritokem 0,25 ml/min, dobou analyzy 30 min a teplotou 25
°C

49



Obréazek 23: Spektrum tenzidu Levenol® F-200, v ¢ase 6 - 7 min; davkovani 0,5 pl, kolona Ascentis® Express
OH5, MF 100 % ACN + 10 mM octan amonny s pritokem 0,25 ml/min, dobou analyzy 30 min a teplotou 25

°C

+BMS Exp 1, 24329 to 25.213 min from Sample 1 (F200_5uL) of Matous_2020C610.w(ff (Turbo Spray) Max. 1.1e8 cps
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Obréazek 24: Spektrum tenzidu Levenol® F-200, v Case 24 - 25 min; davkovani 0,5 pl, kolona Ascentis®
Express OH5, MF 100 % ACN + 10 mM octan amonny s pritokem 0,25 ml/min, dobou analyzy 30 min a

teplotou 25 °C
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Jak jiz bylo zminéno u vyhodnoceni RP-LC/MS, pro kazdy pik bylo zobrazeno
spektrum s m/z a nalezené hodnoty poté hledany v tabulce monoizotopickych hmotnosti

a nasledné¢ piitazeny jednotlivym kombinacim.

Na spektru na obrazku 23 je ukazano vyhodnoceni méefeni MS v rezimu HILIC.
Monoizotopické hmotnosti nalezené v ase 6 -7 min byly pomoci tabulky 2 pfifazeny
nasledujicim teoretickym molekulam, kdy v jednom Case 1ze nalézt molekuly obsahujici jak
jeden kokoatovy tetézec s deviti EO 9 a délkou fetézce C13 — C31, tak i molekulu s jednim
kokoatovym fetézcem se sedmi EO a délkou alkylového ftetézce C10 — Cl14
a zaroven i molekulu sjednim kokodtovym fetézcem s péti EO a alkylovym fetézcem
C8 — C12. VSechny tfi molekuly jsou teoreticky mozné, jelikoz nedochazi k piekryti
jednotlivych monoizotopickych hmot, ale jsou separované oddelené. Logické série
odpovidaji jedné EO o Am/z = 44. Dle intenzity a délce posloupné fady je vsak
pravdépodobné, ze hlavni zastoupeni u tohoto piku ma molekula obsahujici jeden kokoatovy
fetézec sdeviti EO 9 a délkou fetézce C13 — C31. Jak je zde vidét, oproti
RP-LC zde dochazi k separaci na zakladé oxyethylenovych jednotek a z tohoto divodu byl

zvolen prave rezim HILIC jako dopliikové méfeni.

Na obrazku 24 je dal3i spektrum v Case 24 — 25 min MS/HILIC. Zde je znazornény
odlisny vysledek nez u obrazku 23. Nenajdeme zde zadnou posloupnou fadu, avsak pouze
jeden velice intenzivni pik, ktery odpovida bud molekule obsahujici jeden kokoatovy
fetézec o délce fetézce C8 sjedenacti EO, nebo molekule se dvéma kokoatovymi fetézci
o délce C15 a ¢tyfmi EO. Zde opét neni mozna jednoznaéna identifikace pouze na zakladé
MS, avSak vzhledem kudavanému primérnému mnozstvi EQO, které se dle vyrobce

ma rovnat Sesti, je pravdépodobné, ze se jedna o moznost druhou.

Timto zptsobem byly vyhodnoceny vSechny mozné piky vzorku Levenol® F-200
a jejich zaznamy jsou k dispozici v ptfilohdch pod obr. P43 — P78. Nasledn¢ byly také
vyhodnoceny i ostatni vzorky, avSak kvuli velkému mnozstvi dat a slozitosti vzorku neni
mozné uvést piimo do obrazku spektra vysledky, jako je tomu u vysledkl z méfeni
RP-LC/MS. V piilohach jsou uvedena pouze spektra celkového iontového proudu ostatnich
vzorkt (Obr. P79 — P81). Kvuli piehlednosti byly nalezené hodnoty zpracovany do tabulky
(Tabulka 3 a Tabulky P5 —P11) a nasledn€ hledany v MS spektrech z méfeni v RP-LC/MS.

Podrobnéjsimu popisu interpretace je vénovana nasledujici kapitola.
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3.1.3 Komplexni charakterizace tenzidd Levenol®

Jak bylo mozné predpokladat, separace v reZimech HILIC a RP-LC se chovala
odlisné. Zatimco v systému RP-LC dochazi k separaci na zakladé délky alkylového Fetézce,
u systtmu HILIC nehraje délka alkylového Tetézce prakticky Zadnou roli
a separace probiha dle po¢tu oxyethylenovych jednotek. Schéma rozdilu separaci v téchto

systémech je znazornéno na obrazku 25 a 26.

Obréazek 25: Rozdil separace EO 3 v zavislosti na délce alkylového Fetézce

Obrézek 26: Rozdil separace C12 v zavislosti na EO jednotkéch
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Po vyhodnoceni MS spekter vSech vzorkd ze syst¢tmu RP-LC a HILIC byla snaha
zkompletovat tyto dvé série vysledkd do vysledné charakterizace tenzidd. K vyhodnoceni
byly pouzity vysledky z RP-LC/MS, kdy nalezené molekulové hmotnosti riiznych molekul
tenzid( byly hledany ve vysledcich ziskanych ze systému HILIC/MS. Nalezené shodné
hmoty byly poté zaneseny do tabulky na zakladé jejich retenénich Casl, ke zjisténi trend(
retence (ukdzkova tabulka tenzidu Levenol® F-200 je zndzornéna v Tabulce 3; vysledky pro
ostatni vzorky jsou v tabulkach P5 - P11). Pfekvapivé zjisténi bylo, Ze u kazdého vzorku se
nachazela alespon jedna, nékdy i vice molekul separované v rlizné, pomérné vzdalené Casy,
kdy vSak tento trend nejsme schopni momentalné vysvétlit (viz molekula tenzidu F-200 C16
EO5).

Tabulka 3: Vyhodnoceni MS u Levenol® F-200 sjednim kokoatovym fetézcem; hodnoty v tabulce odpovidaji
retencnim Castim, pfi kterych byl dany signal m/z nalezen ve spektru.

EtO- 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Glycerol 2556 3001 ZHZRIA 41 477 557
1xkokoatC2 199 2315
c3 557
ca 1221 912 1221 1612 2264 2634 3102 3732
cs
cs 557 115 1518 2556 3001
cr
cs 6,68 8,65 115  39;1518 1809 211 247 291 4773465 557 79 8,65
co
c10 6,68 865 668115 1518 1809 2053 2396 2814 477;3375 557 79 8,65
cu
c12 4,77;668 557;8,65 6@0AL5 UABRIA 1702 199 2315 2733 3241 39,12 79 8,65
c13 557 3,9;6,68 912
cu4 557  3,9,668 2264 2634
c1s 3,9;477 477 6,68 79 912 1045 1221
c16 39 668 17,02 199 2315 30,01
c17 1045 4,77,1429 557;17,02 6,68; 199 7,9;2315 9,12;27.33 10453241 1221;3912 14,29
ci8 612,172 199 2315 2556 30,01 3732
c19 2264 477 6,68 79 912 1045 1151221
c20 16121702 199 2642315 2556 3001 212
ca 41 477 557 6,68 79 912 1045 115
c22 16121702 199 2642315 2556 3001 3732
c23 477 6,68 79 912 1045 115
c2 1612 199 2642315 2556 3001 3732
c25 477 6,68 79 912 1045 115
c26 2556
ca7 6,68 79
c28
c29 6,68 79
c30
c31 6,68 79
C12 EO7 6,68; 1045; 115
C12 EO8 14,29; 15,18; 30,01
C16EO5  3,9;4,1;4,77;5,57; 9,12; 1045
C21 EO4 25,56; 27,33; 30,01

Na tabulce 3 je velmi dobfe vidét, jak probih& separace v systétmu HILIC,
kdy se latky separuji podle poctu oxyethylenovych jednotek, kdy nizsi retenci maji molekuly
obsahujici mensi poCet EO a Ze délka alkylového fetézce nema na retenci vliv. Zajimavym
zjiSténim bylo také to, Ze nejmenSi retenci ma u vzorku Levenol® F-200
sjednim kokoatovym fetézcem slozeni EO 7, C15 - C25. S pfibyvajicimi EO retence v této

délce alkylového fetézce umeérné roste az do maximalniho poctu 19 EO, avSak kratsi

53



alkylové fetézce C4 — C14 se stejnym poctem EO maji vyrazné vyssi retenci, ktera také
s piibyvajicimi EO roste. Stejny trend byl nalezen u vSech ostatnich vzorkd, kromé
Levenol® C-421. Vzhledem k jeho poméme jednoduchému slozeni, obsahujicim primérny
pocet dvou EO, oproti ostatnim vzorkiim je to vSak pfijatelny vysledek, jelikoz diky malému

poctu EO se tyto trendy nemaji takovou Sanci projevit.

Problémem pfi interpretaci byl fakt, ze sice naméfena spektra v RP-LC jsou
jednodussi, ale vtomto systému nejsou rozdéleny piislusné EO jednotky, resp. maji
naretenci maly vliv. V HILIC systému jsou tenzidy separovany podle polarni oxyethylenové
skupiny, ktera je pro interpretaci vhodngjsi, ale zato jsou spektra o dost slozitéjsi. Velky

rozdil je vidét na porovnani spekter z HILIC a RP-LC v MS.

Nameéfena spektra jsou pomérné komplexni a struktura tenzidi byla urCena na
zakladé vypoétu v tabulkach. Pro potvrzeni by bylo vhodné provést méfeni MS2.
To by vsak vedlo k jeste vice komplikovanému zpracovani dat, protoze z kazdého spektra
by vzniklo jesté dalsi, tandemové, které by bylo nutné interpretovat. Dalsi mozné analyza by
byla ve dvourozmérné chromatografii ve spojeni RP-LC a HILIC, kde by bylo mozné vyuzit
vyhody, kdy se oba systémy vzajemné dopliuji. Tim by se tato komplexni charakterizace
dala spojit do jedné analyzy. Nevyhodou této 2D chromatografie je, ze jedna ze dvou
separaci musi probéhnout velmi rychle. Tim se d& pfedpokladat, ze u€innost separace nebude
tak vysoka jako v pfipad€ odd€lenych analyz [72]. Z ¢asovych duvoda vsak nebylo mozné

tato méfeni v ramci této diplomové prace provést.

Dal§im problémem pro analyzu jsou vychozi suroviny, jelikoz pochazi z ptirodniho
zdroje, a tak slozeni neni vzdy uplné Cisté a totozné, je velmi obtizné stanovit naptiklad
optimalni délku alkylového fetézce acylglycerolu, ktery by mél pochazet z kokosového
oleje. Ke zvySeni piesnosti vysledki by bylo nutné mit k dispozici vychozi kokosovy olej
a provést u ng separaci napt. pomoci derivatizace a nasledné analyzy na plynovém
chromatografu [73]. Tim by byla ziskana piesna struktura vychoziho kokosového oleje

a nasledna identifikace tenzidu by byla o to jednodussi a presnéjsi.

Pomoci kapalinové chromatografie v systému RP-LC a HILIC a nasledné analyzy
v hmotnostni spektrometrii se vSak podafilo optimalizovat analytické metody pro separaci
neiontovych tenzidi Levenol® F-200, Levenol® C-421, Levenol® C-201 a
Levenol® (C-301. Nalezené monoizotopické hmotnosti zMS definujici pocet

oxyethylenovych jednotek vazanych na acylglycerolu odpovidaji primérnému mnozstvi,
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které uvadi vyrobce a zaroven odpovida i délka alkylovych fetézct kokosovému oleji, ze

kterého by mély byt tyto tenzidy vyrabény.
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace byla optimalizace analytické metody pro charakterizaci
neiontovych tenzidi na bazi oxyethylenovanych acylglycerold, konkrétné vzorka

obchodniho nazvu Levenol® C-421, Levenol® C-201, Levenol® C-301 a Levenol® F-200.

Chromatografické analyzy probihaly v systému s obracenymi fazemi a v systému
hydrofilnich interakci. Bylo vyuzZito n€kolika typu kolon pro oba systémy. Nejlepsi vysledky
poskytovala v RP-LC kolona Kinetex® 2,6 pum Polar a pro systém HILIC
se nejvice osvedcCila kolona Ascentis® Express OHS. Dale bylo nutno optimalizovat teplotu
na koloné pro oba systémy, kdy idedlni teplota pro separaci v RP-LC byla 55 °C,
a pro HILIC 25 °C. Bylo také testovano mnoho mobilnich fazi a zjiSt€no, Ze pro systém RP-
LC byla nejvhodné&jsi gradientovd eluce mobilni faze acetonitril — destilovand voda
0d 20 % ACN do 100 % ACN za 120 min. Pro HILIC systém se nejvice osvédcila izokraticka

eluce s mobilni fazi 100 % ACN s piidavkem 10 mM octanu amonného.

Pro analyzu hmotnostni spektrometrii byly vytvofeny tabulky monoizotopickych
hmotnostni acylglycerolu s riznym stupném oxyethylenace. Podle této tabulky byly
nasledn¢ naméfené hodnoty m/z hledany a pfifazovany danym molekulam. Na zaklade
kombinace chromatografického chovani a informaci ziskanych z hmotnostnich spekter byly

vzorky tenzidi komplexné charakterizovany.

56



5

LITERATURA

KLOUDA, Pavel. Moderni analytické metody. 2., upr. a dopl. vyd. Ostrava: Pavel
Klouda, 2003. ISBN 80-86369-07-2.

LAWRENCE, James F. Organic trace analysis by liquid chromatography. Orlando:
Academic Press, 1981. ISBN 0124391508.

DEYL, Zdengk. Separation methods. New York, NY, USA: Sole distributors for the
U.S.A. and Canada, Elsevier Science Pub. Co., 1984. ISBN 04-448-0527-3.

CHURACEK, Jaroslav a Pavel JANDERA. Separace litek: Kapalinova
vysokoucinnd kolonova chromatografie. 1. Praha: Nakladatelstvi technické

literatury, 1981. ISBN 541 183 (075 8).

Cesla, P. Derivatizace pro separaéni techniky (Zaklady kapalinové chromatografie).

Pardubice: UP FChT, 2016.

KELLNER, R. Analytical chemistry: the approved text to the FECS curriculum
analytical chemistry. Weinheim: Wiley-VCH, 1998. ISBN 3-527-28881-3.

KARLICEK, Rolf Analytickd chemie pro farmaceuty. 4., nezmén. vyd. Praha:
Karolinum, 2013. ISBN 978-80-246-2202-6.

NOVAKOVA, Lucie a Michal DOUSA. Moderni HPLC separace v teorii a praxi.
Hradec Kralové: Novakova Lucie, 2013. ISBN 978-80-260-4243-3.

NEUE, Uwe D. HPLC columns: theory, technology, and practice. New York: Wiley-
VCH, 1997. ISBN 0-471-19037-3.

57



10

11

12

13

14

15

16

17

BIDLINGMEYER, Brian A. Practical HPLC methodology and applications. New
York: Wiley, 1992. ISBN 0-471-57246-2.

Lab—training.com [online]. @ 2019 [cit. 2019-12-10].
Dostupné z: https://s21507 . pcdn.co/wp-content/uploads/2011/12/Diagram-1.jpg

SMITH, Roger M. Gas and liquid chromatography in analytical chemistry. New
York: Wiley, 1988. ISBN 0-471-90980-7.

DE SAEGER, S. Determining mycotoxins and mycotoxigenic fungi in food and feed.
Cambridge, UK: Woodhead Publishing, 2011. ISBN 978-1-84569-674—-0

WILSON, Ian D. a C. F. POOLE. Handbook of methods and instrumentation in
separation science. Burlington, MA: Elsevier/Academic Press, 2009. ISBN 978-0-
12-375095-2.

GUNZLER, Helmut a Alex WILLIAMS. Handbook of analytical techniques. New
York: Wiley-VCH, 2001. ISBN 3-527-30165-8.

Sample Injection — Cheminert 6 port valve. In: VICI [online]. Svycarsko: Valco
Instruments, 2020 [cit. 2020-04-15]. Dostupné Z
https://www.vici.com/support/app/c_appl1.php

Tabulka: Vlastnosti LC detektora. HPLC.CZ [online]. 2012 [cit. 2020-04-02].
Dostupné z: http://www hplc.cz/Teorie/table detectors.html

58


https://s21507.pcdn.co/wp-content/uploads/2011/12/Diagram-1.jpg
https://www.vici.com/support/app/c_app11.php
http://www.hplc.cz/Teorie/table_detectors.html

18

19

20

21

22

MAGNUSSON, Lars-Erik, Donald S. RISLEY a John A. KOROPCHAK. Aerosol-
based detectors for liquid chromatography. Journal of Chromatography A [online].
2015, 1421, 68-81 [cit. 2020-03-19]. DOI: 10.1016/j.chroma.2015.07.045. ISSN
00219673.

Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967315010134

ELSD - DETEKTOR. Hplc.cz [online]. [cit. 2020-03-19]. Dostupné z:
http://www .hplc.cz/Teorie/ELSD.htm

PESEK, Joseph J., Maria T. MATYSKA, Surekha GANGAKHEDKAR a Rukhsana
SIDDIQ. Synthesis and HPLC evaluation of carboxylic acid phases on a hydride
surface. Journal of Separation Science [online]. 2006, 29(6), 872-880 [cit. 2020-03-
19].  DOL  10.1002/jssc.200500433. ISSN  1615-9306. Dostupné¢  z:
http://doi.wiley.com/10.1002/jss¢.200500433

PESEK, Joseph J., Maria T. MATYSKA a Seema J. PRABHAKARAN. Synthesis
and characterization of chemically bonded stationary phases on hydride surfaces by
hydrosilation of alkynes and dienes. Journal of Separation Science [online]. 2005,
28(18), 2437-2443 [cit. 2020-03-19]. DOIL: 10.1002/jss¢.200500249. ISSN 1615-
9306. Dostupné z: http://dot.wiley.com/10.1002/jss¢.200500249

LI Ruiping a Junxiong HUANG. Chromatographic behavior of epirubicin and its
analogues on high-purity silica in hydrophilic interaction chromatography. Journal
of Chromatography A [online]. 2004, 1041(1-2), 163-169 [cit. 2020-03-23]. DOI:
10.1016/j.chroma.2004.04.033. ISSN 00219673.
Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967304006338

59


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967315010134
http://www
http://doi.wiley.com/10.1002/jssc.200500433
http://doi.wiley.com/10.1002/jssc.200500249
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967304006338

23

24

25

26

STREGE, Mark A., Stephanie STEVENSON a Steve M. LAWRENCE. Mixed-
Mode Anion—Cation Exchange/Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography—Electrospray Mass Spectrometry as an Alternative to Reversed
Phase for Small Molecule Drug Discovery. Analytical Chemistry [online]. 2000,
72(19), 4629-4633 [cit. 2020-03-23]. DOI: 10.1021/ac000338b. ISSN 0003-2700.
Dostupné z: https://pubs.acs.org/doi/10.1021/ac000338b

ALPERT, Andrew J., Mukta SHUKLA, Ashok K. SHUKLA, et al. Hydrophilic-
interaction chromatography of complex carbohydrates. Journal of Chromatography
A [online]. 1994, 676(1), 191-202 [cit. 2020-03-23]. DOIL 10.1016/0021-
9673(94)00467-6. ISSN 00219673.
Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0021967394004676

CHURMS, Shirley C. Recent progress in carbohydrate separation by high-
performance liquid chromatography based on size exclusion. Journal of
Chromatography A [online]. 1996, 720(1-2), 151-166 [cit. 2020-03-23]. DOI:
10.1016/0021-9673(95)00305-3. ISSN 00219673. Dostupné z
https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/0021967395003053

OYLER, Alan R., Barbara L. ARMSTRONG, Jessica Y. CHA, Marilyn X. ZHOU,
Qing YANG, Robin I. ROBINSON, Richard DUNPHY a David J. BURINSKY.
Hydrophilic interaction chromatography on amino-silica phases complements
reversed-phase  high-performance liquid chromatography and capillary
electrophoresis for peptide analysis. Journal of Chromatography A [online]. 1996,
724(1-2), 378-383 [cit. 2020-03-23]. DOI: 10.1016/0021-9673(95)00987-6. ISSN
00219673.

Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0021967395009876

60


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/ac000338b
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0021967394004676
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0021967395003053
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0021967395009876

27

28

29

30

31

YOSHIDA, Tatsunari. Peptide separation by  Hydrophilic-Interaction
Chromatography: a review. Journal of Biochemical and Biophysical Methods
[online]. 2004, 60(3), 265-280 [cit. 2020-03-23]. DOI: 10.1016/j.Jbbm.2004.01.006.
ISSN 0165022X Dostupné Z:
https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/S0165022X04000090

HAO, Zhigang, Chih-Ying (Joey) LU, Baiming XIAO, Naidong WENG, Barry
PARKER, Michael KNAPP a Chi-Tang HO. Separation of amino acids, peptides and
corresponding Amadori compounds on a silica column at elevated temperature.
Journal of Chromatography A [online]. 2007, 1147(2), 165-171 [cit. 2020-03-23].
DOI: 10.1016/j.chroma.2007.02.057. ISSN  00219673.  Dostupné  z:
https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/S0021967307003226

ALPERT, Andrew J. Hydrophilic-interaction chromatography for the separation of
peptides, nucleic acids and other polar compounds. Journal of Chromatography A
[online]. 1990, 499, 177-196 [cit. 2020-03-23]. DOI: 10.1016/S0021-

9673(00)96972-3. ISSN 00219673. Dostupné z
https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/S0021967300969723

NAIDONG, Weng. Bioanalytical liquid chromatography tandem mass spectrometry
methods on underivatized silica columns with aqueous/organic mobile phases.
Journal of Chromatography B [online]. 2003, 796(2), 209-224 [cit. 2020-03-23].
DOI: 10.1016/j.jchromb.2003.08.026.  ISSN  15700232.  Dostupné¢  z:
https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/S1570023203006603

BUSZEWSKI, Bogustaw a Sylwia NOGA. Hydrophilic interaction liquid
chromatography (HILIC)—a powerful separation technique. Analytical and
Bioanalytical Chemistry [online]. 2012, 402(1), 231-247 [cit. 2020-03-23]. DOI:
10.1007/s00216-011-5308-5. ISSN 1618-2642. Dostupné z:
http://link springer.com/10.1007/s00216-011-5308-5

61


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0165022X04000090
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967307003226
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967300969723
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1570023203006603
http://link.springer.com/10.1007/s00216-011-5308-5

32

33

34

35

36

BUI, Nhat Thi Hong, Jeroen J. VERHAGE a Knut IRGUM.

Tris(hydroxymethyl)aminomethane-functionalized silica particles and their
application for hydrophilic interaction chromatography. Journal of Separation
Science [online]. 2010, 33(19), 2965-2976 [cit. 2020-03-23]. DOIL:
10.1002/j8s¢.201000154. ISSN 16159306. Dostupné z:

http://doi.wiley.com/10.1002/jss¢.201000154

HEMSTROM, Petrus a Knut IRGUM. Hydrophilic interaction chromatography.
Journal of Separation Science [online]. 2006, 29(12), 1784-1821 [cit. 2020-03-23].
DOI: 10.1002/jss¢.200600199. ISSN 1615-9306. Dostupné z
http://doi.wiley.com/10.1002/jss¢.200600199

HEMSTROM, Petrus a Knut IRGUM. Hydrophilic interaction chromatography.
Journal of Separation Science [online]. 2006, 29(12), 1784-1821 [cit. 2020-03-23].
DOI: 10.1002/jss¢.200600199. ISSN 1615-9306. Dostupné A
http://doi.wiley.com/10.1002/jss¢.200600199

IDBORG, H, L ZAMANI, P EDLUND, 1 SCHUPPEKOISTINEN a §
JACOBSSON. Metabolic fingerprinting of rat urine by LC/MSPart 1. Analysis by
hydrophilic interaction liquid chromatography—electrospray ionization mass
spectrometry. Journal of Chromatography B [online]. 2005, 828(1-2), 9-13 [cit.
2020-03-23]. DOIL: 10.1016/j.jchromb.2005.07.031. ISSN 15700232. Dostupné z:
https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/S1570023205005192

CUBBON, Simon, Timothy BRADBURY, Julie WILSON a Jane THOMAS-
OATES. Hydrophilic Interaction Chromatography for Mass Spectrometric
Metabonomic Studies of Urine. Analytical Chemistry [online]. 2007, 79(23), 8911-
8918 [cit. 2020-03-23]. DOIL: 10.1021/ac071008v. ISSN 0003-2700. Dostupné z:
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/ac071008v

62


http://doi.wiley.com/10.1002/jssc.201000154
http://doi.wiley.com/10.1002/jssc.200600199
http://doi.wiley.com/10.1002/jssc.200600199
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1570023205005192
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/ac071008v

37

38

39

40

41

42

43

RAJAWAT, Jyotika a Gagandeep JHINGAN. Mass spectroscopy. Data Processing
Handbook for Complex Biological Data Sources [online]. Elsevier, 2019, 2019, s. 1-
20 [cit. 2020-05-26]. DOI. 10.1016/B978-0-12-816548-5.00001-0. ISBN
9780128165485.

Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780128165485000010

Schematic of a typical en:mass spectrometer. In: Wikipedia.org [online]. 2008 [cit.
2020-03-25]. Dostupné Z:
https://upload. wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0d/Mass_Spectrometer Schem

atic.svg

MELLON, F.A. MASS SPECTROMETRY | Principles and Instrumentation.
Encyclopedia of Food Sciences and Nutrition [online]. Elsevier, 2003, 2003, s. 3739-
3749 [cit. 2020-03-25]. DOI  10.1016/B0-12-227055-X/00746-X. ISBN
9780122270550. Dostupné A
https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/B012227055X00746X

http://holcapek.upce.cz/teaching/Mol spek/Mol spek prednaska6é MS . pdf,
citovano 09. 06. 2012.

Molekula mydla. In: Wikipedia.org [online]. 3.3.2006 [cit. 2020-03-24]. Dostupné z:
https://upload. wikimedia.org/wikipedia/commons/7/76/Molekula m%C3%BDdla.P
NG

SMIDRKAL, J. Tenzidy a detergenty dnes. Chem. Listy, 1999, vol. 93, No. 7, s.
421-427. [ISSN  0009-2770]. Dostupné  z: http://www.chemicke-

listy.cz/docs/full/1999 07 421-427 pdf

MYERS, Drew. Surfaces, interfaces, and colloids: principles and applications. 2.

New York: Wiley-VCH, 1999. ISBN 978-0-471-33060-8.

63


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780128165485000010
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0d/Mass_Spectrometer_Schem
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B012227055X00746X
http://holcapek.upce.cz/teaching/Mol_spek/Mol_spek_prednaska6_MS.pdf
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/76/Molekula_m%C3%BDdla.P
http://www.chemicke-

44

45

46

47

48

49

50

MYERS, Drew. Surfactant science and technology. New York, N.Y.: VCH, 1988.
ISBN 0-89573-339-0.

NAKAMA, Y. Surfactants. Cosmetic Science and Technology [online]. Elsevier,
2017, 2017, s. 231-244 [cit. 2020-03-24]. DOI: 10.1016/B978-0-12-802005-
0.00015-X. ISBN 9780128020050.
Dostupné z: https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/B978012802005000015X

WILLIAMS, Jesse J. Formulation of Carpet Cleaners. Handbook for
Cleaning/Decontamination of Surfaces [online]. Elsevier, 2007, 2007, s. 103-123
[cit. 2020-03-24]. DOI: 10.1016/B978-044451664-0/50004-8. ISBN
9780444516640.

Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780444516640500048

Quora.com [online]. @ 2017 [cit. 2020-03-24]. Dostupné z:
https://qph.fs.quoracdn.net/main-qimg-89e8ddf67¢657e4e351aea99d9a10290-¢

YAMINI, Yadollah, Neda FEIZI a Morteza MORADI. Surfactant-Based Extraction
Systems. Liquid-Phase Extraction [online]. Elsevier, 2020, 2020, s. 209-239 [cit.
2020-03-24]. DOI: 10.1016/B978-0-12-816911-7.00007-4. ISBN 9780128169117.
Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780128169117000074

The Essential Chemical Industry - online [online]. @ 2013 [cit. 2020-03-24].

Dostupné zZ: https://www.essentialchemicalindustry.org/images/stories/190

surfactants/16-19-surfactant 16 (15).jpg

CULLUM, D. C. Introduction to surfactant analysis. New York: Blackie Academic
& Professional, 1994. ISBN 07-514-0025-4.

64


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B978012802005000015X
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780444516640500048
https://qph.fs.quoracdn.net/main-qimg-89e8ddf67c657e4e351aea99d9a10290-c
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780128169117000074
https://www.essentialchemicalindustry.org/images/stories/190_

51

52

53

54

55

JIANG, C. aJ. MA. DE-INKING OF WASTE PAPER: FLOTATION. Encyclopedia
of Separation Science [online]. Elsevier, 2000, 2000, s. 2537-2544 [cit. 2020-03-24].
DOI: 10.1016/B0-12-226770-2/05881-6. ISBN 9780122267703. Dostupné z:
https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/B0122267702058816

MCCOY, Richard N. a Anson B. BULLOCK. Determination of oxyethylene
distribution in condensates of primary alcohols with ethylene oxide. Journal of the
American Oil Chemists’ Society [online]. 1969, 46(6), 289-295 [cit. 2020-04-01].
DOI: 10.1007/BF02545006. ISSN 0003021X. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1007/BF02545006

FAVRETTO, L., G. PERTOLDI MARLETTA a L. FAVRETTO GABRIELLIL
Rapid determination of the molecular-weight distribution of ethylene glycol
oligomers by thin-layer chromatography and their photometric evaluation. Journal
of Chromatography A [online]. 1970, 46, 255-260 [cit. 2020-04-01]. DOL:
10.1016/S0021-9673(00)83995-3. ISSN 00219673. Dostupné z
https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/S0021967300839953

STANCHER, B., L. FAVRETTO GABRIELLI a L. FAVRETTO. Analysis of
polyoxyethylene non-ionic surfactants by coupling gas-liquid and thin-layer
chromatography. Journal of Chromatography A [online]. 1975, 111(2), 459-462 [cit.
2020-04-01]. DOI: 10.1016/50021-9673(00)99304-X. ISSN 00219673. Dostupné z:
https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/S002196730099304X

GILDENBERG, L. aJ. R. TROWBRIDGE. Gas-liquid chromatographic separation
of ethylene oxide adducts of fatty alcohols via their acetate esters. Journal of the
American Oil Chemists’ Society [online]. 1965, 42(1), 69-71 [cit. 2020-04-01]. DOL:
10.1007/BF02558261. ISSN 0003021X. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1007/BF02558261

65


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B0122267702058816
http://doi.wiley.com/10.1007/BF02545006
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967300839953
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S002196730099304X
http://doi.wiley.com/10.1007/BF02558261

56

57

58

59

60

NAKAMURA, Kiyoshi a Isao MATSUMOTO. NIPPON KAGAKU KAISHI
[online]. 1975, (8), 1342-1347 [cit. 2020-04-01]. DOI: 10.1246/nikkashi.1975.1342.
ISSN 2185-0925. Dostupné A
http://jot jlc jst.go.jp/JST Journalarchive/nikkashi1972/1975.1342?from=CrossRef

NOZAWA, Akio a Toshio OHNUMA. Improved high-performance liquid
chromatographic analysis of ethylene oxide condensates by their esterification with
3,5-dinitrobenzoyl chloride. Journal of Chromatography A [online]. 1980, 187(1),
261-263 [cit. 2020-04-01]. DOI: 10.1016/S0021-9673(00)87898-X. ISSN 00219673
Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S002196730087898X

ALLEN, M. C. a D. E. LINDER. Ethylene oxide oligomer distribution in nonionic
surfactants via high performance liquid chromatography (HPLC). Journal of the
American Oil Chemists' Society [online]. 1981, 58(10), 950-957 [cit. 2020-04-01].
DOL: 10.1007/BF02659666. ISSN 0003021X. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1007/BF02659666

ASERIN, A, M. FRENKEL a N. GARTI HPLC analysis of nonionic surfactants.
Part IV. Polyoxyethylene fatty alcohols. Journal of the American Oil Chemists’
Society  [online]. 1984, 61(4), 805-809 [cit. 2020-04-01]. DOLI
10.1007/BF02672142. ISSN 0003021X. Dostupné zZ
http://doi.wiley.com/10.1007/BF02672142

DESBENE, P. L., B. DESMAZIERES, V. EVEN, J. J. BASSELIER a L.
MINSSIEUX. Analysis of non-ionic surfactants used in tertiary oil recovery.
Optimisation of stationary phase in normal phase partition chromatography.
Chromatographia [online]. 1987, 24(1), 857-861 [cit. 2020-04-02]. DOI:
10.1007/BF02688599. ISSN 0009-5893. Dostupné z:
http://link springer.com/10.1007/BF02688599

66


http://joi.jlc.jst.go.jp/JST.Joumalarchive/nikkashi1972/1975.1342?from=CrossRef
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S002196730087898X
http://doi.wiley.com/10.1007/BF02659666
http://doi.wiley.com/10.1007/BF02672142
http://link.springer.com/10.1007/BF02688599

61

62

63

64

65

KUDOH, Megumu, Hitomi OZAWA, Shintaro FUDANO a Kazuro TSUJL
Determination of trace amounts of alcohol and alkylphenol ethoxylates by high-
performance liquid chromatography with fluoritmetric detection. Journal of
Chromatography A [online]. 1984, 287, 337-344 [cit. 2020-04-02]. DOI:
10.1016/S0021-9673(01)87709-8. ISSN 00219673. Dostupné z:
https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/S0021967301877098

KUDOH, Megumu. Separation of alcohol ethoxylates by high-performance liquid
chromatography. Journal of Chromatography A [online]. 1984, 291, 327-330 [cit.
2020-04-02]. DOI: 10.1016/S0021-9673(00)95035-0. ISSN 00219673. Dostupné z:
https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/S0021967300950350

KONIG, Hans, Roland RYSCHKA a Werner STROBEL. Separation, identification
and determination of non-ionic surfactants using high-performance liquid
chromatography. Fresenius’ Zeitschrift fiir analytische Chemie [online]. 1985,
321(3), 263-267 [cit. 2020-04-02]. DOI: 10.1007/BF00470368. ISSN 0016-1152.
Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/BF00470368

ZHU, JingKe. Liquid chromatography-mass spectrometry of nonionic surfactants
using electrospray ionization. Journal of Surfactants and Detergents [online]. 2015,
7(4), 421-423 [cit. 2020-04-02]. DOI: 10.1007/s11743-004-0327-5. ISSN 1097-
3958. Dostupné z: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1007/s11743-004-
0327-5

LEE, Yong Hwa, Eun Sook JEONG, Hwang Eui CHO a Dong-Cheul MOON.
Separation and determination of polyethylene glycol fatty acid esters in cosmetics by
a reversed-phase HPLC/ELSD. Talanta [online]. 2008, 74(5), 1615-1620 [cit. 2020-
04-02]. DOI: 10.1016/j.talanta.2007.10.020. ISSN 00399140. Dostupné z:
https://linkinghub elsevier.com/retrieve/pii/S0039914007007035

67


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967301877098
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967300950350
http://link.springer.com/10.1007/BF00470368
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1007/s11743-004-0327-5
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1007/s11743-004-0327-5
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0039914007007035

66

67

68

69

70

71

72

TRATHNIGG, B., D. THAMER, X. YAN, B. MAIER, H.-R. HOLZBAUER a H.
MUCH. Characterization of ethoxylated fatty alcohols using liquid chromatography
with density and refractive index detection II. Quantification in liquid
chromatography under critical conditions. Journal of Chromatography A [online].
1994, 665(1), 47-53 [cit. 2020-04-02]. DOI: 10.1016/0021-9673(94)87030-6. ISSN
00219673.

Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0021967394870306

BRANDSTEINOVA E., CESLA P., Mikysek T., Vytias K.: Neiontové tenzidy jako
produkty oxyethylenace glycerolu — LC/MS analyza a potenciometrické titrace, in
Vytias K., Smidrkal J. (Eds.): LI seminaf o tenzidech a detergentech, Sb. piedn., str.
5-17. Univerzita Pardubice, Pardubice 2018.

http://www kaochemical seu.com/sites/default/files/related files/basic page/

levenol laundry 2011 eng a4 2011-03.pdf; [cit. 2020-04-02]

LEVENOL C-421. Kao Chemicals Global [online]. Kao Corporation, 2020 [cit.
2020-04-02]. Dostupné z: https://chemical kao.com/en/products/B0O017205 en/

LEVENOL C-301. Kao Chemicals Global [online]. Kao Corporation, 2020 [cit.
2020-04-02]. Dostupné z: https://chemical kao.com/en/products/B0017498 en.html

LEVENOL C-201. Kao Chemicals Global [online]. Kao Corporation, 2020 [cit.
2020-04-02]. Dostupné z: https://chemical kao.com/en/products/B0017204 en.html

GROENEVELD, Gino, Melissa N. DUNKLE, Marian RINKEN, Andrea F.G.
GARGANO, Ayako DE NIET, Matthias PURSCH, Edwin P.C. MES a Peter J.
SCHOENMAKERS. Characterization of complex polyether polyols using
comprehensive two-dimensional liquid chromatography hyphenated to high-
resolution mass spectrometry. Journal of Chromatography A [online]. 2018, 1569,
128-138 [cit. 2020-06-26]. DOIL: 10.1016/j.chroma.2018.07.054. ISSN 00219673.
Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S00219673 18309385

68


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0021967394870306
http://www.kaochemicalseu.com/sites/default/files/related_files/basic_page/
https://chemical.kao.com/en/products/B0017205_en/
https://chemical.kao.com/en/products/B0017498_en.html
https://chemical.kao.com/en/products/B0017204_en.html
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967318309385

73

PONTOH, Julius. Gas Chromatographic Analysis of Medium Chain Fatty Acids in
Coconut Oil. The Journal of Pure and Applied Chemistry Research [online]. 2016,
5(3), 157-161 [cit. 2020-06-26]. DOI: 10.21776/ub jpacr.2016.005.03.255. ISSN
23024690. Dostupné z: http://jpacr.ub.ac.id/index.php/jpacr/article/view/255/pdf

69


http://jpacr.ub.ac.id/index.php/jpacr/article/view/255/pdf

6 PRILOHY

Tabulka P 1: Tabulka monoizotopickych hodnotm/zpro tenzid sjednim kokoatovym fetézcem a EO 1-10

EtO-
Glycerol
1x kokoat C2
Cc3
c4
C5
[of
Cc7
cs8
C9
C10
C11
C12
C13
C14
C15
C16
Cc17
c18
C19
C20
Cc21
c22
c23
C24
C25
C26
ca7
c28
Cc29
C30

Tabulka P 2: Tabulka monoizotopickych hodnotm/zpro tenzid s jednim kokoatovym Fetézcem a EO 11-20

EtO-
Glycerol
1x kokoat C2
C3
Cc4
C5
C6
c7
cs8
C9
c10
C11
C12
C13
C14
C15
C16
Cc17
C18
C19
Cc20
cz1
Cc22
Cc23
C24
C25
C26
c27
Cc28
C29
C30

0
92,0
134,1
148,1
162,1
176,1
190,1
204,1
218,2
232,2
246,2
260,2
274,2
288,2
302,2
316,3
330,3
3443
358,3
372,3
386,3
400,4
414,4
428,4
4424
456,4
470,4
4845
4985
512,5
526,5

1
576,3
618,3
632,4
646,4
660,4
674,4
688,4
702,4
716,5
730,5
7445
758,5
7725
786,5
8005
814,6
828,6
842,6
856,6
870,6
884,6
898,6
912,7
926,7
9407
954,7
968,7
982,7
996,7
1010,8

1
136,1
178,1
192,1
206,1
2201
2341
248,2
262,2
276,2
290,2
304,2
318,2
332,3
346,3
360,3
3743
388,3
402,3
416,4
430,4
4444
458,4
472,4
486,4
500,5
514,5
528,5
542,5
556,5
570,5

12
620,4
662,4
676,4
690,4
704,4
718,4
732,5
746,5
760,5
774,5
788,5
802,5
816,5
830,6
844,6
858,6
872,6
886,6
900,6
914,7
928,7
9427
956,7
970,7
984,7
998,7
1012,8
1026,8
1040,8
1054,8

2
180,1
2221
236,1
250,1
264,2
278,2
292,2
306,2
320,2
334,2
348,3
362,3
376,3
390,3
404,3
4183
4323
446,4
460,4
4744
488,4
502,4
516,4
530,5
544,5
558,5
572,5
586,5
600,5
614,5

3
2241
266,1
280,2
294,2
308,2
322,2
336,2
350,2
364,2
3783
392,3
406,3
420,3
4343
4483
462,4
476,4
490,4
504,4
518,4
532,4
546,4
560,5
574,5
588,5
602,5
616,5
630,5
644,5
658,6

4
268,2
310,2
324,2
338,2
352,2
366,2
380,2
394,3
408,3
4223
436,3
450,3
464,3
478,4
492,4
506,4
520,4
534,4
548,4
562,4
576,5
590,5
604,5
618,5
632,5
646,5
660,6
674,6
688,6
702,6

13 14
664,4 708,4
706,4 750,4
720,4 764,4
734,4 778,5
748,4 792,5
762,5 806,5
776,5 820,5
790,5 8345
804,5 848,5
818,5 862,5
832,5 876,6
846,6 890,6
860,6 904,6
874,6 918,6
888,6 932,6
902,6 946,6
916,6 960,7
930,6 9747
9447 988,7
958,7 1002,7
972,7 1016,7
986,7 1030,7
1000,7 1044,8
1014,7 1058,8
1028,8 1072,8
1042,8 1086,8
1056,8 1100,8
1070,8 1114,8
1084,8 1128,9
1098,8 11429

5
312,2
354,2
368,2
382,2
396,2
410,3
4243
4383
452,3
466,3
480,3
4943
508,4
522,4
536,4
550,4
564,4
578,4
592,5
606,5
620,5
634,5
648,5
662,5
676,6
690,6
704,6
718,6
732,6
746,6

15
752,4
794,5
808,5
822,5
836,5
850,5
864,5
878,5
892,6
906,6
920,6
934,6
948,6
962,6
976,7
990,7
1004,7
1018,7
1032,7
1046,7
1060,7
1074,8
1088,8
1102,8
1116,8
1130,8
1144,8
1158,8
1172,9
1186,9

6
356,2
398,2
412,2
426,2
440,3
4543
468,3
482,3
496,3
510,3
524,4
538,4
552,4
566,4
580,4
594,4
608,4
622,5
636,5
650,5
664,5
678,5
692,5
706,6
720,6
734,6
748,6
762,6
776,6
790,6

16
796,5
838,5
852,5
866,5
880,5
8945
908,6
922,6
936,6
950,6
964,6
978,6
992,6
1006,7
1020,7
1034,7
1048,7
1062,7
1076,7
1090,8
1104,8
1118,8
1132,8
1146,8
1160,8
1174,8
1188,9
1202,9
1216,9
1230,9

7
400,2
442,2
456,3
470,3
484,3
498,3
512,3
526,3
540,4
554,4
568,4
582,4
596,4
610,4
624,4
638,5
652,5
666,5
680,5
694,5
708,5
7225
736,6
750,6
764,6
778,6
792,6
806,6
820,6
834,7

17
840,5
882,5
896,5
910,5
924.6
938,6
952,6
966,6
980,6
994,6
1008,6
1022,7
1036,7
1050,7
1064,7
1078,7
1092,7
1106,8
1120,8
1134,8
1148,8
1162,8
1176,8
1190,8
1204,9
1218,9
1232,9
1246,9
1260,9
12749

8
4443
486,3
500,3
514,3
528,3
542,3
556,3
570,4
584,4
598,4
612,4
626,4
640,4
654,5
668,5
682,5
696,5
710,5
7245
738,5
752,6
766,6
780,6
794,6
808,6
822,6
836,7
850,7
864,7
878,7

18

884,5

926,5

940,5

954,6

968,6

982,6

996,6

1010,6
1024,6
1038,7
1052,7
1066,7
1080,7
1094,7
1108,7
1122,7
1136,8
1150,8
1164,8
1178,8
1192,8
1206,8
1220,9
12349
1248,9
1262,9
1276,9
1290,9
1305,0
1319,0

9
488,3
530,3
5443
558,3
572,3
586,4
600,4
614,4
628,4
642,4
656,4
670,5
684,5
698,5
7125
726,5
740,5
754,5
768,6
782,6
796,6
810,6
824,6
838,6
852,7
866,7
880,7
894,7
908,7
922,7

19

928,5

970,6

984,6

998,6

1012,6
1026,6
1040,6
1054,6
1068,7
1082,7
1096,7
1110,7
11247
1138,7
1152,8
1166,8
1180,8
1194,8
1208,8
1222,8
1236,9
1250,9
12649
1278,9
1292,9
1306,9
1321,0
1335,0
1349,0
1363,0

10
5323
5743
588,3
602,4
616,4
630,4
644,4
658,4
672,4
686,4
7005
7145
7285
7425
756,5
7705
784,6
798,6
812,6
826,6
840,6
854,6
868,7
882,7
896,7
910,7
924,7
938,7
952,7
966,8

20

972,6

1014,6
1028,6
1042,6
1056,6
1070,6
1084,7
1098,7
1112,7
1126,7
1140,7
11547
1168,8
1182,8
1196,8
1210,8
1224,8
1238,8
1252,8
1266,9
1280,9
12949
1308,9
1322,9
1336,9
1351,0
1365,0
1379,0
1393,0
1407,0

Tabulka P 3: Tabulka monoizotopickych hodnot m/zpro tenzid se dvéma kokoatovymi fetézci a EO 1-10
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EtO- 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Glycerol 92,0 136,1 180,1 224,1 268,2 312,2 356,2 400,2 4443 488,3 532,3
2x kokoat C2  176,1 220,1 264,1 308,1 352,2 396,2 440,2 4843 528,3 572,3 616,3
C3 190,1 234,1 278,1 322,2 366,2 410,2 4542 498,3 542,3 586,3 630,3
C4 232,1 276,2 320,2 364,2 408,2 4523 496,3 540,3 584,3 628,4 672,4
C5 246,1 290,2 334,2 378,2 422,3 466,3 510,3 554,3 598,4 642,4 686,4
Cé6 288,2 332,2 376,2 420,3 464,3 508,3 552,4 596,4 640,4 684,4 728,5
Cc7 302,2 346,2 390,3 4343 478,3 522,3 566,4 610,4 654,4 698,4 742,5
Cc8 3443 388,3 432,3 476,3 520,4 564,4 608,4 652,4 696,5 740,5 784,5
C9 358,3 402,3 446,3 490,4 534,4 578,4 622,4 666,5 710,5 754,5 798,5
C10 400,3 4443 488,4 532,4 576,4 620,4 664,5 708,5 752,5 796,6 840,6
Ci11 4143 458,4 502,4 546,4 590,4 634,5 678,5 722,5 766,5 810,6 854,6
C12 456,4 500,4 5444 588,5 632,5 676,5 720,5 764,6 808,6 852,6 896,6
C13 470,4 514,4 558,4 602,5 646,5 690,5 734,6 778,6 822,6 866,6 910,7
Cl4 512,4 556,5 600,5 644,5 688,5 732,6 776,6 820,6 864,7 908,7 952,7
C15 526,5 570,5 614,5 658,5 702,6 746,6 790,6 834,6 878,7 922,7 966,7
C16 568,5 612,5 656,6 700,6 7446 788,6 832,7 876,7 920,7 964,7 1008,8
C17 582,5 626,5 670,6 714,6 758,6 802,7 846,7 890,7 934,7 978,8 1022,8
C18 624,6 668,6 712,6 756,6 800,7 844,7 888,7 932,8 976,8 1020,8 1064,8
C19 638,6 682,6 726,6 770,7 814,7 858,7 902,7 946,8 990,8 1034,8 1078,8
C20 680,6 724,7 768,7 812,7 856,7 900,8 9448 988,8 1032,8 1076,9 1120,9
c21 694,6 738,7 782,7 826,7 870,8 914,8 958,8 1002,8 1046,9 1090,9 1134,9
C22 728,6 772,6 816,6 860,7 904,7 948,7 992,7 1036,8 1080,8 1124,8 1168,8
C23 756,5 800,5 844,6 888,6 932,6 976,6 1020,7 1064,7 1108,7 1152,8 1196,8
C24 784,4 828,5 872,5 916,5 960,5 1004,6 1048,6 1092,6 1136,6 1180,7 12247
C25 812,3 856,4 900,4 944,4 988,5 10325 1076,5 1120,5 1164,6 1208,6 1252,6
C26 840,3 884,3 928,3 972,4 1016,4 1060,4 1104,4 1148,5 1192,5 1236,5 1280,5
c27 868,2 912,2 956,3 1000,3 1044,3 1088,4 1132,4 1176,4 1220,4 12645 1308,5
C28 896,1 940,2 984,2 1028,2 1072,2 1116,3 1160,3 1204,3 1248,3 1292,4 1336,4
C29 924,0 968,1 1012,1 1056,1 1100,2 11442 1188,2 1232,2 1276,3 1320,3 1364,3
C30 952,0 996,0 1040,0 1084,1 1128,1 1172,1 1216,1 1260,2 1304,2 1348,2 1392,2

Tabulka P 4: Tabulka monoizotopickych hodnotm/zpro tenzid se dvéma kokoatovymi fetézci a EO 11-20

EtO- 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Glycerol 576,3 620,4 664,4 708,4 752,4 796,5 840,5 884,5 928,5 972,6
2x kokoatC2  660,4 704,4 748,4 792,4 836,5 880,5 924,5 968,5 1012,6 1056,6
C3 674,4 718,4 762,4 806,5 850,5 894,5 938,5 982,6 1026,6 1070,6
C4 716,4 760,4 804,5 848,5 892,5 936,6 980,6 1024,6 1068,6 11127
C5 730,4 774,5 818,5 862,5 906,5 950,6 994.6 1038,6 1082,6 1126,7
C6 772,5 816,5 860,5 904,6 948,6 992,6 1036,6 1080,7 11247 1168,7
Cc7 786,5 830,5 874,5 918,6 962,6 1006,6 1050,7 1094,7 1138,7 1182,7
C8 828,5 872,6 916,6 960,6 1004,6 1048,7 1092,7 1136,7 1180,8 1224.8
C9 842,6 886,6 930,6 974,6 1018,7 1062,7 1106,7 1150,7 1194,8 1238,8
C10 884,6 928,6 972,7 1016,7 1060,7 1104,7 1148,8 1192,8 1236,8 1280,8
Ci11 898,6 942,6 986,7 1030,7 1074,7 1118,8 1162,8 1206,8 1250,8 1294,9
C12 940,7 984,7 1028,7 1072,7 1116,8 1160,8 1204,8 1248,9 1292,9 1336,9
C13 9547 998,7 1042,7 1086,8 1130,8 1174,8 1218,8 1262,9 1306,9 1350,9
C14 996,7 1040,8 1084,8 1128,8 1172,8 1216,9 1260,9 1304,9 1348,9 1393,0
C15 1010,7 1054,8 1098,8 1142,8 1186,9 1230,9 1274,9 1318,9 1363,0 1407,0
C16 1052,8 1096,8 1140,8 1184,9 1228,9 1272,9 1317,0 1361,0 1405,0 1449,0
Cc17 1066,8 1110,8 1154,9 1198,9 12429 1286,9 1331,0 1375,0 1419,0 1463,0
Cc18 1108,9 1152,9 1196,9 1240,9 1285,0 1329,0 1373,0 1417,0 1461,1 1505,1
C19 1122,9 1166,9 1210,9 1255,0 1299,0 1343,0 1387,0 14311 1475,1 1519,1
C20 1164,9 1208,9 1253,0 1297,0 1341,0 1385,1 1429,1 1473,1 1517,1 1561,2
c21 1178,9 1223,0 1267,0 1311,0 1355,0 1399,1 1443,1 1487,1 1531,1 1575,2
Cc22 1212,9 1256,9 1300,9 13449 1389,0 1433,0 1477,0 1521,1 1565,1 1609,1
Cc23 1240,8 1284,8 1328,9 13729 1416,9 1460,9 1505,0 1549,0 1593,0 1637,0
C24 1268,7 1312,7 1356,8 1400,8 14448 1488,9 1532,9 1576,9 1620,9 1665,0
C25 1296,6 1340,7 1384,7 14287 14727 1516,8 1560,8 1604,8 1648,8 1692,9
C26 1324,6 1368,6 1412,6 1456,6 1500,7 15447 1588,7 1632,8 1676,8 1720,8
ca7 1352,5 1396,5 1440,6 1484,6 1528,6 1572,6 1616,7 1660,7 1704,7 1748,7
Cc28 1380,4 14244 1468,5 1512,5 1556,5 1600,6 1644,6 1688,6 1732,6 1776,7
C29 1408,3 1452.,4 1496,4 1540,4 1584.,4 1628,5 1672,5 1716,5 1760,5 1804,6
C30 1436,3 1480,3 1524,3 1568,4 1612,4 1656,4 1700,4 17445 1788,5 1832,5

Tabulka P 5: Vyhodnoceni MS u Levenol® F-200 se dvéma kokoatovymi Fetézci; hodnoty v tabulce odpovidaji
retencnim Castim, pfi kterych byl dany signal m/z nalezen ve spektru.
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EtO-
Glycerol
2xkokoét C2

0 1 2 3 4 5
25,56 2556; 2733 41
1612 2642315 2634 31,02

18,09 211 4.1, 247 291

1045 199 2315 27,33

1045

37,32

34,65

3241

22,64

39
1429

4,77

557

39,12

5,57, 17,02

5,57

557

199

199

199

1809
39

199

22,64

22,64

22,64

10

20,53

2315

1 12 13 14 15

25,56

2396 2814 3375 557

22,64

2733 3241 39,12 14,29
26,34

3001

3001

3001

Tabulka P 6: Vyhodnoceni MS u Levenol® C-301 s jednim kokoatovym fetézcem; hodnoty v tabulce
odpovidaji retenénim ¢astim, pfi kterych byl dany signal m/z nalezen ve spektru.

EtO-
Glycerol
1xkokoat C2
Cc3
C4
Cc5
C6
Cc7
C8
c9
C10
Cl1
C12
C13
Cl4
C15
C16
C17
C18
C19
C20
c21
C22
C23
C24
C25
C26

C7 EC8
C7 EO9

0 1 2 3 4
6,56
6,56
543
543
4.9 543 6,56
5,43
11,65 5.43; 33 6,56

15,33; 18,3; 18,97; 21
17,65; 18,3; 18,97; 21; 26,97

5
35,78

4,9

6

7

11,65/

11,65

11,65

4,9

4,9

4,9

4,9

8

15,33

15,33

9

17,65

18,3
18,3

17,65

10 11 12 13

1 21'3191 3191'3578 3578

21
35,78 35,78

35,78

Tabulka P 7: Vyhodnoceni MS u Levenol® C-301 se dvéma kokoatovymi fetézci; hodnoty v tabulce
odpovidaji retenénim ¢astim, pfi kterych byl dany signal m/z nalezen ve spektru.
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EtO- 0 1 2 3 4 5 6
Glycerol
2xkokoat C2
C3
C4
C5
C6 49
c7
C8 11,65 8,27
c9
C10
C11 33
C12
C13
Cl4 21 26,97 21; 31,91 31,91
C15
C16
C17
C18
C19
C20
Cc21 8,27
C22

Tabulka P 8: Vyhodnoceni MS u Levenol® C-201 se dvéma kokoatovymi fetézci; hodnoty v tabulce
odpovidaji retenénim astim, pfi kterych byl dany signal m/z nalezen ve spektru.

EtO- 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Glycerol
2x kokoat C2

C3

c4

C5 2384

C6 559 857 6,66

c7

c8 8,57; 10,39 M452.®B 25 4,76; 5,59; 8,57 476 559; 17,01 6,66 795 919 10,39

c9

c1o0 476, 7,95, 919 476 559 6,66 795 27,13 10,39

Ci1 34,84

C12 476 559 6,66 919 10,39

C13 26,28

C14 2,613 20,45 795

C15 2467

C16 795

Cc17 225;2384 2713

c20 476 795 9,19
c21 2384

Tabulka P 9: Vyhodnoceni MS u Levenol® C-201 s jednim kokoatovym fetézcem; hodnoty v tabulce
odpovidaji retenénim astim, pfi kterych byl dany signal m/z nalezen ve spektru.
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EtO-
Glycerol
Ix kokoat C2
c3
c4
c5
C6
c7
Cc8
(o]
ClOo
Cil
C12
C13
Cil4
C15
C16
C17
C18
C19
C20
c21
Cc22
C23
C24
C25
C26
c27
C28
C29
C30

glycerol E05
CIO EQIO
C17 EO4

1 2 3 4 5
2 Ll
8,57 123
8,57
559 8,57
32

857,919,103 21,03; 22,5 / 1 1

32

2;7,95; 8,57;9,19; 10,39; 14,97; 16,01
19,76; 20,45; 21,03
4,76;5,59; 6,13; 6,66; 7,95; 8,57; 9,19

6

185791925

8,57

8,57
6,13
559

7
225

115
115
6,13
115

6,13
115

4n6

4,76

4,76

8
26,28
16,01

14,97

14,97

14,97

14,97

1497
X &9

11,5; 123 14,97,1601 193

193

17,57, 1795 20,45, 21,03

17,00, 17573

10

225

1
4,76, 26,28

26,28

24,67

| 2384

17p 11757 19762045 22,5; 2384

X 6,66

6,66

559;6,13; 1701 6,66; 19,76

559

559

6,66; 19,76

6,66

6,66

6,66

6,66

6,66

193

795

795

795

795

795

795

919

919

919

919

919

919

12

28,86

28,04

27,13

26,28
919

10,39; 27,13

10,39

10,39

10,39

10,39

10,39

13

2,613
4,76,34,84

123
14,97
123
14,97
123
14,97

14,97

14
4,76

4,76

20,45
559

559

559

17,01

16,01

16,01

16,01

16,01

16,01

15
559

6,66

193

193

193

193

193

193

16

6,66

795

225

225

225

225

225

225

17
7,95

7,95

8,57,9,19

8,57

8,57

26,28

26,28

26,28

26,28

18

9,19

19
10,39

20
115

115

115

115

115

115

115



Tabulka P 10: Vyhodnoceni MS u Levenol® C-421 s jednim kokoatovym fetézcem; hodnoty v tabulce
odpovidaji retenénim ¢astim, pfi kterych byl dany signal m/z nalezen ve spektru.

EtO- 0 1 2 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
lycerol 442,534,601

okoat @2
c3
c4 4,83;534

c? 442 248554 M 85 17 35 4,83

C10 10,84

Cc12 6,01;7 7;85 85
C16 24;17 4,83 483 4,83~

C20 483 4,83;534

c22 534
c23

C7EO13 2,4;4,83;534; 601

Tabulka P 11: Vyhodnoceni MS u Levenol® C-421 se dvéma kokoatovymi fetézci; hodnoty v tabulce
odpovidaji retenénim astim, pfi kterych byl dany signal m/z nalezen ve spektru.

EtO- 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Glycerol
2x kokoat C2

C3

Cc4

C5

C6

c7

c8 8,5 21 5,34 17

c9

C10

c11 4,83

C12

C13

ci4 24483534601 6,01; 8,5 17 4,83

C14 EO6 2,4; 4,83; 5,34; 6,01
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Obrazek P 1: Zdznam z méfeni RP-LC na koloné Luna® Omega 3 “m PS C18 s refraktometrickym detektorem:
Porovnani retence dle teploty od 40 °C do 55 °C u Levenol® F-200; MF (ACN - destilovana voda) 90 % ACN
s prdtokem 0,3 ml/min a davkovanim 25~ pomoci smycky

Obréazek P 2: Zaznam z méreni vzorku u Levenol® C-421 v RP-LC na koloné Kinetex® 2,6 “m Polar s
rozptylovym detektorem Sedex 75: Porovnani rlizné koncentrace MF pfi teploté 55 °C, s priitokem 0,3 ml/min
a davkovanim 25”1 pomoci smycky
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Zaznamy z méfeni RP-LC na koloné Kinetex® 2,6 pm Polar srozptylovym detektorem
Sedex 75.

ADC1 A ADC1 CHANNEL A (MATOLBDLEENZ8-4- 200110601 D)
mv

N

T T T T T
20 40 60 80 100 mir

Obrazek P 3: Zaznam méreni Levenol® F-200 na koloné Kinetex® 2,6 pm Polar; davkovani 5 pl, MF 20 % -
100 % ACN / 120 min pfi teploté 55 °C a prdtokem 0,3 ml/min.

ADC1 A ADC1 CHANNEL A (MATOLBDLEENZ8-4-200014-0401 D)
S
&

Obrazek P 4: Zdznam méreni Levenol® C-421 na koloné Kinetex® 2,6 pm Polar; davkovani 2 pl, MF 20 % -
100 % ACN / 120 min pfi teploté 55 °C a prdtokem 0,3 mi/min.
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ADC1 A ADC1 CHANNEL A (MATOLBDLEEN8-4- 2000120301 D)
mv

50|
45
40
35
30
T T T T
40 60 80 100 mir

1A e

T
20

Obréazek P 5: Zaznam méfeni Levenol® C-301 na koloné Kinetex® 2,6 pm Polar; davkovani 2 pl, MF 20 % -
100 % ACN / 120 min pfi teploté 55 °C a prdtokem 0,3 ml/min.

ADC1 A ADC1 CHANNEL A (MATOLBDLBEN8-4-200013-0601 D)
mv

175+

I8 L

T T T
20 40 60 80 100 mir

Obréazek P 6: Zaznam méfeni Levenol® C-201 na koloné Kinetex® 2,6 pm Polar; davkovani 5 pl, MF 20 % -
100 % ACN / 120 min pfi teploté 55 °C a prtokem 0,3 ml/min.
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Zaznamy z MS méfeni RP-LC vzorku Levenol® C-201.

Obrazek P 7: MS spektrum tenzidu Levenol® C-201; davkovani 5 *l, kolona Kinetex® 2,6 Polar, MF 20
% - 100 % ACN/ 120 min, teplota 55 °C, pr(tok 0,3 ml/min

+EMS Exp 1, 47333 to 52886 min from Sample 5 (Levenol C201) of M3tous_2020C604.w(ff (Turbo Spray) Max. 3.9e5 cps.

Obréazek P 8: MS spektrum tenzidu Levenol® C-201; davkovani 5 ~l, kolona Kinetex® 2,6 “m Polar, MF 20
% - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, prdtok 0,3 ml/min
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+EMS Exp 1, 53.702t0 59.248 min from Sample 5 (Levenol C201) of Matous_2C200504.wff (Turbo Spray) Max. 1.3e6 cps.

Obrazek P 9: MS spektrum tenzidu Levenol® C-201; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm Polar, MF 20
% - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, prGtok 0,3 ml/min

Obréazek P 10: MS spektrum tenzidu Levenol® C-201; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm Polar, MF 20
% - 100 % ACN/ 120 min, teplota 55 °C, pritok 0,3 ml/min
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+EMS EKp 1, 65.301 to 68.156 min fromSample 5 (Levenol C201) of Matous_2C!200504.wff (Turto Spray) Max 8.9e5 cps.

Obréazek P 11: MS spektrum tenzidu Levenol® C-201; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm Polar, MF 20
% - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, priitok 0,3 ml/min

Obréazek P 12: MS spektrum tenzidu Levenol® C-201; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm Polar, MF 20
% - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, pritok 0,3 ml/min
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Obrazek P 13: MS spektrum tenzidu Levenol® C-201; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm Polar, MF 20
% - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, priitok 0,3 ml/min

Obrazek P 14: MS spektrum tenzidu Levenol® C-201; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm Polar, MF 20
% - 100 % ACN/ 120 min, teplota 55 °C, pritok 0,3 ml/min
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+EMS Exp 1, 79.240to 80.545 min from Sample 5 (Levenol C201) of Matous_20200504.wff (Turbo Spray) Max. 21e6 cps

7145

Obrazek P 15: MS spektrum tenzidu Levenol® C-201; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 “m Polar, MF 20
% - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, priitok 0,3 ml/min

Obrazek P 16: MS spektrum tenzidu Levenol® C-201; davkovani 5 p.l, kolona Kinetex® 2,6 “m Polar, MF 20
% - 100 % ACN/ 120 min, teplota 55 °C, pritok 0,3 ml/min
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Obréazek P 17: MS spektrum tenzidu Levenol® C-201; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm Polar, MF 20
% - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, priitok 0,3 ml/min

Obréazek P 18: MS spektrum tenzidu Levenol® C-201; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm Polar, MF 20
% - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, pritok 0,3 ml/min
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+EMS Exp 1, 94.347 to 96.555 mn fromSample 5 (Leenol C201) of Maous_20200504.wff (Turbo Spray) Max. 1.1e6cps.

Obréazek P 19: MS spektrum tenzidu Levenol® C-201; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm Polar, MF 20
% - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, priitok 0,3 ml/min
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Zaznamy vysledkl ostatnich vzork( tenzidd.

Intensity, cps

A: Ix,C3,EO7-15/1x,C25 EO0-8/2X,02, EO0-8
B: Ix,C5, EO7-15/1x,C27,EO0-8/2x,C2,EO0-38

C: Ix,C7,EO7-15/2x,CI4 EO0-8

D: Ix,C8, EO3-9/1x,C13,EO 1-5

E: Ix,C9,EO7-14/2x,C4,EO 6-16/2x,C12,EOQ0-7

F: Ix, ClIO, EO 3-9

G: Ix,CIO,EO7-10/Ix.Cl1, FO7- 13/ Ix,C16, EO 6 - 12/2x, C16, F.O
0-6

H:Ix,02, EO3-11/1x,C17, EO 1-4/2x, C8, EO 1-4/2x,C18, EO4
- 10

I: Ix.Cl1,FO3-8/1x,07, EO2-8/2x,C8 EO2-8

1 Ix,03, EO6-13/1Ix,06, EO6-13/2x,09, EO O-6

K:Ix,04, EO3-9/1x,09, EO1-3

Popis:

Oznadeni piku: pocet kokoatovych Fetézcd, délka kokoatového Fetézce, mnozstvi oxoethylenovanych jednotek

Obréazek P 20: Vysledek MS spektra tenzidu Levenol® C-301; davkovani 5 pll, kolona Kinetex® 2,6 ~m Polar,
MF 20 % - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, pr{tok 0,3 ml/min
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m  TIC ot +EMS: Exp t. from Sample 2 (Levenol C421_002)of Matous_20200504,wiff (Turbo Sprayl

52.34
5.5e8

5.0e8

4,5e8

4.0e8

35e8

3.0e8

Intensity, cps

2.5e8
2.0e8
1.5e8
1.0e8
5.0e7

0.0

Time, min

A: Ix,CIO.EO 1-4/2x,CS,EO 1-4
B: Ix,CII,E03-7/2x,CII,EO 1-3

C: Ix,C12,EO 1-5

D: Ix.03, EO0-3/2x,C6,EO0-3

E: Ix,C14,F.01-5/2x,C3, F.06-8

F: Ix,C13,E02 -6/Ix,C4, E0 4-6

G: Ix.C16.EO 1-5/Ix,C5, EOS-9

H: Ix. CIO.EO4-8/2x,C5, EO4-8

I: Ix,C18, E0 1-4/1X.C7,E05-8

J: Ix.06, FO3-6/1Ix,CIO, FO5-8/2x,C5 FO5-8
K:Ix,08, EO4-7/1Ix,02, EO5-8

L: Ix, C20,EO3-7/1Ix,04, EO5-9/2x,C7,EO5-9

Popis:

Oznateni piku: poget kokoatovych Fetézcd, délka kokoatového Fetézce, mnozstvi oxoethylenovanych jednotek

105

Max. 5.6e8 cps.

110

115

Obréazek P 21: Vysledek MS spektra tenzidu Levenol® C-421; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 “m Polar,

MF 20 % - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, pritok 0,3 ml/min
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TIC of +EMS: Exp t. from Sample 7 (Levenol F200) of Matous_20200504.wiff (Turbo Spray) Max, 1.1e9cps.

1.13e9 6123

Intensity, cps

A: Ix,C3,EO 13-21/1x,C4, EO6-13/2x,C12, EO6- 14

B: Ix,C6, EO7-14

C: Ix,C5 EO7-10/1Ix,C14, EO6-10/2x,04 EO4-14/2x,02, EO I-7
D: Ix, C8, EO5-16

E: Ix,02, EO3-7

F: Ix, C10, EO 5-16

G: Ix,C11, FO9-20/2x,C9, EO4-8

H:Ix,06, EO9-19

1 Ix,02, EO5-16

J: Ix,09,EO4-9/Ix,07,EO4-14/2x,C8, EO4- 14

K: Ix, C11,EO9-14/1Ix,C9,EO7-10/2x C4, EO7-10/2x06 EO2-6
L: Ix,ClO, FO8-11/1x,C21,EO4-7/2x,ClIO,EO4-7/2x, C5 EO8-11

Popis:
Oznateni piku: poget kokoatovych Fetézel, délka kokoatového Fetézce, mnoZstvi oxocthylenovanvch jednotek

Obrazek P 22: Vysledek MS spektra tenzidu Levenol® F-200; davkovani 5 pl, kolona Kinetex® 2,6 pm Polar,
MF 20 % - 100 % ACN / 120 min, teplota 55 °C, prdtok 0,3 ml/min
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Zéaznamy z méfeni HILIC ke zjiSténi teploty k separaci.

[] ADCIA ADCI GHANNEL A (VATOUBKVETEND4-5- 20 HLIC 2011-0101.0
[] ADCIA, ADCI GHANNEL A (VATOLBKVETENOA5- 20 HLIC 2011-0301.0
] ADCIA, ADCI GHANNEL A (VATOLBKVETENOA5- 20 HLIC 2011-0701.0

mv

0] 4— | T=25°C

T=45°C

T=35°C

Obréazek P 23: Zaznam méfeni Levenol® F-200, teploty: 25 °C, 35 °C, 45 °C; davkovani 5 pl, MF (ACN -
voda) s gradientem 99 % ACN - 50 % ACN / 120 min s aditivem 0,2 % (m/m) kyseliny octové pfi pritoku
350 M/min.

[] ADCTA ADCT CHANNEL AMATOUSKVETENOA-5-20 HILIC_2012-02010)
[0 ACC1A ACCT CHANNEL A(MATOUSKVETENM-5-20 HILIC_2012-0601.0)
[0 ACC1 A ACCT CHANNEL AMATOUSKVETENM-5-20 HILIC_2012-0801.0)

Obrazek P 24: Zaznam méfeni Levenol® C-301, teploty: 25 °C, 35 °C, 45 °C; davkovani 5 pl, MF (ACN -
voda) s gradientem 99 % ACN - 50 % ACN / 120 min s aditivem 0,2 % (m/m) kyseliny octové pfi pritoku
350 AM/min.

89



Zéaznamy z méfeni HILIC k ur€eni vhodného pufru.

ADC1 A ADCT CHANNEL A (MATOUSI08-5 HILICO11-0201.D)
— o
3 T=25°C
304
3004
2504
2004
1504
1004
504
o4 T T T T T
40 0 80 100 mi;
ADC1 A ADCT CHANNEL A (MATOUS08-5 HILICO11-0401.D)
— o
v T=35°C
8000
6000
4000
2000
oA
T T T T T
20 40 60 80 100 mi
ADCT A ADCT CHANNEL A (MATOUS08-5 HILICO11-0601.D)
— o
v T=45°C
8000
6000
4000+
2000
o1
T T T T T
20 40 60 80 100 mir

Obréazek P 25: Zdznam méfeni Levenol® F-200 na koloné Luna® 3 pm HILIC, MF s 30 mM mravenCanem
amonnym, teploty: 25 °C, 35 °C, 45 °C; MF (ACN - voda) s gradientem 99 % ACN - 50 % ACN / 120 min
s aditivem 30 mM octanu amonného a mraven¢anu amonného pfi teplotach 25 - 45 °C pfi pritoku 350 pl/min
a s davkovanim 1 pl.

ADCL A ADC1 CHANNELA (MATOU9.08-5 HILIC\011-0901 .D)
T =25°C
400-
300-
200-

100-

ADCL A ADC1 CHANNELA (MATOUS08-5 szﬂcou—nm D)
T=35°C
8000 -
6000 -
4000-
2000 -

0- X

ADCL A ADC1 CHANNELA (MATOUS08-5 HILIC011-1301 D)
T =45 °C
8000 -
6000 -
4000-

2000 -

Obrazek P 26: Zaznam méfeni Levenol® F-200 na koloné Luna® 3 pm HILIC, MF s 30 mM octanem
amonnym, teploty: 25 °C, 35 °C, 45 °C; MF (ACN - voda) s gradientem 99 % ACN - 50 % ACN / 120 min
s aditivem 30 mM octanu amonného a mraven¢anu amonného pfi teplotach 25 - 45 °C pfi pritoku 350 pl/min
a s davkovanim 1 pl.
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Zaznam méfeni HILIC na koloné Ascentis® Express OHS5.

[] ADCIA ADCI GHANNEL A (MATOUSIKVETEN3-520041-0601.0)
[ ADC1A ADCI GHANNEL A (VATCUSKVETEN3 520041-1001.0)
[ ADC1A ADCI GHANNEL A (VATCUSKVETENK3 520041-1401.0)
mv — —

| 50 % H0 / 50 % ACN

100 % H.O
ol \ /

6000
4000

100 % ACN
2000

I Y

T T T
20 i) 30 ¥H 40 45 mi

Obréazek P 27: Z&znam méfeni rozdilnych rozpoustédel vzorku v MF 97 % ACN - 3 % H20 na koloné
Ascentis® Express OH5; davkovani 0,5 ~l vzork{ o koncentraci 1 % (m/m), izokraticka eluce MF (ACN -
destilovana voda) 97 % ACN + 20 mM octan amonny s pritokem 0,5 ml/min a délkou analyzy 60 min pfi
teploté 25 °C.

Zaznamy méreni HILIC na koloné Ascentis® Express OH5.

ADCIA, ACCT GANNEL AVRTOUSKVETEN 55 2001 - 03010
m |

425

3754

2754

Obrazek P 28: Zaznam méreni Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5 v izokratickém rezimu MF
99 % ACN + 1% H20 + 10 mM octan amonny s pritokem 250 l/min, davkovanim 0,5 /I pfi teploté 25 °C.
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ADCI A, ADCT GHANNEL A(MATCUSKVETEN5-5- 20012 0401.0)
mv

Obréazek P 29: Zaznam méfeni Levenol® C-301 na koloné Ascentis® Express OH5 v izokratickém reZzimu MF
99 % ACN + 1% H20 + 10 mM octan amonny s pritokem 250 pl/min, davkovanim 0,5 pl pfi teploté 25 °C.

ADCIA, ADCT GHANNEL A(MATCUSKVETENIS-5- 2004-0600.0)
mvo

Obrazek P 30: Zaznam méreni Levenol® C-421 na koloné Ascentis® Express OH5 v izokratickém rezimu MF
99 % ACN + 1% H2.0 + 10 mM octan amonny s pritokem 250 pl/min, davkovanim 0,5 pl pfi teploté 25 °C.
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ADCIA, ADC1 GHANNEL A(MATCUSKVETEN5-5- 20013-0601.0)
mv

Obrazek P 31: Zaznam méfeni Levenol® C-201 na koloné Ascentis® Express OH5 v izokratickém rezimu MF
99 % ACN + 1% H20 + 10 mM octan amonny s pritokem 250 pl/min, davkovanim 0,5 pl pfi teploté 25 °C.

Zéaznamy méfeni HILIC pro porovnani vzorkl rozpusténych v 100 % ACN, 100 % H20 a
50 % ACN + 50 % H20 pri teploté 25 °C na koloné Ascentis® Express OH5.

[] ADC1A ADCI GHANNELA (VATOLBKVETENKI95- 2001 H11010)
[] ADCIA ADCI GHANNEL A (VRTOLBKVETEN95-200310701 D)
] ADCIA, ADCI GHANNEL A (VATOLBKVETEN95-2004 10302 D)
mv_|

60+ 100 % H.0O
o 100 % ACN

\

‘ | 50 % ACN + 50 % H.O |

“\/\J’\‘/\J . ~

T T T T T
5 10 5 1] 2% mi

Obrézek P 32: Zaznam méreni Levenol® F-200 rozpusténého ve 100 % ACN, 100 % H20 a 50 % ACN + 50
% H20 pfi teploté 25 °C na koloné Ascentis® Express OH5 v izokratickém rezimu MF 99 % ACN + 1% H2D
+ 10 mM octan amonny s prdtokem 0,25 ml/min, davkovanim 0,5 pl a teplotou 25 °C.
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[] ADCIA ADCI GHANNELA (VATOLBKVETENKI95- 20001211201 0)
[] ADCIA, ADCI GHANNEL A (VRTOLBKVETEN95- 200320502 D)
[] ADCIA, ADCI GHANNEL A (VRTOLBKVETEN95- 200420401 D)
mv
20

04 100 % ACN

| 50 % ACN + 50 % H.O |
0

" 100 % H.O

\

Obrazek P 33: Zaznam méfeni Levenol® C-301 rozpusténého ve 100 % ACN, 100 % H2D a 50 % ACN + 50

% H20 pfi teploté 25 °C na koloné Ascentis® Express OH5 v izokratickém rezimu MF 99 % ACN + 1% H2D
+ 10 mM octan amonny s prdtokem 0,25 ml/min, davkovanim 0,5 pl a teplotou 25 °C.

[ ADCIA ADCI GHANNEL A (VA TOLBKVETENNG5-20013-1302 D)
[ ADC1A ADCI GHANNEL A (MATOUBKVETEN95- 200830901 D)
[0 ADC1A ADCI GHANNEL A (MATOUBKVETEN95- 200430501 D)
mv
0

100 % ACN

-y W/

100 % H.O

| 50 % ACN + 50 % H.O

Obrazek P 34: Zaznam méfeni Levenol® C-201

rozpusténého ve 100 % ACN, 100 % H:0 a 50 % ACN
+ 50 % H-O pfi teploté 25 °C na koloné Ascentis® Express OH5 v izokratickém rezimu MF 99 % ACN + 1
% H20 + 10 mM octan amonny s pritokem 0,25 ml/min, davkovanim 0,5 pl a teplotou 25 °C.
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[] ADC1A ADCI GHANNELA (VATOLBKVETENKI95-200014-1402 D)
[] ADCIA, ADCI GHANNEL A (VRTOLBKVETENK95-20034-1001 D)
[] ADCIA, ADCI GHANNEL A (VRTOLBKVETEN95-20044-0602 D)

100 % ACN

100 % H.O

| 50 % ACN + 50 % H.O |

Obrazek P 35: Zaznam méfeni Levenol® C-421 rozpusténého ve 100 % ACN, 100 % H2D a 50 % ACN + 50
% H20 pfi teploté 25 °C na koloné Ascentis® Express OH5 v izokratickém rezimu MF 99 % ACN + 1% H2O
+ 10 mM octan amonny s prdtokem 0,25 ml/min, davkovanim 0,5 pl a teplotou 25 °C.

Zaznamy méfeni HILIC na koloné Luna® 3 pm HILIC.

ADCI A, ADCT GHANNEL A (MATCUSKVETEN20-5- 20011-1001.0)
mv
100

Obrazek P 36: Zaznam méfeni Levenol® F-200 na koloné Luna® 3 pm HILIC pfi teploté 25 °C v izokratickém
rezimu MF 99 % ACN + 1% H20 + 10 mM octan amonny s pritokem 0,25 ml/min a davkovanim 0,5 pl.
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ADCIA, ADCT GHANNEL A(MATCUSKVETEN2O-5- 20012-1102.0)
mv_|

Obréazek P 37: Z&znam méFeni Levenol® C-301 na koloné Luna® 3 pm HILIC pfi teploté 25 °Cv izokratickem
rezimu MF 99 % ACN + 1% H20 + 10 mM octan amonny s pritokem 0,25 ml/min a davkovanim 0,5 pl.

ADCI A, ADCT GHANNEL A (MATCUSKVETENDO-5- 2004-1302.0)
mv

10000

Obréazek P 38: Zdznam méfeni Levenol® C-421nakoloné Luna® 3 pm HILIC pfi teploté 25 °Cv izokratickém
rezimu MF 99 % ACN + 1% H20 + 10 mM octan amonny s pritokem 0,25 ml/min a davkovanim 0,5 pl.
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ADCIA, ADCT GHANNEL A(MATCUSKVETEN2O-5- 20013-1201.0)

Obréazek P 39: Zdznam méfeni Levenol® C-201 na koloné Luna® 3 pm HILIC pfi teploté 25 °Cv izokratickém
rezimu MF 99 % ACN + 1% H20 + 10 mM octan amonny s pritokem 0,25 ml/min a davkovanim 0,5 pl.

Zaznamy méfeni HILIC na koloné Ascentis® Express OH5.

ADCI A, ADCT GHANNEL A(MATCUSKVETENDG- 5 20012-1200.0)
mv

Obréazek P 40: Zaznam méreni Levenol® C-301 na koloné Ascentis® Express OH5 v izokratickém rezimu MF
100 % ACN + 10 mM octan amonny s priitokem 0,25 ml/min, davkovanim 0,5 pl, dobou analyzy 30 min a pfi
teploté 25 °C.
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ADCI A, ADCT GHANNEL A(MATCUSKVETENDG- 5 20013-1302.0)
mv

Obréazek P 41: Zaznam méfeni Levenol® C-201 na koloné Ascentis® Express OH5 v izokratickém rezimu MF
100 % ACN + 10 mM octan amonny s priitokem 0,25 ml/min, davkovanim 0,5 pl, dobou analyzy 30 min a pfi
teploté 25 °C.

ADCI A, ADCT GHANNEL A(MATCUSKVETENDG 5 2004- 2.0y
mv

Obrazek P 42: Zaznam méfeni Levenol® C-421 na koloné Ascentis® Express OH5 v izokratickém rezimu MF
100 % ACN + 10 mM octan amonny s pratokem 0,25 ml/min, davkovanim 0,5 pl, dobou analyzy 30 min a pfi
teploté 25 °C.
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Zaznamy z MS méfeni HILIC vzorku Levenol® F-200.

Obrézek P 43: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

Obrazek P 44: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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"0 +EMS Exp 1, 4190to 4456 minfiom Sample 1 (F200_5uL) of Mfetous_2C200610.wff (Turbo Spray) Max. 4.0e7 cps.

Obrézek P 45: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prlitok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

Obrazek P 46: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, priitok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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Obrézek P 47: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, priitok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

L1 +EMS B<p 1, 6.114to 7133 min fromSample 1 (F20Q_5uL) of M=txjs_2Q2D0ei0.wjff (Turbo Spray) Max. 26e7 cps

Obrazek P 48: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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Obrézek P 49: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

+EMS Exp 1, 8.414t0 8792 minfrom Sample 1 (F200_5uL) of Mktous_2C20061Q.wff (Turbo Spray) Max 7.9e7 cps.

Obrazek P 50: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prlitok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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+EMS Exp 1, 9.011 to 9389 minfromSample 1 (F200_5uL) of Mbtous_20200610.wiff (Turbo Spray) Max 7.4e7 cps.
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Obrézek P 51: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prlitok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

Obrazek P 52: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

103



Obrézek P 53: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prlitok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

Obrazek P 54: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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+BMS B<p 1,12.087to 12413 min fromSample 1 (F2D0_5uL) of Wttajs_2Q2D0ei0.wiff (Turbo Spray) Max 6.2e7 cps

Obrézek P 55: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

Obrazek P 56: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prdtok 0,25 ml/min davkovéani 0,5 pl.
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Obrézek P 57: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prlitok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

Obrazek P 58: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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Obrézek P 59: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

+EMS B<p 1, 17891 to 18,511 minfromSample 1 (F2D0_5uL) of M=tous_232D0ei0.wjff (Turbo Spray) Max. 1.1e8cps

Obrazek P 60: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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"0 +EMS Exp 1, 19.049to0 19.502 min fromSample 1 (F200_5uL) of Mfetous_2Q200610.wff (Turbo Spray) Max. 8.297 cps.

558.4

Obrazek P 61: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prlitok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

+EMS Exp 1, 19715 to 20.171 minfromSample 1 (F200_5uL) of Maous_2Q20D610.wAff (Turbo Spray) Max. 6.6€7 cps.
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Obrazek P 62: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prltok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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+BMS Exp 1, 20.330t0 20.787 min fromSample 1 (F200_5uL) of Matous_20200610.wff (Turbo Spray) Max. 1.038 cps.

Obrazek P 63: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

+BMS Exp 1, 20.760to 21.781 min from Sample 1 (F200_5uL) cf Maous_20200610.wff (Turbo Sprray) Max. 9. Le7cps.
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Obrazek P 64: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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+BMS Exp 1, 22184 to 22878 min fromSample 1 (F200_5uL) of Matous_20200610.wff (Turbo Spray) Max. 5.9e7 cps.

Obréazek P 65: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

+BMS Exp 1, 24329 to 25.213 min from Sample 1 (F200_5uL) of Matous_20200610.wff (Turbo Spray) Max 1.1e8 cps.

Obréazek P 66: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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Obrézek P 67: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prlitok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

Obrazek P 68: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prltok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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Obrazek P 69: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

+BM .wiff (T urbo Spray) Max. 5.6e7cps
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Obrazek P 70: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prltok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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u  +BVE B<p1, 23.479t023.818 min fiom Sample 1 (F200_5uL) of M=txjs_232D0ei0.wiff (Turbo Spray) Max. 8.3e7 cps.
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Obrazek P 71: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

Obréazek P 72: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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Obrazek P 73: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

Obréazek P 74: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prdtok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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+BMS Exp 1, 33.270to 34.018 min fnomSample 1 (F200_5uL) of IMaous_20200610.wff (Turbo Spray) Max. 4.4e7 cps.

Obrézek P 75: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

+EMS Exp 1, 34.096 t0 35.481 mn fromSample 1 (F2X_5uL) of lvatous_2320D610.wff (Turbo Spray) Max. 6.8e7cps.

Obrazek P 76: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prdtok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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L1 +EMS B<p 1, 36.765t0 37.801 minfromSample 1 (F20Q_5uL) of MEDus_2Q2D0ei0.wiff (Turbo Spray) Max. 23e7 cps

Obrézek P 77: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, prlitok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.

Obréazek P 78: MS spektrum tenzidu Levenol® F-200 na koloné Ascentis® Express OH5, MF 100 % ACN +
10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C, pritok 0,25 ml/min davkovani 0,5 pl.
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Vysledné zaznamy celkového iontového proudu v positivnim rezimu analyzy vzork( tenzidd

Levenol® v systému HILIC/MS.

Obrazek P 79: Vysledné TIC MS spektrum tenzidu Levenol® C-301 na koloné Ascentis® Express OHS5;
davkovani 0,5 pl, MF 100 % ACN + 10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C a prltok 0,25
ml/min
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Obrazek P 80: Vysledné TIC MS spektrum tenzidu Levenol® C-421 na koloné Ascentis® Express OHS5;
davkovani 0,5 pl, MF 100 % ACN + 10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C a prdtok 0,25
ml/min

+ 1 Base PsakChrom of +EMS Exp 1, from Sample 3 (C201_5uL) of Matous_20200610.wtff mass range 300.00 - 1000.00 Da (Turbo Spra... Max. 1.6e8 cps

Obrazek P 81: Vysledné TIC MS spektrum tenzidu Levenol® C-201 na koloné Ascentis® Express OHS5;
davkovani 0,5 pl, MF 100 % ACN + 10 mM octan amonny, doba analyzy 30 min, teplota 25 °C a prdtok 0,25
ml/min
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