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ANOTACE

V této praci byly separovdny polykondenzované alkoholy pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s UV i MS detekci. Byly vyuzity systémy s obracenymi
fazemi a nasledné i chromatografie hydrofilnich interakci. Cilem prace byla optimalizace
separacnich podminek pro dané polyoly. Jednotlivé standardy polyolii byly pfed analyzou
derivatizovany pomoci fenylisokyanatu. Nejlépe byly oligomery derivatizovanych
polyold rozseparovany v systému s obracenymi fazemi, zatimco v systému HILIC

vetsinou koeluovaly.

KLICOVA SLOVA

polykondenzované alkoholy, kapalinova chromatografie, derivatizace, fazové systémy

TITLE

Separation of polycondensed alcohols after derivatization using liquid chromatography

ANNOTATION

The polycondensed alcohols were separated in this diploma thesis by the high
performance liquid chromatography with both, UV and MS detection. The reversed-phase
systems were used, followed by separations in hydrophilic interaction liquid
chromatography. The aim of the diploma thesis was to optimize the separation conditions
for given polyols. Individual polyol standards were derivatized with phenyl isocyanate
before analysis. The most of the oligomers of derivatized polyols were separated

in the reversed-phase system, whereas in the HILIC system most of them coeluted.
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Uvod

Polykondenzované alkoholy, tedy polyoly pfipravené pomoci polykondenzacni reakce
se v dnesni dob¢ vyuzivaji predevSim pro vyrobu polyuretanu. Samotné polyuretany,
nejcastéji vyrobené z polyetherpolyolll maji fadu moznych vyuziti (polyuretanové pény,
vldkna atd.). Polyethylenglykoly pak nasSly uplatnéni napiiklad v kosmetickém
¢i farmaceutickém priimyslu, zatimco polypropylenglykoly s koncovymi hydroxylovymi

skupinami se staly dilezitymi slozkami pro vyrobu polyuretanovych pén.

V této praci budou separovany derivaty vybranych polykondenzovanych
alkohold, jenz jsou vhodné pro spektrofotometrickou detekci v UV oblasti a stejné
tak i pro MS. Cilem je optimalizace separa¢nich podminek pro dané derivaty poyoli.
Separace jednotlivych polyoli budou provedeny pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie v systému s obracenymi fazemi a chromatografii s hydrofilnimi

interakcemi.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, zkracené HPLC (z angl. High Performance
Liquid Chromatography) piedstavuje nejcastéji uzivané experimentalni uspotadani
v ramci kapalinové chromatografie. Radi se mezi separaéni metody, jenz jsou zalozeny
na rozdilné distribuci separovanych latek ve smeési mezi dvé rizné nemisitelné faze,
atofazi mobilni neboli pohyblivou a fazi stacionarni, ktera je umisténa
v chromatografické kolon¢. HPLC zahrnuje soubor metod, které jsou zaloZeny
na riznych separa¢nich mechanismech a mezi jejichz spolecné rysy se fadi uziti
vysokotlaké techniky, kapalné mobilni faze a vyuziti ii€¢innych kolon pro rychlou analyzu.
Tyto metody lze délit na chromatografii v systému kapalina — kapalina, kde stacionarni
fazi je kapalina zakotvend na vhodném nosici, dale pak chromatografie v systému
kapalina — tuha faze, iontové vyménna chromatografie, gelové permeacni chromatografie

a afinitni chromatografie [1,2].
1.1.1 Instrumentace pro HPLC

Sestava kapalinového chromatografu se skladd ze zakladnich casti, které mohou
byt doplnény dalSimi ¢astmi. Mezi zékladni €asti se fadi ty, jenZ zajiSt'uji uchovavani
a transport mobilni fadze (zasobniky mobilni faze a vysokotlakéd cerpadla), davkovani
vzorku (manuélni davkovaci ventily ¢i autosamplery), separaci latek (chromatograficka
kolona se staciondrni fazi), detekci latek, registraci signalu a vyhodnocovani ziskanych
chromatogramti. Mezi doplitkové ¢asti se fadi napiiklad zafizeni pro odplynéni mobilni
faze, zatizeni pro tvorbu koncentra¢niho gradientu mobilni faze ¢i rizné predkolonové

filtry [2,3].
1.1.1.1 Transport mobilni faze

Tato ¢ast chromatografu je zastoupena zasobniky mobilnich fazi, odplynovacem,

vysokotlakym ¢erpadlem, tlumi¢em pulzii a sméSovacéi mobilnich fazi [1].
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Cerpadla musi zajistovat plynulé davkovani mobilni fize bez kolisani jejiho
prutoku pfi tlacich v rozmezi 30 az 60 MPa, u modernich systému se jedna o tlaky
az do 150 MPa. Nejcastéji uzivanymi materialy pro jejich vyrobu jsou nerezova ocel
&i titan, to znamena materialy odolné viiéi korozi. Cerpadla mobilnich fazi se déli na dva
typy dle toho, zda pracuji za konstantniho tlaku anebo za konstantniho objemového
priatoku. U obou typil se principialné jednd o vytlacovani mobilni faze ze zasobnikil
membranou ¢i pistem, rozdil spociva ve zpisobu dosazeni pohybu pistu Cerpadla.
Zatimco Cerpadla pracujici za konstantniho tlaku vyuZzivaji k pohybu pistu tlak plynu
nebo hydraulické kapaliny jenz na néj pusobi, Cerpadla s konstantnim objemovym

pritokem vyuzivaji K jeho pohybu mechanicky pohon [2,4,5].
1.1.1.2 Davkovani vzorku

Davkovani vzorkt do zna¢né miry ovlivituje i G€¢innost chromatografického procesu.
Vlivem nedokonalého davkovani muze dochazet k rozSifovani eluénich zon,
jenz je zptisobeno mimokolonovym piispévkem davkovaciho zafizeni, a to zejména
pfi uziti vysoce ucinnych kolon, kratkych kolon ¢i mikrokolon. Pro davkovani vzorki
se dnes nejvice uzivaji autosamplery, jenZ ndm umoziuji analyzovat velké mnoZstvi
vzorkt v kratkém cCase. Dale jsou uzivany 1 manualni smyckové davkovace,

které umoznuji davkovat jak konstantni, tak i rizné nastavitelné objemy vzorku [3,4].
1.1.1.3 Chromatografické kolony

Vysledek chromatografické analyzy urcuje pfedevsim kvalita kolony a typ jeji néplné,
a praveé proto ma volba vhodné kolony rozhodujici vyznam. V HPLC se jako kolony
uzivaji rovné trubice shladkym vnitfnim povrchem nebo pak kapilary,
které jsou rovnomérné naplnény Casticemi stacionarni faze. Plast’ kolony musi nejenom
udrzet stacionarni fazi pohromad¢ uvnitf kolony, ale jsou na n¢j kladeny i dalsi naroky,
jako dostatecné hladky vnitini povrch, chemicka inertnost a odolnost vic¢i vysokym
tlakim az do 100 MPa. Kolony pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
Jsou nejcastéji vyrabény z materialu jako je nerezova ocel, borosilikatové sklo,
kov ¢i inertni plast. Rozméry kolon, tzn. délka a vnitini primér kolony jsou voleny
s ohledem na typ chromatografické aplikace, poZadovanou rychlost analyzy, naro¢nost
separace a také s ohledem na mnozstvi vzorku, jenz je k dispozici pro danou analyzu.

Bézné jsou uzivany kolony o rozmérech 5 — 30 cm na délku a 2 — 6 mm ve vnitfnim
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priméru pro konvencni analytick¢é kolony; S vnitfnim primérem 1 — 2 mm
pro mikrokolony a priméry pod 500 um se uzivaji pro kapilarni kolony. Délka kolony
ovlivituje dobu analyzy a rozliSeni, zatimco V zavislosti na vnitinim praméru je volen
objemovy pratok mobilni faze. Spole¢né pak oba tyto parametry ovliviuji tlakovy spad

na kolong, $itku piku a mez stanovitelnosti [3 — 5].

Vlastni klasickd kolona pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii,
jejiz schématické znazornéni je na obrazku 1, je slozena zkovového plaste (1),
ktery je uzavien kovovou porézni fritou (2), jenz zabranuje uniku stacionarni faze (3)
a zaroven umoznuje plynuly pritok mobilni faze kolonou. Konce kolony jsou zakonceny
ochrannym pievle¢nym krouzkem (4) a koncovkou, v niz je vyvrtan otvor pro kapilaru
se Sroubem (6) [1].

. — - }!E

1 - kovovy plast 2 - porézni kovova frita
3 - staciondrni faze 4 - pfevletny ochranny krouiek
5 - koncova hadice 6 - kapilara se Sroubem

Obrazek 1 Schéma HPLC kolony [1]

Kolony pro kapalinovou chromatografii Ize dé¢lit dle riznych hledisek. Z hlediska
velikosti je rozdélujeme na preparativni, semipreparativni, analytické, mikrokolony,
kapilarni plnéné a kapilarni prazdné (oteviené) kolony, které maji na sténach chemicky
vazanou fazi. Dle zrnéni ¢astic stacionarni faze je pak délime na plné porézni a na kolony
s povrchové poréznimi Casticemi. Podle uspofddani stacionarni faze v koloné
je rozdélujeme na kolony napliové s diskrétnimi, nejcastéji  Sferickymi Casticemi
a na kolony monolitické neboli polymerni. U népliiovych kolon mohou byt ¢astice zcela
porézni nebo povrchové porézni s plnym neporéznim jadrem. Monolitické kolony
jsou tvofeny jednim kusem porovitého materialu, ktery zapliuje celou jeji vnitini ¢ast.

Porovnani napliiovych a monolitickych kolon je znazornéno na obrazku 2 [3,6,7].

Povrchové porézni ¢astici tvoii pevné neporézni silikagelové jadro a slaba obalova
vrstva porézniho silikagelu, v jejichz porech dochdzi k samotné separaci. Pory obalové
vrstvy maji velikost cca 9 nm a zaujimaji pfiblizné 75 % celého objemu porézni ¢éstice.
Mezi jejich hlavni vyhody patfi vysoka uc¢innost separace a také rychlost analyzy
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bez nardstu zpétného tlaku v systému. Nevyhodou je pak skute¢nost, Ze jsou zaloZeny
na bazi silikagelu, coz sebou ptinasi znacna omezeni v ramci teplotni a chemické stability

a také nizsi kapacitu pro davkovani vzorku [1].

Monolitické kolony obsahuji velké pory neboli makropory, jejichz velikost
se pohybuje mezi 50 nm az 1 um a protéka jimi mobilni faze. Dale pak malé pory,
jenz se déli na mikropéry (men$i nez 2 nm) a mezopdry (0 velikosti 2 — 50 nm).
Tyto malé pory =zajistuji dostateéné specificky povrch pro interakci s analytem.
Diky této struktuie je mozné pii praci s monolitickymi kolonami vyuzivat vysokou
pratokovou rychlost mobilni faze bez vyrazného zvySeni tlaku a zaroven bez snizZeni

separa¢ni ucinnosti [8,9].

J 1L >
A,

Obrazek 2 Struktura staciondrni faze (a) v ndpliiové a (b) v monolitické koloné [8]

1.1.1.4 Detekce latek

Detekeni zatizeni je v kapalinovém chromatografu umisténo za kolonou a jeho ukolem
je zaznamenat rozdil signalu mezi prochazejici ¢istou mobilni fazi a mezi mobilni fazi
obsahujici analyt. Detektory uzivané v ramci HPLC se fadi do skupiny koncentra¢nich
detektort, tzn. detektord, jenz reaguji na zménu hmotnostni koncentrace analytu,
a to nezavisle na rychlosti pfitoku slozky do detekéni cely. Zékladni déleni je rozdéluje
na detektory univerzalni a selektivni. U selektivnich detektorti je signal Umérny
koncentraci analyzované latky v eluatu, zatimco signdl univerzalniho detektoru

je umérny konkrétni vlastnosti celkového eluatu [2,5].

Mezi vlastnosti idealniho detektoru v HPLC se tadi vysoka citlivost, odezva

pro vSechny analyty (tzn. univerzalnost), linearita, specifita, snadna pouzitelnost,
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nedestruktivnost (bez chemické zmény detekované slozky) ¢i napiiklad nezavislost

signalu na zméné teploty a priatoku mobilni faze [1].

V kapalinové chromatografii jsou vyuzivany rizné typy detektord, jako napiiklad
spektrofotometricky, elektrochemicky, refraktometricky, fluorimetricky, vodivostni

¢i hmotnostni spektrometr [3,4,10].

Spektrofotometricky detektor pracuje na principu absorpce zafeni v oblasti
vinovych délek 190 az 800 nm. Podstatou spravné ¢innosti UV/VIS detektori je dobra
konstrukce cely detektoru, ktera by méla eliminovat smiseni separovanych elu¢nich zoén.
Pozadavkem je minimélni objemovy mimokolonovy piispévek cely detektoru (o3),
ktery ptispiva K rozsifovani elu¢ni zoény. Optika cely soustfed’uje svételny paprsek
do stfedu cely, kde je drift pritoku nejmensi. Vyuziti maximalni energie a jeji sméfovani
z cely detektoru do fotocidla zajistuje dostatecna Sifka cely. Podle vinové délky,
jenz je uzivana k méfeni, odliSujeme Ctyii konstrukéni typy UV/VIS detektort.
Hovotime o detektorech pracujicich za konstantni vinové délky (nejcastéji pak 254 nm),
0 detektorech, u nichz je mozné volit mezi nékolika riznymi vlnovymi délkami,
dale o detektorech, jenz jsou vybaveny monochromatorem, a nakonec o detektorech
s diodovym polem. Spektrofotometrické detektory jsou vhodné 1 pii vyuZivani
gradientové eluce. Pro kvantitativni vyhodnoceni se vyuziva Lambert-Beerova zakona
a z hlediska nevyhod hovofime u tohoto typu detekce o tom, Ze tento detektor

neni schopen zaznamenat slozky, jenz neabsorbuji ultrafialové zafeni [1,3,4].

Pocatky uZivani kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (HPLC-
MS) byly podniceny velkym uspéchem ve spojeni GC-MS. Hlavnimi problémy zde bylo
prevedeni analyzovanych latek do plynného stavu a odstrafiovani velkych prebytki
mobilni faze. Zatimco jsou analyzované latky z kapalinového chromatografu unaseny
proudem kapaliny za atmosférického tlaku, hmotnostni spektrometr pracuje za vysokého
vakua (10° — 102 Pa). Principem MS je interakce nabitych ¢astic s magnetickym
¢1 elektrickym polem ve vakuu. Kazdy hmotnostni spektrometr se sklada ze tii zékladnich
casti. Prvni cast MS predstavuje iontovy zdroj, jehoz podstatou je tvorba kladné
¢i zaporn€ nabitych iontl, at’ uz molekuldrnich nebo aduktovych, u né&kterych malo
stabilnich latek pak mohou vznikat i fragmenty ionizované molekuly. Pro spojeni HPLC
SMS lze zminit naptiklad ionizaci elektrosprejem ¢i chemickou ionizaci

za atmosferického tlaku. Dalsi ¢asti hmotnostniho spektrometru je takzvany hmotnostni
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analyzator, vnémz se za vakua separuji ionty na zdkladé svého poméru hmotnosti
ku naboji neboli m/z. Jedna se naptiklad o kvadrupolovy analyzator nebo analyzator doby
pruletu (TOF, z angl. time-of-flight). Tteti, a tedy posledni zakladni ¢ast MS piedstavuje
detektor. Detektor zaznamenava ionty, jenz byly vybrany hmotnostnim analyzatorem
a ziskany signal je pak nasledn¢ ptevadén do digitalniho formatu. U detektort Ize zminit

naptiklad elektronovy nasobi¢ ¢i Faradayovu klec [10 — 12].
1.1.1.5 Za¥izeni pro zpracovani ziskanych dat

Ziskana data se zpracovavaji pomoci pocitace, jenz je spojen s chromatografem a dale
je vybaven programem pro sbér a vyhodnocovani chromatografickych dat.
Drive se v chromatografii pro vyhodnocovani dat vyuzivaly jedno- i vicekanalové

integratory, které byly vybaveny mikroprocesorem [3,5].
1.1.2 Hodnoceni chromatografické separace

U chromatografickych metod je hlavnim cilem dosdhnout co nejlepsiho rozdéleni
separovanych vzork v pfijatelném case. OdliSujeme dva typy rozdéleni latek,
atorozdéleni dokonalé a nedokonalé. Parametrem, jenZ charakterizuje miru kvality
separace dvou sousedicich elu¢nich kfivek je rozliSeni. Hovotfime o tom, ze separace latek
je tim leps$i ¢im vyssi je hodnota rozliSeni. Pro sousedici piky i, j 1ze definici rozliSeni
(Ri,j) vyjadfit rovnici 1, kde tr jsou retenéni asy latek i, j a Y pak odpovida $ifkam pika
téchto latek na urovni nulové linie [1 — 3].

trj — try

R::=——J "t
U051

Rovnice 1 Vypocet rozliseni latek i, j [2]

Rovnice 1 ndm sice umoziuje kvantitativni vyjadieni rozliSeni,
ovSem nevypovidd nic o parametrech chromatografického systému, jenZz ho ovliviuji.
Pro tento cel je odvozovana rovnice 2, ktera se pak také oznacuje jako skutecnd rovnice
rozliSeni. Z rovnice 2 je patrné, Ze rozliSeni ovlivilyji ti1 faktory. Prvnim faktorem
je ucinnost (kineticky faktor), ktery vypovida o tom, Ze rozliSeni je pfimo umérné druhé
odmocnin¢ poctu teoretickych pater kolony (n). Druhym je selektivita (termodynamicky

faktor), zn¢hoz je patrné, ze je rozliSeni piimo umérné retencnimu poméru (rj;).
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Posledni faktor je kapacitni a vyplyva z néj skutecnost, ze rozliSeni sousedicich pikt

stoupa s rostouci hodnotou reten¢niho faktoru (k) [1 — 3].

Ry =L (-1 ()

Y4 1+k

Rovnice 2 Skutecna rovnice rozliseni [1,2]
Objemovy prutok mobilni faze kolonou ovlivituje pouze tc¢innost kolony neboli
pocet teoretickych pater (n). SniZenim pritoku se vétSinou dosdhne zvyseni G¢innosti

separace, ovSem piinasi to sebou i znacné prodlouzeni doby analyzy [2].

S objemovym prutokem na kolon¢ souvisi také velikost pracovniho tlaku.
Ten by nemé¢l piesahnout 40 MPa pro bézné HPLC systémy, a to pro kovové kolony
a kolony typu ,cartridge®. Rozdil mezi skuteénym a vypoctenym tlakem na koloné
je ptijatelny, pokud neptesahuje 10 — 15 %. Vypocet tlakového spadu na koloné (4p)
pro vodnou mobilni fazi pfi jejim pratoku 1 ml/min je znadzornén rovnici 3, kde L je délka
kolony (mm); f je faktor, jenz pro kovovou kolonu nabyva hodnoty 10,13 a pro kolony
typu ,.cartridge® pak 20,26; dp pramér ¢astic naplné (um); dc prumér kolony (mm)
a 77 je dynamicka viskozita [1,13].

_21-L-f

Rovnice 3 Wypocet tlakového spadu na koloné [13]

S typem néplné chromatografické kolony souvisi takzvana permeabilita kolony.
Z hlediska permeability kolony hovoifime o konstanté, jenZ nezéavisi na rozmérech
kolony, tlakovém spadu, teploté a ani na sloZzeni mobilni fdze. Z toho vyplyva, Ze hodnotu
permeability stanovenou v jedné mobilni fazi je mozné vyuzit i pro jinou mobilni fazi.
Vypocet permeability (B) je patrny zrovnice 4, kde Fm je priatok mobilni faze,
n Je viskozita mobilni faze, L délka kolony, 4p je tlakovy spad na kolon¢ a r je vnitini
polomér kolony [2,13].

Fnn-L
p= tm %
Ap-ﬂ.rz

Rovnice 4 Rovnice permeability kolony [2,13]
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1.1.3 Fazové systémy v kapalinové chromatografii

V HPLC rozhoduje o kvalit¢ separace predevSim vyuzity chromatograficky fazovy
systém, to znamena spravna a vhodna kombinace mobilni a staciondrni fze. Dle polarity
téchto fazi rozliSujeme dva typy chromatografie, a to chromatografii v systému
s normalnimi fazemi (NP-HPLC) a chromatografii v systému s reverznimi fazemi (RP-
HPLC). Dale 1Ize hovofit otakzvané hydrofilni interakéni chromatografii,
ktera je zjednodusené feCeno zalozena na propojeni principat NP-HPLC a RP-HPLC,
ovSem jedna se o separa¢ni metodu, jenz je vhodna pievazné pro separaci polarnich latek

[2,14].
1.1.3.1 Chromatografie v systému s normalnimi fazemi (NP-HPLC)

Zakladni podstatou je zde skutecnost, ze staciondrni faze je polarnéjsi nez faze mobilni.
Principem retence je soutéz mezi délenou latkou a mobilni fazi 0 lokalizovana adsorp¢ni
centra na povrchu faze staciondrni. Hovofime o tom, Ze S rostouci polaritou analyt
se zvySuje retence latek na koloné a déle pak o tom, Ze retence latek na koloné klesa
se zvySujici se koncentraci polarniho rozpoustédla v mobilni fazi. Tento typ
vysokotucinné kapalinové chromatografie je nejvice vhodny pro separace malo az stiedné
polarnich latek ataké pro separace latek neiontovych. Mezi vyhody NP-HPLC patii
pfedevSim pomérné maly tlakovy spad na koloné, z hlediska nevyhod zde pak hovoiime
o vysokych pofizovacich ndkladech organickych rozpoustédel a také pak o zavislosti

retence na velmi nizkych koncentracich vody v organickych rozpoustédlech [1,2,15].

Stacionarni fazi je zde nejcastéji silikagel, dale to mohou byt polarni chemicky
modifikované faze na bazi silikagelu (modifikace napf. diolovou nebo nitrilovou
skupinou) ¢i stacionarni faze na bazi jinych oxidi kovid, nez je oxid kiemidity
(oxid hlinity, oxid zirkoni¢ity anebo oxid titani¢ity) [16 — 18].

Jako mobilni faze se nejcastéji uzivaji smési dvou ¢i vice rozpoustédel, jenz maji
odliSnou polaritu. Pfikladem nepolarni slozky mobilni faze mulZe byt nasyceny
uhlovodik, hexan ¢i heptan a polarni c¢asti pak je acetonitril, dioxan, propanol

¢i dichlormethan. Velikost retence i selektivita separace jsou vyrazn€ ovliviiovany prave

typem uzitého polarnéjsiho rozpoustédla [2,15].

23



1.1.3.2 Chromatografie v systému s reverznimi fazemi (RP-HPLC)

V ramci separacnich HPLC modl je chromatografie v systému s reverznimi fazemi
nejrozsifenéjsi, a to diky tomu, Ze umoznuje separace velké skaly latek. Tato skala
se pohybuje od nepolarnich pfes stiedné polarni, silné¢ polarni az k iontovym
¢i ionizovatelnym latkam a v pripad€, ze upravime pH mobilni faze pfidanim vhodného
pufru je mozné separovat na RP-HPLC i slabé kyseliny ¢i zasadité latky. Podstata tohoto
systému je opacna, nez je tomu u NP-HPLC, tedy ze mobilni faze je vice polarni nez faze
stacionarni. U stacionarnich fazi pro RP-HPLC hovotime téméf o uplné absenci aktivnich
adsorpc¢nich center, jenz by byla schopna polarnich interakci. Vyskytuji se zde pouze
slabé disperzni sily, tzn. nespecifické mezimolekulové interakce typu analyt-sorbent.
Selektivita separace a velikost retence jsou ovliviiovany nejenom vlastnostmi
organického rozpoustédla, ale také typem chemicky vdzané nepolarni stacionarni faze

[1,15,19].

Chromatografie v systému s reverznimi fazemi nejcastéji jako stacionarni faze
vyuziva vazané faze na bazi silikagelu. Z nichZz pak pfevazuje pouziti takzvaného
ODS neboli oktadecylsilikagelu (Cis), dale pak Cs, Ca, fenylové faze, faze fluorované
¢1 alkylové faze s poctem uhliku vétSim nez 18. Vedle téchto fazi na bazi silikagelu
Ize uvést ianorganicko-organické hybridy, modifikované oxidy kovil ¢i monolitické
kolony [15,19].

Nejbéznéji se jako mobilni faze v chromatografii s reverznimi fazemi uzivaji
smési slozené z vodné slozky a jednoho ¢i vice polarnich organickych rozpoustédel.
Vodnou slozkou mize byt voda, pufr nebo ziedény vodny roztok baze ¢i kyseliny.
Organické rozpoustédlo musi byt misitelné s vodou, jedna se napiiklad o acetonitril,

niz8i alifatické alkoholy ¢i pak tetrahydrofuran [1,15].
1.1.3.3 Hydrofilni interak¢ni chromatografie

Oznaceni hydrofilni interakéni chromatografie, zkracené¢ znamé také jako HILIC
(z angl. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) bylo poprvé pouzito
na pocatku 90. letech minulého stoleti. Jedna se o metodu kapalinové chromatografie,
kterad je zaloZena na hydrofilnich interakcich mezi separovanymi latkami a stacionarni
fazi. V ramci této metody jsou vyuzivany stacionarni faze, které jsou polarni. Z hlediska

mobilni faze se zde pak hovoii o vodnych fazich s podilem organického rozpoustédla,
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jenz piesahuje 60 objemovych % tohoto rozpoustédla v mobilni fazi. Z toho vyplyva,
ze jak stacionarni, tak i mobilni faze jsou polarniho charakteru. Ov§em aby bylo mozné
tuto metodu pouzit pro separaci polarnich latek je zde dulezité, aby stacionarni faze
byla pfece jen o néco polarnéjsi nez faze mobilni. Diky této skute¢nosti se pak polarni
latky separuji s vysokym rozli§enim, zatimco latky nepolarni, které nemaji ke stacionarni

fazi zadnou afinitu prochazi kolonou bez zadrzeni [14,20].

V HILIC chromatografii se setkavame s polarnimi chemicky vazanymi fazemi
na monolitickém ¢i partikularnim nosi¢i. Zfejmé nejvice je uzivan klasicky silikagel
nebo pak stacionarni faze, které jsou modifikované naptiklad diolovymi, aminovymi,
amidovymi ¢ipak nitrilovymi funkénimi skupinami. Dale se uziva silikagel
modifikovany hydrofilnimi polymery, jednd se o polymery typu poly(sulfoethyl)
nebo pak poly(hydroxyethyl). Nakonec Ize zminit takzvané zwitteriontové stacionarni
faze oznaGované také jako ZIC®- HILIC. Podstata téchto stacionarnich fizi spodivé
vV chemicky vazanych funkénich skupinach, které nesou jak pozitivni, tak i negativni
naboj a vyznacuji se vysokou afinitou k vod¢ a také vysokou polaritou (napi. betainova

nebo sulfobetainova skupina) [14,20,21].

1.1.4 Eluce

1.1.4.1 Gradientova eluce

Princip gradientové eluce je zalozen na zméné sloZeni mobilni faze v Case, tzn. ze béhem
samotné separace dojde ke zvySeni elucni sily mobilni faze. Gradientova eluce se tfadi
mezi nejpouzivanéjsi, a predev§im pak nejucinnéjsi techniky, jenZ jsou uZivany
pro zménu selektivity na chromatografické kolon&. Zmeény slozeni mobilni faze v Case
se dociluje smichavanim néckolika rlznych slozek, jejichz pomér je fizen vhodné
zvolenym ¢asovym programem. OdliSujeme dva typy gradientu, a to gradient stupfiovity
a gradient spojity. Spojity gradient lze pak jesté dale rozdélit na gradient linearni a méné

Casty gradient exponencialni [5,22].

Zatizeni pro tvorbu gradientu se dle principu, na némz je zalozeno déli na dva
typy. Prvnim typem je takzvany vysokotlaky gradient, ktery vyuziva toho, ze kazda
slozka mobilni faze se davkuje vlastnim vysokotlakym cerpadlem do sméSovaci

komiirky, jenZ je umisténa tésné¢ pred chromatografickou kolonou. Druhy typ zatfizeni
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pro tvorbu gradientu (tzv. nizkotlakého gradientu) pak misi slozky mobilni faze
ve sméSovaci komtrce jesté pired vstupem do vysokotlakého cerpadla, to znamena,

7e ke smichani slozek dochazi za atmosférického tlaku [2,22].
1.1.4.2 Izokraticka eluce

Mén¢ cCasto uzivand, takzvand izokratickd eluce je zalozena na principu, jenz spociva
ve skute¢nosti, ze slozeni mobilni fize se v ¢ase neméni. To znamena, Ze sloZeni mobilni
faze zlstava konstantni po celou dobu analyzy. Vyuziti izokratické eluce pro separace
latek je sice jednoduché, ovSem cCasto neni mozné s touto eluci docilit uspokojivych
separaci S piijatelnou dobou analyzy. U latek s vysokou retenci také dochazi k vyraznému

rozsitovani pikli, coz ma za nasledek vy$si mez detekce a stanovitelnosti [5,23].
1.1.5 Derivatizace pro kapalinovou chromatografii

Derivatizace ptedstavuje proces pii némz chemickou reakci funkéni skupiny s vhodnym
derivatizacnim ¢inidlem dochézi k cilené preméné chemické struktury analyzované latky,
za vzniku takzvaného derivatu. Vznikly derivat mé definované sloZeni a také poZzadované
fyzikéalné-chemické vlastnosti. Derivatizace je provadéna z divodu umoZnéni separace
(zvySeni rozliSeni) ¢i pak kvali umoznéni detekce (zvyseni citlivosti). Dle mista,
kde dochazi k chemické reakci délime derivatizaci na tii typy, a to na predkolonovou

derivatizaci, derivatizaci na kolon¢ a postkolonovou derivatizaci [1,24].

1.2 Polykondenzované alkoholy (polyoly)

Pod pojmem polyoly v dnesni dobé rozumime nejenom klasické polykondenzované
alkoholy (technické polyoly), tedy slouceniny vznikajici v ramci polykondenzacni
reakce, ale pak také takzvané cukerné alkoholy, jenz se ziskavaji redukci aldehydové
¢i ketonové skupiny na hydroxylovou. Mezi tyto latky se fadi manitol, arabitol, xylitol
atada dalsich, jenzjsouuzivany napiiklad jako nahrady klasickych cukrt

do nizkokalorickych potravin [25 — 27].
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1.2.1 Polykondenzace

Z hlediska polykondenzace hovoiime o nasobné se opakujici kondenzaci funkcénich
skupin vychozich nizkomolekularnich slouc¢enin neboli monomert. Vychozi monomery
musi byt dostatecné stalé vici okolnim agresivnim vliviim, zatimco jejich funkéni
skupiny, které jsou kondenzace schopné musi byt reaktivni. Polykondenzace se fadi mezi
stupniové reakce, kdy kazdy nasledujici stupenn vede ke vzniku slouceniny,
ktera je schopnd samostatné existence. Také nam tento typ reakce umoziiuje
jivlibovolném stadiu zastavit a pozdé€ji V ni pfipadné pokraCovat. Této skute¢nosti
se vyuziva predev§im pii pripravé zesiténych polymerti. Vlastnosti makromolekul
ptipravenych polykondenzaci jsou velmi zavislé na strukturnim uspotfadani molekuly,
aivelmi malé  defekty mohou jejich  vlastnosti  silné  ovliviiovat.
Moznost, jak schematicky znazornit polykondenzacni reakci je uvedena na obrazku 3

[28 - 30].

aAa+ bBb — aABb+ ab
aABb + aAa — aABAa +ab
aABAa + bBb — aABABb + ab

Obrazek 3 Schematické znazornént polykondenzace [28,30]

1.2.1.1 Mechanismus polykondenzace

Nejprve dochazi k reakci dvou funkénich skupin reaktanti, kdy tato ¢ast rekce je stejné
jako vSechny dalsi ¢asti vratnad. A pravé proto nemuze dojit k soucasné reakci vSech
vychozich molekul, jenz by pfevedla ptivodni navazku na dimery. Ve smési nam tedy
zustava urcitd ¢ast vychozich monomert. V dal§ich krocich se mnozstvi vychozich
monomerd postupné snizuje a nasledné pak dochazi predevsim k reakcim dimert, trimera
a dale pak vyssich oligomert. Koncové skupiny maji po prodlouzeni fetézce stale stejnou
reaktivitu, a diky tomu se mohou snadno prodluzovat reakci jak s monomery,
tak i s delsimi fetézci [28 — 30].
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1.2.2 Technické polyoly

V ramci technickych polyoli hovoiime o tom, ze jejich nejvétsi Cast je uzivana
pro priimyslovou vyrobu polyuretanu (PU). Pro tuto vyrobu jsou nejcastéji pouzity
polyetherpolyoly, jenz jsou ziskavany prostfednictvim polymerace propylen-, ethylen-
a butylenoxidi. Mezi nejcastéji uzivané polyetherpolyoly se fadi poly(propylenoxid),
kopolymery (propylenoxid/ethylenoxid) glykoli a dale pak i jiné polyetherpolyoly,
jako je naptiklad poly(tetramethylenoxid) glykol. Poly(tetramethylenoxid) glykol
je vyuzivan pro vyrobu vysoce vykonnych elastomert a PU vlaken, zatimco polymerni
polyoly jsou pouzivany pro vyrobu vysoce odolnych pén, jenz se vyznacuji velkou
pruznosti. Dale lze zminit polyoly na bazi ricinového oleje, polybutadieny zakoncené
hydroxylem ¢i pak polyesterové polyoly, které nasly uplatnéni ve vysoce vykonnych
aplikacich [25,31,32].

Primyslové jsou vyrdbény polyuretanové pénové hmoty jejichz pevnost
se pohybuje od elastickych (neboli pruznych) pies polotuhé az po vysoce tuhé.
Podstata tuhosti / pruznosti pénovych PU hmot spoc¢iva v kontrole poctu mist
Vv nichZ dochazi k rozvétveni a také ve vzdalenosti mezi bo¢nimi fetézci a jejich délkou.
Do pruznych pén a elastomer se nejéastéji pouzivaji polyoly, jejichz molarni hmotnost
se pohybuje mezi 1 000 az 6 000 g/mol s funk¢nosti od 1,8 do 3,0. Naopak polyoly
s molarni hmotnosti pohybujici se pouze mezi 250 az 1 000 g/mol a funkénosti od 3 do 12

JSOu uzivany pro vyrobu tuhych pén a vysoce odolnych povlaku [25,32].
1.2.2.1 Vyroba polyetherpolyoli

Béhem vyroby polyetherpolyold jsou uzivany ruzné iniciatory (viz tabulka 1).
Pti vyrobé polyetherovych dioli jsou bézné jako inicidtory wuzivany dioly,
jako je naptiklad polypropylenglykol (PPG). Trioly (trimethylolpropan a glycerol)
jsou pouzivany pro piipravu polyetherovych triolt. Pii ptipravé vysoce funkénich
polyetherpolyolti se jako iniciatory uzivaji sachardoza c¢isorbitol. Dale je mozné
jako iniciatory pro zisk polyetherpolyold vyuzit také primarni aminy, ov§em diky jejich
silngjSimu nukleofilnimu charakteru neni zapotfebi uzivat jako katalyzator hydroxid
draselny. Mezi dal$i mozné iniciatory se fadi také ethylendiamin ¢i toluendiamin,

jenz jsou uzivany pro zisk funk¢nich tetra polyetherpolyolu [25,31].
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Komer¢ni vyroba béznych polyetherpolyolli na bazi propylenoxidu je zalozena
na vyuziti bazické katalyzy s pomoci hydroxidu alkalického kovu, jako je naptiklad
hydroxid draselny. U takzvané propoxylace se vyuzivavaji iniciatory, které obsahuji
dvé ¢i vice hydroxylovych skupin. Bézné se propylenglykol vyuziva k syntéze dioli
a glycerol k vyrob¢ triolti, ov§em jejich funk¢nost je nizsi nez funkénost iniciatorové
slouceniny. Snizend funkénost je zplisobena pfitomnosti malého mnozstvi vody
v reakCnich ¢inidlech. V ramci bazické katalyzy hovoiime o tom, ze baze katalyzuje
nejenom vznik vazby mezi propylenoxidem a zvéCujici se molekulou polyolu,

ale nasledné¢ i vedlejsi reakcei, kdy se propylenoxid preménuje na allylalkohol [25,33].

Jak propoxylace tak i ethoxylace jsou hojné vyuzivany k primyslové vyrobé
velkého  mnozstvi  produktl, jako jsou napfiklad  polyethylenglykoly
¢i polypropylenglykoly. Tyto reakce mohou byt ovliviiovany uzivanim rtznych

katalyzatord, jenz pusobi rozdilnymi mechanismy [33].

Tabulka 1 Nékteré spolecné iniciatory pro polyetherpolyoly [25]

Iniciator Struktura Funkénost
Voda H-0-H 2
Ethylenglykol HO=—CH,—CH—OH 2
Propylenglykol o 2
H3C——CH—CH,
Glycerol G CH—CH, 3
OH OH OH
H,C—OH
Trimethylolpropan H,C——CH,—C——CH,—OH 3
H,C——OH
2,4-diaminotoluen HoC I_\_“HE 4
NH-
Sorbitol 6
Sachar6za 8




1.2.2.2 Polyethylenglykol

Pro polyethylenglykol, zkracen¢ oznaovany jako PEG (strukturni vzorec viz obrazek 4),
jsou uzivany i dal$i nazvy, naptiklad polyethylenoxid (PEO) ¢i pak polyoxyethylen
neboli POE. Tyto nazvy jsou z chemického hlediska totozné, jedna se spiSe o historicky
zazité pojmy, kdy jako PEG jsou oznacovany latky s molarni hmotnosti do 20 000 g/mol,
pro latky s molarni hmotnosti vyssi nez 20 000 g/mol je uzivano oznaceni POE a nakonec
oznateni PEO se wuziva propolymery slibovolnou molarni hmotnosti.
V ramci polyethylenglykolti tedy hovofime budto o nizkomolekularnich visk6znich
kapalinach, vySemolekularnich voskovitych latkdch nebo pak o vysokomolekularnich
krystalickych latkach s teplotou méknuti okolo 67 °C. Jedna se o oligomery ¢i polymery,
jenz jsou rozpustné ve vod¢, ale nerozpousti se vV benzinu a také nepodléhaji hydrolyze

[28,34].

R R= —H polyethylenglykol (PEG)
H*ED—LCHz}DH
. R= —CHs; polypropylenglykol (PPG)

Obrazek 4 Strukturni vzorec PEG a PPG [34]

PEG naSel své vyuziti ve farmaceutickém, kosmetickém ¢i potravinarském
primyslu, jako zahuStovaci ¢inidlo, mazadlo ¢i jako flokulant pro CciSténi vod.
Dale Ize hovotit o tom, ze vlakna a folie z polyethylenglykolu jsou uzivany pro specialni
ucely nejenom v medicing, ale také v potravinaistvi. PEG s jednou esterovou ¢i etherovou

skupinou jsou vyuzivany také jako neiontové tenzidy [28,34,35].
1.2.2.3 Polypropylenglykol

Molarni hmotnost pfipravovaného polypropylenglykolu (zkracené¢ PPG, strukturni
vzorec Viz obrazek 4), jenz je oznaCovan také jako polypropylenoxid, se pohybuje
vrozmezi 400 —4 000 g/mol. Nizkomolekularni PPG se vyskytuji jako bezbarvé
kapaliny, vyssi pak jako voskovité latky a polypropylenglykoly s moladrni hmotnosti
nad 900 g/mol se nerozpousti ve vod¢é. Molekula PPG je slozena z opakujicich
se jednotek propylenoxidu, jehoz methylové a ethylové skupiny jsou hydrofobni povahy,
zatimco kyslik hydroxylové skupiny v propylenoxidové jednotce ma povahu hydrofilni.
Vyroba PPG je zalozena na otevieni propylenoxidového kruhu, na néjZ nasledné navazuje
polymerace. Jako iniciator reakce je vyuzivan alkohol a katalyzu zajiStuje baze,

kterou je nejcastéji  hydroxid draselny. Pokud jako inicidtor wuzijeme naptiklad
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ethylenglykol ¢ivodu, vznikne linearni polymer, v pfipadé ze vyuzijeme glycerin

nebo napftiklad sorbitol dojde ke vzniku rozvétveného polymeru [25,34,36].

Z hlediska vyuziti PPG hovofime o tom, ze polypropylenglykol s koncovymi
hydroxylovymi skupinami je jednou ze slozek pro vyrobu polyuretanovych pén.
Vyuzivané polypropylenglykoly se lisi podle toho, zda jde o vyrobu mékkych ¢i tvrdych
PU pén. Pro vyrobu mékkych PU pén jsou vyuzivany PPG smolarni hmotnosti
1 000 — 6 000 g/mol, jenz se vyznacuji funk¢nosti 2 az 3. Zatimco pro vyrobu tvrdych
pén se vyuzivaji rozvétvené polypropylenglykoly o molarni hmotnosti 250 — 1 000 g/mol
a funk¢nosti 3 az 7 [34].

1.2.3 Moznosti separace polyola

Z hlediska separace polykondenzovanych alkoholi se v odbornych ¢lancich hovofi
pfedev§im o vyuziti kapalinové chromatografie. V rdmci kapalinové chromatografie
byly pro tyto separace vyuzity rizné mody, fe¢ mize byt jak o kapalinové chromatografii
V systému s normalnimi fadzemi, tak i s fizemi reverznimi, déle lze zminit iontové
vyménnou chromatografii (IEC, z angl. lon-Exchange Chromatography), superkritickou
fluidni chromatografii (SFC, z angl. Supercritical Fluid Chromatography) ¢i gelové
permeacni chromatografii (GPC, z angl. Gel Permeation Chromatography) [35,37 — 40].
Je tieba také zminit, Ze separace byly provadény jak s derivaty jednotlivych polyold,
tak i s nederivatizovanymi polyoly [37]. Pro detekci byla uspésné vyuzita cela fada
detektord, které jsou zalozeny na raznych principech, jenz se od sebe lisi bud'to citlivosti
nebo pak selektivitou. Lze zminit napiiklad detektory zalozené na méteni indexu lomu,
UV absorpce, rozptylu svétla, fluorescence a tadu dalSich. Nejcastéji jSou ovsem

vyuzivany dva typy detekce, a to UV detekce a hmotnostni spektrometrie [37,39,40].
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Pristroje a zarizeni

Separace polykondenzovanych alkoholl byly provedeny na kapalinovém chromatografu

Agilent Technologies 1290 infinity 11 (Agilent, Pab Alto, CA, USA) s UV detekci.

Kapalinovy chromatograf se skladal z:

vysokotlakého Cerpadla,

automatického davkovace vzorku,

termostatu kolon,

UV detektoru s proménnou vinovou délkou.

Kapalinovy chromatograf Agilent Technologies 1290 infinity Il byl ovladan
prostiednictvim pocitatového softwaru 1D LC OpenLAB, a to jak vonline verzi

tak i v offline verzi.

Dale byly separace provedeny i1 na modularnim kapalinovém chromatografu

Shimadzu (Shimadzu, Kyoto, Japonsko), ktery se skladal z:

e dvou vysokotlakych ¢erpadel LC-20ADXR,
e autosampleru SIL-20A HT,
e UV detektoru SPD-20A.

Kapalinovy chromatograf Shimadzu byl doplnén o termostat kolon LCO102
(ECOM, Praha, CR) a byl propojen shmotnostnim spektrometrem QTrap 4500
(AB Sciex, Framingham, MA, USA).

Nastaveni hmotnostniho spektrometru QTrap 4500 bylo nasledujici: zdznam spekter
v rezimu kladnych iontd v rozsahu 100 — 1500 m/z, ionizace elektrosprejem, Curtain
Gas 30 PSI, Gas 1 40 PSI, Gas 2 50 PSI, teplota 400 °C, napéti u zdroje 4500 V,
klastracni potencial 100 V, vstupni potencial 10 V, kolizni energie 10 V a skenovaci

rychlost 10 000 dat za sekundu.
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Derivaty polyolt byly separovany na kolonach od firmy Sigma-Aldrich (Steinheim,

Némecko) a to presné na kolonach:

e Ascentis® Express C18, 15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um,

e Ascentis® Express C8, 15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 2,7 um,

e Supelcosil™ LC-18-DB, 25 cm x 4,6 mm s velikosti astic 4,6 pm,

e Ascentis® RP AMIDE, 15 cm x 1 mm s velikosti ¢astic 3 um,

e Ascentis® Express ES-CN, 10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um,

e Ascentis® Express OH5, 10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um.

Dale byly nékteré separace provedeny i1 na kolonach od firmy Phenomenex
(Phenomenex Inc, Torrance, CA, USA):

e Kinetex® HILIC, 10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 1,7 um,

e Kinetex® C18, 10 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 2,6 um.

Jednotlivé vzorky byly pfipravovany pomoci mikropipet Biohit-Proline

(Biohit, Finsko) s nastavitelnym objemem.

Byly vyuzity analytické digitalni vahy (Sartorius, N&mecko) a suSarna
(Niive, Turecko).

2.2 Pouzité chemikalie

Acetonitril 99,9 % pro HPLC Honeywell, (New Jersey, USA)

Denaturovany ethanol (FCHT — Univerzita Pardubice)
Fenylisokyanat Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Kyselina mravenci TCI America (Portland, USA)
Kyselina octova Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Methanol Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Octan amonny Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Polyethylenglykol Honeywell, (New Jersey, USA)
Polypropylenglykol (FCHT — Univerzita Pardubice)
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Redestilovana voda (FCHT — Univerzita Pardubice)
Thiomoc¢ovina (FCHT — Univerzita Pardubice)

Triethylamin Lach:ner (Neratovice, CR)

2.3 Pracovni postup

Vramci méfeni dat pro tu to diplomovou praci bylo pracovdno s polyoly
jako je polyethylenglykol (dale jen PEG) a polypropylenglykol (dale jen PPG) a to ptesné
s PEG 400, PEG 600 a PEG 1000. V ramci PPG se pak jednalo o PPG 400, PPG 800,
PPG 1000, PPG 2700 a PPG 4000.

2.3.1 Derivatizace polyolii

Derivatizace polykondenzovanych alkoholii (viz uvod kapitoly 2.3) byly provedeny
pomoci fenylisokyanatu (PIC) za vzniku pfislusnych uretant jednotlivych polyoli.

Byly vyzkouseny nasledujici postupy 1 az 8, jejich piehled je uveden v tabulce 2:

Postup 1: pro derivatizaci jednotlivych standardi vzorki (PEG a PPG)
bylo na analytickych vahach navazeno pfiblizné 20 mg dané¢ho polyolu. K tomuto
mnozstvi polyolu bylo napipetovano 10 pul fenylisokyanatu, jako derivatizacniho ¢inidla
adale pak jest¢ 10 pl triethylaminu, ktery zde slouzil jako katalyzator reakce.
Vialky s takto pfipravenou smeési byly uzavieny, promichany a zahfivany pii 70 °C
po dobu 120 minut, aby probéhla derivatizace. Derivatizované standardy byly doplnény
500 pl acetonitrilu (ACN) a promichany. Z takto ptipravenych vzorkl se pak urcity
objem pipetoval do vialek pro analyzy pomoci kapalinového chromatografu (viz kapitola
2.3.2).

Postup 2: v druhém ptipadé byly vyzkouseny derivatizace pro standardy PEG 400,
kdy bylo do tii vialek nadavkovano 10 ul PEG 400. Do prvni vialky se ptidalo 10 pl PIC,
do druhé 20 pl PIC a do tieti SO pl PIC. Vialky s takto pfipravenou smési byly uzavieny,
promichany a zahfivany pti 70 °C po dobu 120 minut, aby probéhla derivatizace.
Derivatizované standardy PEG 400 byly doplnény 500 ul acetonitrilu a promichany.
Z takto ptipravenych vzorki se pak urcity objem pipetoval do vialek pro analyzy pomoci

kapalinového chromatografu (viz kapitola 2.3.2).
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Postup 3: do vialek bylo napipetovano 10 ul (ptipadné navazeno 20 mg) daného
polyolu (viz uvod kapitoly 2.3) a k tomu bylo pfidano 500 ul ACN (pro kazdy polyol
téi vialky). Do prvni vialky bylo pipetovano 10 ul PIC, do druhé 20 pl PIC a do tieti
50 ul PIC. Vialky s takto pfipravenou smési byly uzavieny, promichany a zahfivany
pii 70 °C po dobu 120 minut, aby prob¢hla derivatizace. Z takto pfipravenych vzorkt
se pak urcity objem pipetoval do vialek pro analyzy pomoci kapalinového chromatografu

(viz kapitola 2.3.2).

Postup 4: do tfi vialek se pipetovalo 500 pl acetonitrilu, k tomu 50 pl kyseliny
mravenc¢i, jako katalyzatoru a 10 pl PEG 400. Derivatizace byla opét provedena pomoci
10; 20 a 50 pl fenylisokyanatu. Smés byla promichéna a zahfivana pti 70 °C po dobu
120 minut, aby probé&hla derivatizace. Z takto pfipravenych vzorkt se pak urcity objem

pipetoval do vialek pro analyzy pomoci kapalinového chromatografu (viz kapitola 2.3.2).

Postup 5: do vialek bylo dano 10 pl (pfipadné 20 mg) daného polyolu (viz uvod
kapitoly 2.3) k nému bylo napipetovano 50 pl kyseliny mravenéi, jako katalyzatoru
(pro kazdy polyol tfi vialky). Derivatizace byla opét provedena pomoci 10; 20 a 50 pul
fenylisokyanatu. Smés byla promichana a zahfivana pti 70 °C po dobu 120 minut,
aby prob¢hla derivatizace. K takto ptipravenym derivatim se ptidalo 500 ul ACN a poté
se urcity objem pipetoval do vialek pro analyzy pomoci kapalinového chromatografu

(viz kapitola 2.3.2).

Postup 6: do vialek bylo napipetovano 10 ul (pfipadné navazeno 20 mg)
daného polyolu (viz Gvod kapitoly 2.3), k tomu bylo ptidano 500 pul ACN a 50 ul
triethylaminu, jako katalyzatoru (pro kazdy polyol tfi vialky). Do prvni vialky bylo
pipetovano 10 ul PIC, do druhé 20 ul PIC a do tieti 50 pl PIC. Vialky s takto ptipravenou
smési byly uzavieny, promichany a zahiivany pii 70 °C po dobu 120 minut, aby probéhla
derivatizace. Z takto pfipravenych vzorkii se pak urcity objem pipetoval do vialek

pro analyzy pomoci kapalinového chromatografu (viz kapitola 2.3.2).

Postup 7: do vialek bylo napipetovano 10 pl (pfipadné navazeno 20 mg) daného
polyolu (viz avod kapitoly 2.3) a k tomu bylo pfidano 500 ul ACN (pro kazdy polyol
dv¢ vialky). Do prvni vialky byly pipetovany 2 ul PIC a do druhé 5 ul PIC. Vialky s takto
pfipravenou smési byly uzavieny, promichany a zahtivany pii 70 °C po dobu 120 minut,
aby probéhla derivatizace. Z takto pfipravenych vzorkl se pak urcity objem pipetoval

do vialek pro analyzy pomoci kapalinového chromatografu (viz kapitola 2.3.2).
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Postup 8: tento postup je stejny jako postup 7, s vyjimkou toho, Ze pfipravené

smeési se nezahiivaly 120 minut (tedy 2 hodiny), ale 5 hodin.

Tabulka 2 Prehled pracovnich postupii derivatizace

ACN pred ACN po Délka
o PIC | Katalyzator o
derivatizaci | Polyol (] (] derivatizaci | zahFivani
n n
[ml] [nl] [h]
Postup
. / 20 mg 10 10 (T)
500 2
Postup 10; 20
/ 10 pl /
2 a 50
Postup 10 pl | )
3 ¢120mg | 10; 20
500 2
Postup a 50
10 ul 50 (M) /
4
Postup
/ 50 (M) 500
5 10 pl 10; 20 ,
Postup ¢i20mg| as0
500 50 (T) /
6
Postu
P / / 2
7 10 pl
Sost 500 < 20 2;5
ostu ¢i20m
o P : / / 5

ACN...acetonitril; PIC...fenylisokyanat; T...triethylamin; M.. kyselina mravenci

Dale byly pro analyzu pomoci RP-HPLC-MS a HILIC-MS pfipraveny nasledujici
vzorky. Vzorek fenylisokyanatu, jenz byl pfipraven smichanim 10 pl PIC a 500 pl
acetonitrilu a fadn¢ promichan. Nasledn¢ pak jesté derivaty methanolu a denaturovaného
ethanolu, jenz byly pfipraveny smichanim 10 pl pfislusného alkoholu s 500 pul ACN
a2 ¢i5 pl fenylisokyanatu. Derivaty alkohold byly po promichani zahiivany 2 hodiny
(120 minut) v susarné pti 70 °C. Z takto pfipravenych derivata a PIC se pak ur€ity objem
pipetoval do vialek pro analyzy pomoci RP-HPLC-MS a HILIC-MS (viz kapitola 2.3.2).
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2.3.2 Priprava polyoli k analyze

Pro gradientovou eluci v systému RP-HPLC-UV na kolonach Ascentis® Express C18,
Ascentis® Express C8 a Supelcosil™ LC-18-DB se ze smési piipravenych postupem
1 (viz kapitola 2.3.1) pipetovalo 50 ul do vialky urcené pro analyzu kapalinovou
chromatografii. Toto mnozstvi vzorku bylo dopInéno 250 ul acetonitrilu, 200 pl

redestilované vody a promichano.

Z ptedem pfipravené smési (viz kapitola 2.3.1 postupy 1 — 8, vzorky PIC
a derivaty methanolu a denaturovaného ethanolu) bylo pipetovano 25 pl vzorku do vialky
uréené pro analyzu kapalinovou chromatografii. Toto mnozstvi vzorku bylo doplnéno

475 pl acetonitrilu a promichano.

2.4 Podminky pii separaci

2.4.1 Podminky p¥i analyze s izokratickou eluci v RP-HPLC-UV

Analyzy byly provedeny pro vSechny typy polyold, jenZ jsou uvedeny v tvodu
kapitoly 2.3 a ptipraveny dle postupti 1; 2 a 3 (viz kapitola 2.3.1). Jako mobilni faze byla
vyuzita kombinace acetonitril-voda pii izokratické eluci. Kolona byla vzdy vyhiivana
na25°C. U vsech analyz byl vyuzit UV detektor zaznamenavajici absorbanci
pti 254 nm. Hodnota mrtvého retenéniho ¢asu kolony byla zjisténa pomoci

thiomocCoviny, jejiz analyza byla provedena vzdy pii nejvyssi koncentraci acetonitrilu.

Polyoly (pfipravené postupem 1, viz Kkapitola 2.3.1) byly separovany
pii konstantnich 60 — 40 obj. % acetonitril-voda na kolonach Ascentis® Express C18
a Ascentis® Express C8 U nichz byl nastaven prutok mobilni faze na 0,4 ml/min
adavkoval se 1 pl vzorku. Dale byly vyuzity kolony Supelcosil™ LC-18-DB
(pratok 1 ml/min, davkovani 5 pl); Ascentis® RP AMIDE (prutok 0,1 ml/min,
davkovani 1 pl), Ascentis® Express ES-CN a Ascentis® Express OH5 (obé kolony
s pratokem 0,2 ml/min a davkovanim 1 pl). Vzhledem ktomu, Zena koloné
Ascentis® Express ES-CN byly retenéni ¢asy polyola pii koncentracich 60 — 40 obj. %
acetonitril-voda nizké, byly nasledn¢ vyzkouseny i analyzy pti 40 — 20 obj. % acetonitril-
voda (opét s krokem po 5 obj. % ACN) a pak jesté pii 18 — 12 obj. % acetonitril-voda
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(s krokem po 2 obj. % ACN). Pfi separacich nakoloné¢ Ascentis® Express OHS5
s koncentraci acetonitrilu 60 — 40 obj. % byly reten¢ni ¢asy polyolll nizs§i nez mrtvy
retencni ¢as kolony, proto byly vyzkouseny separace pii 35 — 15 obj. % acetonitril-voda
(opét s krokem po 5 obj. % ACN).

Derivaty PEG 400 (pfipravené postupem 2, viz kapitola 2.3.1) byly separovany
na koloné Ascentis® Express ES-CN (s pratokem mobilni faze 0,2 ml/min a davkovanim
1 ul) pi konstantnich 60 — 5 obj. % acetonitril-voda (s krokem po 5 obj. % ACN).

Derivaty PEG 400 (viz kapitola 2.3.1 postup 3) byly separovany na koloné
Ascentis® Express C18 (s pritokem mobilni faze 0,4 ml/min a davkovanim 1 pl vzorku).
Separace byly provedeny pii konstantnich 80 — 10 obj. % acetonitrilu (s krokem
po 5 obj. % ACN). Dale pak vSechny ostatni polyoly piipravené stejnym postupem
s20 ul PIC byly separovany také na koloné¢ Ascentis® Express C18 za stejnych
podminek, a to pii konstantnich 35 — 20 obj. % ACN-voda (s krokem po 5 obj. % ACN).

2.4.2 Podminky pfFi analyze s gradientovou eluci v RP-HPLC-UV

Analyzy byly provedeny pro vSechny typy polyold, které jsou uvedeny v uvodu
kapitoly 2.3 a ptipraveny postupy 1 — 8 (viz kapitola 2.3.1). Jako mobilni faze byla
vyuzita kombinace acetonitril-voda s gradientovou eluci (pribéh jednotlivych gradientt
je uveden na grafu 1). Kolona byla vyhiivana vzdy na 25 °C. VSechny typy analyz
byly detekovany UV detektorem pfti 254 nm.

Analyzy polyoli (viz postup 1 kapitola 2.3.1) byly provedeny na kolonach
Ascentis® Express C18 (davkovani vzorku 0,1 upl; pritok mobilni faze 0,4 ml/min;
gradient 50 — 100 obj. % acetonitril-voda, doba analyzy 15 minut), Ascentis® Express
C8 (davkovani 0,1 pl; pratok 0,4 ml/min; gradient 50 — 100 obj. % a 20 — 70 obj. %
acetonitril-voda, doba analyzy 15 minut) a Supelcosil™ LC-18-DB (davkovani 5 pl,
prutok 1 ml/min, gradient 50 — 100 obj. % ACN-voda, doba analyzy 20 minut).

Derivaty polyolt (viz postupy 2 — 7 kapitola 2.3.1) byly separovany na kolon¢
Ascentis® Express C18 (davkovani vzorku 1 pl; pritok mobilni faze 0,4 ml/min,
doba analyzy 30 minut). Gradient na této koloné byl nastaven nasledovné 0. minuta

10 0bj. % ACN, 25. — 27. minuta pfi 80 obj. % acetonitrilu a 28. — 30. minuta
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opét pii 10 obj. % acetonitrilu (tento typ gradientu bude dale v textu oznacovan
jako 10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda).

Derivaty polyolit (viz postup 8 kapitola 2.3.1) byly separovany na koloné
Ascentis® Express C18 (davkovani vzorku 0,5 ul; priutok mobilni faze 0,4 ml/min, doba
analyzy 30 minut) s gradientem 10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda.

Derivaty polyolt (viz postup 7 a 8 kapitola 2.3.1) byly separovany na koloné
Ascentis® Express C18 (davkovani vzorku 0,5 pl; pratok mobilni faze 0,4 ml/min,
doba analyzy 30 minut). Gradient na této kolon¢ byl nastaven nasledovné 0. — 5. minuta
10 obj. % ACN, 28. minuta 80 obj. % acetonitrilu a 30. minuta opét pti 10 obj. %
acetonitrilu (dale jen 10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda).

Graf 1 Gradienty pro RP-HPLC-UV
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2.4.3 Podminky p¥Fi analyze s gradientovou eluci v HILIC-UV

Analyzy byly provedeny pro vsSechny typy polyoll, které jsou uvedeny v uvodu
kapitoly 2.3 a ptipraveny postupem 1 a 7 (viz kapitola 2.3.1). Jako mobilni faze
byla vyuzita kombinace acetonitril-octan amonny ve vod¢ s gradientovou eluci (pribéh
jednotlivych gradientll je uveden na grafu 2). Kolona byla vyhfivana vzdy na 25 °C
a vVSechny typy analyz byly detekovany UV detektorem pii 254 nm.
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Separace polyoll piipravenych postupem 1 byly provedeny na koloné
Kinetex® HILIC s davkovanim vzorku 0,2 pl. Priutok mobilni faze acetonitril-octan
amonny ve vod¢ (75 mmol/l) byl nastaven na 0,3 ml/min a doba analyzy na 20 minut.
Gradient byl nastaven nasledovné: 0. minuta 98 obj. % ACN, 15. min 65 obj. % ACN
a 17. minuta 98 obj. % ACN (dale jen 98 — 65 — 98 obj. % ACN-octan amonny ve vode).

Analyzy polyolt pfipravenych postupem 7 byly provedeny na koloné
Ascentis® Express OH5 s davkovanim vzorku 0,1 pl. Pratok mobilni faze acetonitril-
octan amonny ve vod¢ (30 mmol/l) byl nastaven na 0,2 ml/min a doba analyzy
na 30 minut. Pro separace polyolt pfipravenych postupem 7 byly vyuzity 2 ruzné
gradienty. Gradient 1 byl nastaven nasledovné 0. minuta 99 obj. % ACN, 27. min
50 obj. % ACN, 29. minuta 99 obj. % ACN (dale jen 99 — 50 — 99 obj. % ACN-octan
amonny Ve vod¢) a gradient 2 pak 0. — 5. minuta pii konstantnich 99 obj. % ACN, 27. min
50 obj. % ACN a 29. minuta 99 obj. % ACN (dale jen 99k — 50 — 99 obj. % ACN-octan

amonny ve vod¢).

Graf 2 Gradienty pro HILIC-UV
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2.4.4 Podminky pri analyze s gradientovou eluci v RP-HPLC-MS

Analyzy byly provedeny pro polyoly, které jsou uvedeny v uvodu Kkapitoly
2.3 a ptipraveny postupem 1; 2 a 8, dale pak pro vzorek fenylisokyanatu a derivaty
methanolu a denaturovaného ethanolu (viz kapitola 2.3.1). Jako mobilni faze
byla vyuzita kombinace acetonitril-voda s pifidavkem 1 % kyseliny octové ¢i acetonitril-

voda s gradientovou eluci (prubéh jednotlivych gradientt je uveden na grafu 3).

Pfi separacich polyoll pfipravenych postupem 1 byla jako mobilni faze vyuzita
kombinace acetonitril-voda s piidavkem 1 % kyseliny octové. Kolona byla vyhiivana
na 40 °C. Vsechny typy analyz byly detekovany UV detektorem pii 254 nm a nésledné
pak i hmotnostnim spektrometrem. Analyzy byly provedeny na kolon¢ Kinetex® C18
(davkovani 0,5 pl; pritok 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut). Gradient na této koloné
byl nastaven nasledovné 0. minuta analyzy pti 10 obj. % acetonitrilu, 25. — 27. minuta
pti 90 obj. % acetonitrilu a 28. — 30. minuta opét pii 10 obj. % acetonitrilu
(dale jen 10 — 90 — 10 obj. % ACN-voda s ptidavkem 1 % kyseliny octové).

Separace derivata PEG 400 ptipravenych postupem 2 byly provedeny na koloné
Kinetex® C18, jenz byla vyhiivana na 40 °C. Davkovani bylo nastaveno na 0,5 pl;
pritok byl 0,4 ml/min a doba analyzy 30 minut. Jako mobilni faze byla vyuzita
kombinace ACN-voda. Vsechny typy analyz byly detekovany UV detektorem pii 254 nm
a nasledné pak i hmotnostnim spektrometrem. Byl vyuzit gradient 10 — 90 — 10 obj. %
ACN-voda.

Separace polyold pripravenych postupem 8, vzorku PIC a derivati methanolu
a denaturovaného ethanolu byly provedeny na koloné Kinetex® C18, jenz byla vyhtivana
na 40 °C. Davkovani bylo nastaveno na 0,5 pl; pratok byl 0,4 ml/min a doba analyzy
33 minut. Jako mobilni faze byla vyuzita kombinace acetonitril-voda s piidavkem
1 % kyseliny octové. Vsechny typy analyz byly detekovany UV detektorem pii 254 nm
anasledné¢ pak i1 hmotnostnim spektrometrem. Gradient byl nastaven nasledovné
0. —5. minuta analyzy pfi konstantnich 10 obj. % acetonitrilu, od 5. do 30. minuty
se koncentrace ACN zvySovala na 80 obj. % a pii 31. minut¢ byla koncentrace
acetonitrilu zase na 10 obj. % (dale jen 10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda s ptidavkem

1 % kyseliny octové).
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Graf 3 Gradienty pro RP-HPLC-MS
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2.4.5 Podminky pri analyze s gradientovou eluci v HILIC-MS

Analyzy byly provedeny pro polyoly, které jsou uvedeny v tuvodu kapitoly
2.3 a pfipraveny postupem 8 (viz kapitola 2.3.1), dale pak pro vzorek PIC a derivaty
methanolu a denaturovaného ethanolu. Jako mobilni faze byla vyuzita kombinace
acetonitril-octan amonny ve vodé (30 mmol/l) s gradientovou eluci (prubéh gradientu
jeuveden na grafu 4). Kolona byla vyhtivana na 40 °C. VSechny typy analyz
byly detekovany UV detektorem pii 254 nm a nasledné¢ pak | hmotnostnim
spektrometrem. Analyzy byly provedeny na koloné Kinetex® HILIC (davkovani 0,5 pl;
pritok mobilni fdze 0,2 ml/min, doba analyzy 33 minut). Gradient na této koloné
byl nastaven nasledovné 0. — 5. minuta konstantnich 99 obj. % acetonitril-octan amonny
ve vode, 30. min 50 obj. % ACN-octan amonny ve vodé a 33. min opét 99 obj. % ACN-

octan amonny ve vod¢ (dale jen 99k — 50 — 99 obj. % ACN-octan amonny ve vodg).
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Graf 4 Gradient pro HILIC-MS
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3. Vysledky a diskuze

Cilem diplomové prace bylo nalézt optimdlni separacni podminky, pii kterych
by bylo mozné rozd¢lit jednotlivé oligomery piitomné ve smésich polykondenzovanych
alkoholl. Pii piipravé téchto alkoholl polykondenzaéni reakci (viz kapitola 1.2.1)
vznikaji smési, které obsahuji alkoholy s rtznou distribuci poctu monomernich
jednotek v okoli primérné molekulové hmotnosti. V zavislosti na typu monomerni
jednotky byla testovana vhodnost systémii s obracenymi fazemi a chromatografie

hydrofilnich interakci pro ziskdni dostatecné selektivity separace oligomertd.

3.1 Zhodnoceni derivatizacnich postupii

Celkem bylo vyzkouseno osm derivatizacnich postupu (viz kapitola 2.3.1 a tabulka 2).
Pivodni postup ¢ili postup 1 byl v mirné¢ pozménéné podobé pievzat z c¢lanku
publikovaného v Chemickych Listech [41] a z bakalafské prace na téma Separace

polykondenzovanych alkoholii pomoci kapalinové chromatografie [42].

Postup 1 spocival ve smichani daného mnozstvi polyolu s PIC a triethylaminem,
jez byly v poméru 1:1. Cela smés se pak zahtivala pii 70 °C po dobu 2 hodin a nasledné
se doplnovala acetonitrilem. Tento postup se pii separacich neukdzal jako vhodny,
nebot’ jak pfi izokratické eluci, tak i pti gradientu byly na chromatogramech zaznamenany

pouze jeden az tii piky (viz kapitoly 3.2 a 3.3)

V ramci postupu 2 (proveden pouze pro PEG 400) se k polyolu ptidavaly tfi rizna
mnozstvi fenylisokyanatu (viz tabulka 2), cela reakéni smés se pak zahtivala pii 70 °C
po dobu 2 hodin. Po zahtati se uz jen smés dopliovala acetonitrilem. Tento postup
bez vyuziti katalyzy se wukazal pii izokratické eluci jako vhodnéjsi, protoze
na chromatogramech bylo zaznamenano vice pik i kdyz vétSinou splyvajicich
do jednoho Sirokého piku (viz kapitola 3.2). Zajimavych vysledkti bylo nasledné
dosazeno i na RP-HPLC-MS.

Postup 3 byl obdobny jako postup 2 az nato, ze acetonitril se ptidaval jesté pred

zahfivanim. Tento postup se ukazal jako vhodny pro izokratickou i gradientovou eluci

pro PEG 400, u ostatnich derivati polyoll jiz takovych vysledki dosahovano nebylo
(viz kapitoly 3.2 a 3.3)
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V ramci postupu 4 (proveden jen pro PEG 400), kdy se jako katalyzator vyuzivala
kyselina mravenci se na chromatogramech vyskytovaly dva vzdalené piky (viz kapitola

3.3). Z tohoto diivodu nebyl tento postup zkousen pro dalsi polyoly.

V ptipadé¢ postupu 5, jenz byl az na ¢as ptidavku acetonitrilu stejny jako postup
4 se zaddnych velkych zlepsenich nedosdhlo. Naznakli separace zde bylo sice vice,

ovSem V porovnani s nejvyssim pikem $lo o zanedbatelné piky (viz kapitola 3.3).

V postupu 6 byl jako katalyzator opét vyuzit triethylamin tentokrat ovSem
ve vy$§im mnozstvi. U¢innost separace byla sice lepsi, nez tomu bylo u postupu
1 ovSem odezva nejvyssiho piku ve spektru byla v porovnani s postupem 3 velmi vysoké

(viz kapitola 3.3).

Postup 7 byl proveden bez katalyzy a s mnoZstvim PIC, jenz bylo niz§i
nez mnozstvi polyolt. Tento postup byl vyuzit jako pokus o snizeni odezvy nejvyssiho
piku a zaroven zvySeni nizsich pika ve spektrech. Odezva vysokého piku se sice snizila

ovSem vliv na malé piky se neprojevil (viz kapitola 3.3).

Postup 8, jenz se od postupu 7 1i§i pouze v délce zahifivani byl proveden
jako pokus, zda se sdelsi dobou =zahtivani nezlepsi separace vySSich polyold.
Tato hypotéza se v systému RP-HPLC-UV ukézala jako mozna jen u PPG 2700 na ostatni
polyoly tento postup nemél zadny vyznamny vliv (viz kapitola 3.3). Ovsem pii separacich
v systtmu RP-HPLC-MS, kde byla vyuzita i UV detekce bylo dosazeno Casteéné

separace u vsech osmi zkousenych polyolt (viz kapitola 3.5 a k ni nalezici pfilohy).

3.2 Analyzy pomoci RP-HPLC-UV s izokratickou eluci

Na kapalinovém chromatografu v systému s obracenymi fazemi a UV detekci (Agilent
Technologies 1290 infinity 1) byly pfi izokratické eluci separovany derivaty polyoli,
jenz byly ptipraveny postupem 1 — 3 (viz kapitola 2.3.1).

Separace vSech derivati polyolt pfipravenych postupem 1 byly provedeny
na kolonach Ascentis® Express C18, Ascentis® Express C8, Supelcosil™ LC-18-DB,
Ascentis® RP AMIDE, Ascentis® Express ES-CN a Ascentis® Express OHS.
Separace se provadély pii konstantnich koncentracich 60 —40 obj. % ACN-voda

(s krokem po 5obj. % ACN), ptipadné pak jesté pii koncentracich 40 — 15 obj. %
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acetonitril-voda (s krokem po 5 obj. % ACN) ¢i18-12 obj. % ACN-voda
(s krokem po 2 obj. % ACN). Na ziskanych chromatogramech byly ve vétsiné€ piipadi
dva piky. Reten¢ni ¢asy polyola byly najednotlivych kolonach rizné, ovSem cCasy
raznych polyoli na jedné koloné byly shodné (odliSnost maximalné o setinu minuty).
Vysledky téchto méfeni, respektive retencni Casy a vypoctené retencéni faktory
(dle rovnice 5, kde tr je retencni Cas a tw mrtvy retenc¢ni Cas kolony) jsou uvedeny
v ptiloze v Tabulkdch P 1 azP 8. V zavislostech logaritmu retencniho faktoru
na koncentraci ACN v mobilni fazi (Grafy P 1 aZz P 8) je vidét, Ze s rostouci koncentraci
acetonitrilu v mobilni fazi klesa hodnota logaritmu retenéniho faktoru. Tento trend
se tedy objevuje ve vSech grafech vyjma Grafu P 7, kde je trend obraceny,

tedy Ze s rostouci koncentraci ACN roste i hodnota logaritmu retenéniho faktoru.

tg —t
k= R M

tm
Rovnice 5 Retencni faktor [13]

Linearni trend zévislosti logaritmu reten¢niho faktoru na koncentraci organického
rozpoustédla v mobilni fazi indikuje typ mechanismu, podle kterého interaguji
analyzované latky se stacionarni fazi. V ptipad¢ linearni zavislosti s klesajicim trendem
s rostouci koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi, podporuji namétend data hydrofobni

interakce mezi derivaty PEG / PPG a stacionarni fazi.

Separace derivati PEG 400 pfipravenych postupem 2, byly provedeny
na kolon¢ Ascentis® Express ES-CN pfii konstantnich koncentracich 60 — 5 obj. % ACN-
voda (s krokem po 5 obj. % ACN). Pti vyssich koncentracich acetonitrilu v mobilni fazi
(60 — 30 obj. % ACN) se na chromatogramech vyskytovaly ve vétSiné ptipadt dva piky,
viz Tabulka P 9. Pii koncentracich 25 — 15 obj. % ACN-voda se na chromatogramu
zobrazovalo 5 az 8 piku Casto splyvajicich do jednoho Sirokého piku (viz Obrazek P 1),
nejlepsi rozliSeni jednotlivych pikd bylo pii 20 obj. % ACN u derivatu PEG 400,
kdy bylo pouzito 20 ul PIC (viz Obrazek P 2 a Tabulka P 10). Pfi koncentracich
10a5o0bj. % acetonitrilu se adekvatni piky objevily pouze u derivatu PEG 400,
k jehoz ptipravé bylo vyuzito 50 ul PIC. V téchto dvou zaznamech se pak objevily
ctyti piky pfi 10 obj. % ACN a tfi pti 5 obj. % ACN. V zavislosti logaritmu reten¢niho
faktoru na koncentraci ACN v mobilni fazi (Graf P 9) je vidét, Ze se snizujici
se koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi roste hodnota logaritmu reten¢niho faktoru,

ato az do 20 obj. % ACN, kdy dochazi k vyraznému poklesu a nasledné zase k vzristu
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pfi koncentraci 15 obj. % ACN. Posledni dvé hodnoty logaritmu reten¢niho faktoru
nalezici 10 a 5 obj. % ACN jsou si velmi blizké (li$i se jen o 0,04) a opét jsou nizsi,

nez tomu bylo pfi 15 obj. % ACN.

Separace derivatt PEG 400 pfipravenych postupem 3 byly provedeny
na koloné Ascentis® Express C18 pii konstantnich koncentracich 80 —10 obj. %
acetonitril-voda (s krokem po 5 obj. % ACN). Pii vyssich koncentracich acetonitrilu
v mobilni fazi (80 — 55 obj. % ACN) se na chromatogramech vyskytovaly ve vétSing
ptipadi dva az ¢tyfi piky, viz Tabulka P 11. Pi koncentracich 50 — 30 obj. % ACN-voda
se na chromatogramu zobrazovaly 4 az 9 pikd, jenz byly velmi nizké (viz Tabulky P 12
a P 13). Dale pak pii koncentracich 25 a 20 obj. % ACN-voda byly viditelné ¢tyfi az osm
pikli, jenz byly dobfe rozdéleny, a navic byly i pomémé vysoké (viz Obrazek P 3
a Tabulka P 13). Pfi poslednich dvou koncentracich, tedy pii 15 a 10 obj. % ACN
vV mobilni fazi se na chromatogramu zobrazovaly dva maximalné tii piky (Tabulka P 13).
V zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru na koncentraci ACN v mobilni fazi (Graf P 10)
je vidét, Ze se snizujici se koncentraci ACN v mobilni fazi roste hodnota logaritmu
reten¢niho faktoru, a to az do 25 obj. % ACN (pifi¢emz hodnota pii 30 obj. % ACN
je vynechana, nebot’ nejvyssi pik byl detekovan jesté pred mrtvym retencnim Casem
kolony), poté dochazi k mirnému poklesu. Posledni dvé hodnoty logaritmu reten¢niho

faktoru nalezici 15 a 10 obj. % ACN jsou oproti piedchozim velmi nizké.

Separace ostatnich polyold pfipravenych postupem 3 s20 ul PIC (PEG 600
a1000; PPG 400 az 4000) byly provedeny nakoloné Ascentis® Express C18
pii konstantnich koncentracich 35 — 20 obj. % acetonitril-voda (s krokem po 5 obj. %
ACN). Pro PEG 600 a PEG 1000 se na chromatogramech pii konstantnich koncentracich
35—20 obj. % ACN (s krokem po 5 obj. % ACN) objevovaly dva az tti piky (viz Tabulka
P 14), pro PPG 400 az 4000 to byly maximalné dva piky. Retencni ¢asy, a tudiz i retencni
faktory jednotlivych polyold byly shodné (odlisnost maximaln€ o setiny). V zavislosti
logaritmu reten¢niho faktoru na koncentraci ACN v mobilni fazi (Graf P 11) je patrné,
ze logaritmus reten¢niho faktoru ma tendenci se snizujici se koncentraci ACN stoupat,
vyjma tedy hodnoty pfi 30 obj. % ACN, kdy doslo k vyraznému poklesu. Ovsem oproti

Grafu P 10 byl reten¢ni ¢as vyssi néz mrtvy retencni cas kolony.
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3.3 Analyzy pomoci RP-HPLC-UV s gradientovou eluci

Na kapalinovém chromatografu v systému s obracenymi fazemi a UV detekci (Agilent
Technologies 1290 infinity 1) byly pii gradientové eluci separovany derivaty polyolt,
jenz byly ptipraveny postupem 1 — 8 (viz kapitola 2.3.1).

Separace vSech derivati polyolt pfipravenych postupem 1 byly provedeny
nariznych kolonach. V pfipadé kolony Ascentis® Express C18 (s gradientem
50 - 100 obj. % ACN-voda) se na chromatogramu u vétSiny polyolti zobrazovaly
dva piky, vyjma PPG 1000, kde byly patrné piky tii (viz Obrazek P 4) a u PEG 600
a PPG 4000 byl pak zase jen jeden vysoky pik. Retencni Casy pikd vSech polyolu
byly ov§em shodné. Na kolon¢ Ascentis® Express C8 s gradientem 50 — 100 obj. %
acetonitril-voda byly ziskany chromatogramy s dvéma piky u polyold PPG 800,
PPG 1000 a PPG 2700 (viz Obrazek P 5). Ostatni ¢tyfi polyoly mély na chromatogramu
pouze jeden pik. Retencni casy pikd jednotlivych polyoli byly opét shodné.
Na ty téz koloné ovsem s gradientem 20 — 70 obj. % ACN-voda byl na chromatogramech
zaznamenan jen jeden pik a to pouze u PPG 800 az PPG 4000, opét se shodnymi
reten¢nimi ¢asy. U kolony Supelcosil™ LC-18-DB s gradientem 50 — 100 obj. % ACN-
voda byly u PEG 400 zaznamenany tii piky, u ostatnich pak vétSinou dva piky
(stejné retencni Casy). Zaznamy ze separaci PEG 600 a PPG 400 nemohly byt
vyhodnoceny, protoze pfi analyzach téchto polyoli byl pozorovén vyrazny Sum nulové

linie a nizka citlivost.

Separace PEG 400 ptipraveného postupem 2 byla provedena na koloné
Ascentis® Express C18 s gradientem 10 — 80 — 10 obj. % acetonitril-voda (doba analyzy
30 min). Na chromatogramech jak s10 pl; 20 upl tak i s50 pl fenylisokyanatu
se vyskytoval jeden vysoky tzky pik (ve vSech tfech pfipadech se stejnym retenénim
Casem) a nasledné pak fada malych pikt. Nejlepsi rozliSeni téchto malych pika poskytl

postup, kde bylo vyuzito 10 pl PIC (viz Obrazek P 6 a P 7).

Separace derivata vSech polyolt pfipravenych postupem 3 byly provedeny
na koloné Ascentis® Express C18 s gradientem 10 — 80 — 10 obj. % acetonitril-voda
(doba analyzy 30 min). Na chromatogramech jak s10 nl; 20 pl tak i s50 pl
fenylisokyanatu se vyskytovaly tii az osm pikt, pficemz nejvysi pocet piku

tedy osm se vyskytoval pouze u PEG 400 a to u vSech tiech objemi PIC (viz Obrazek P 8

48



a P 9). Nejvyssi pik na chromatogramech byl u vSech polyoll s riznymi objemy PIC

shodné primérné ve 14,17 minut¢.

Separace PEG 400 pfipraveného postupem 4 byla provedeny na koloné
Ascentis® Express C18 s gradientem 10 — 80 — 10 obj. % acetonitril-voda (doba analyzy
30 min). Na vSech tfech chromatogramech (tedy pro PEG 400 s 10; 20 i 50 ul PIC)
se shodn¢ vyskytovaly dva piky, kdy nejvyssi byl v ¢ase 5,96 minut a dal$i pak 14,27 min
(viz Obrazek P 10).

Separace vSech derivatl pfipravenych postupem 5 byly provedeny na koloné
Ascentis® Express C18 s gradientem 10 — 80 — 10 obj. % acetonitril-voda (doba
analyzy 30 min). Na chromatogramech se u vSech derivat polyolt shodné vyskytovaly
tii az sedm pikll z nich vétSina byla v porovnani s nejvySSim pikem velmi nizka.
Nejvyssi uzky pik byl na vSech zaznamech okolo 5,89 minuty. Uk4zka chromatogramu

z téchto méteni je na Obrazku P 11 a jeho detail pak na Obrazku P 12.

Separace vSech derivati polyold pfipravenych postupem 6 byly provedeny
na koloné¢ Ascentis® Express C18 s gradientem 10 — 80 — 10 obj. % acetonitril-voda
(doba analyzy 30 min). Na zaznamech se vyskytovaly C¢tyfi az osm  pikd,
pri¢emz nejvyssi pik byl shodné u vSech chromatogramt pii primérné 14,20 minuté.
Ostatni piky byly v porovnani s timto pikem velmi malé. Chromatogramy z této separace

jsou na Obrazcich P 13 a P 15, jejich detailni zabéry pak na Obrazcich P 14 a P 16.

Separace vSech derivati polyold pfipravenych postupem 7 byly provedeny
na koloné Ascentis® Express C18 s gradientem 10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda (doba
analyzy 30 min). Na chromatogramech se vyskytovalo nejvice osm piku, a to u PEG 400
pfipraveného jak se 2 pl tak i s 5 pl PIC (viz Obrazek P 17 a P 18). U ostatnich polyolt
se pak na chromatogramech vyskytovaly dva az tfi piky (viz Obrazek P 19). Nejvyssi pik
se u vSech derivati polyold (pfipravenych jak se 2 pl tak i s 5 ul PIC) vyskytoval shodné

V primérné 14,16 minuté.

Separace derivati vSech polyolu pfipravenych postupem 8 byly provedeny
na koloné Ascentis® Express C18 s gradientem 10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda (doba
analyzy 30 min). U derivati, jenz byly pfipraveny postupem 8 s 2 ul PIC se objevilo
5 az 6 pikiiu PEG 400 a PPG 2700 (viz Obrazky P 20 a P 21) u separace ostatnich polyold
se na chromatogramech objevily maximalné tfi piky. V piipad¢ téhoz postupu, ale s 5 pul

fenylisokyanatu se nejvice pikt vyskytlo u PPG 2700 a to ptesn¢ sedm (viz Obrazek P 22
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a P 23). U ostatnich PEG a PPG se jednalo o dva az Ctyfi piky. Pfi separacich derivati,
jenz byly pfipraveny za pomoci 2 i 5 pl PIC se nejvyssi pik vyskytoval v primérné

14,18 minuté.

Derivaty ptipravené postupy 7 a 8 (viz kapitola 2.3.1) byly separovany
na kolon¢ Ascentis® Express C18 s gradientem 10k — 80 — 10 obj. % acetonitril-voda
(doba analyzy 30 min). V obou piipadech doslo k posunu retence a nejvyssi pik spektra
byl na chromatogramech zaznamenidn u vSech polyolt v primérné 18,40 minuté.
V ptipadé postupu 8 se nachromatogramech zobrazovaly maximalné cEtyfi piky
a k nejlepsimu rozliseni doslo opét u PEG 400 (viz Obrazek P 24 a P 25),
podobné naznaky separace jako jsou uPEG 400 byly zaznamendny i u PEG 600
(viz Obrazek P 26). U postupu 7 se nejvice piktt objevilo na chromatogramu,
jenz pattil PEG 400 (9 pikd), dale se objevilo 6 pikd u PPG 2700 a 5 pikd u PPG 4000
(viz Obrazky P 27 — P 30), ve vSech tfech ptipadech se jednalo o derivaty pro jejichz
ptipravu bylo vyuzito 5 pl PIC. U zbylych derivatd se jednalo vétSinou o dva az tii piky

na ch romatogramu.

3.4 Analyzy pomoci HILIC-UV s gradientovou eluci

Za vyuziti hydrofilni interak¢ni chromatografie s UV detekcei byly pfi gradientové eluci
na kapalinovém chromatografu Agilent Technologies 1290 infinity Il separovany

vSechny derivaty polyolt, jenz byly pfipraveny postupem 1 a 7 (viz kapitola 2.3.1).

Separace derivata ptipravenych postupem 1 byly provedeny na koloné
Kinetex® HILIC pti gradientové eluci 98 — 65 — 98 obj. % acetonitril-octan amonny
ve vod¢ (75 mmol/l) sdobou analyzy 20 minut. U vSech separovanych polyoli
se na chromatogramu zobrazoval pouze jeden pik, jenZ mél u vSech polyoli shodny
retencni ¢as. Primérny retencni ¢as ze dvou méteni odpovidal 0,93 min (viz Obrazek

P 31).

Separace vSech derivati polyolli pfipravenych postupem 7 byly provedeny
nakoloné Ascentis® Express OHS5. Byly vyuzity dva typy gradientd,
ato99-50-990bj. % acetonitril-octan amonny ve vodé¢ (30 mmol/l)
a99k —50-990bj. % ACN-octan amonny ve vodé¢ (30 mmol/l), pti obou
gradientech byla délka analyzy 30 minut. V ptipad¢ obou dvou gradientd byly vysledky
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u v§ech polyoli totozné, na chromatogramech se vyskytovaly dva piky, a to jak u derivata
s2 ul tak i s5 pl fenylisokyanatu (viz Obrazek P 32). Vyjimkou byly pouze
separace PEG 400 a PEG 600 s 5 ul PIC, kde se vyskytovaly 3 piky, a to u obou gradientii
(viz Obrazek P 33). Nejvyssi pik se ve vSech pfipadech vyskytoval v primérné

1,54 minut€.

3.5 Analyzy pomoci RP-HPLC-MS s gradientovou eluci

Na modularnim kapalinovém chromatografu Shimadzu v systému s obracenymi fazemi,
UV a MS detekci byly pii gradientové eluci separovany derivaty polyolu, jenz byly
pfipraveny postupem 1; 2; 8, dale pak vzorek fenylisokyanatu a derivaty methanolu

a denaturovaného ethanolu (viz kapitola 2.3.1).

Separace derivati vSech polyoli pfipravenych postupem 1 byly provedeny
na koloné¢ Kinetex® C18 s gradientem 10 — 90 — 10 obj. % ACN-voda s ptidavkem
1 % kyseliny octové (doba analyzy 30 minut). Pfi separacich téchto derivati nedochazelo
k vyrazné separaci vzorku, a proto nebyly separace vzorki piipravenych timto postupem

déle provadény.

Separace derivati PEG 400 pfipravenych postupem 2 byly tak téz provedeny
na kolon¢ Kinetex® C18 s gradientem 10 — 90 — 10 obj. % ACN-voda (doba analyzy
30 minut). V tomto piipadé se na zaznamu z UV detektoru zacalo objevovat vice piku,
tedy zacalo dochazet k separaci. Mirné¢ pozménény postup 2 byl pak v podobé postupu
3; 7 a 8 vyuzivan k dalSim separacim, a to jak na RP-HPLC-UV, HILIC-UV tak i v RP-
HPLC-MS a HILIC-MS (viz kapitoly 3.2 az 3.6).

Separace vzorku fenylisokyanitu a derivati methanolu a denaturovaného
ethanolu byly provedeny na kolon¢ Kinetex® C18 s gradientem 10k — 80 — 10 obj. %
ACN-voda s ptidavkem 1 % kyseliny octové (doba analyzy 33 minut). Pfi separaci vzorku
fenylisokyanatu se na zaznamu z UV detektoru objevily dva vysoké a jeden maly
pik v ¢asech 18,38 min, 24,69 min a 26,10 min (viz Obrazek P 34). Z tohoto zaznamu
byly extrahovany dvé hmotnostni spektra pfislusici nejvyS$sim pikim v Casech
18,38 a 24,69 minut. Tyto hmotnostni spektra jsou i s navrhovanymi strukturami
molekul, jenz nalezi nejvys$im signalim ve spektrech zobrazeny na Obrazku P 35.

Signdly odpovidajici molekulovym hmotnostem 235,1 a 354,0 odpovidaji
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pravdépodobné dimerim PIC a jejich aduktim se sodnymi ionty. Separace derivatu
methanolu jak se 2 ul, tak i s 5 ul PIC poskytla chromatogram s dvéma vysokymi piky
Vv Casech 12,96 a 18,02 min a dvéma nizkymi piky v ¢asech nad 20 minut (viz Obrazek
P 36). Protento zdznam pak bylo ziskano hmotnostni spektrum pro nejvyssi pik
na chromatogramu, jenz se objevil ve 12,96 minuté. Na tomto zaznamu se zobrazuji
dva vysoké signaly, z nichz prvni s molekulovou hmotnosti 119,6 nalezi fenylisokyanatu
a druhy s molekulovou hmotnosti 152,0 pak derivatu methanolu s jednou molekulou PIC
(hmotnostni spektra a navrhy struktur jednotlivych molekul viz Obrazek P 36).
Pfi separaci derivati denaturovaného ethanolu se na chromatogramu zobrazovaly
Ctyfi piky, a to jak u derivatu s 2 ul tak i s 5 pl PIC. Jednalo se o dva nizsi piky v ¢asech
16,02 a 23,83 minut a dva vyssi piky s casy 18,18 a 24,89 minut (viz Obrazek P 37).
Pro tento zdznam byly extrahovany Ctyfi hmotnostni spektra pfislusici jednotlivym
pikim. Tyto hmotnostni spektra jsou i s navrhovanymi strukturami molekul, jenz nélezi
nejvys$im signalim ve spektrech zobrazeny na Obrazcich P 38 a P 39. Signal
odpovidajici molekulové hmotnosti 137,6 odpovida molekule PIC po reakci s vodu, dale
pak signdly patfici k molekulovym hmotnostem 235,1; 185,5; 306,8 a 354,0 odpovidaji

pravdépodobné dimerim PIC a jejich aduktiim se sodnymi ionty.

Separace vSech derivatli polyoll pfipravenych postupem 8 byly provedeny
na koloné¢ Kinetex® C18 s gradientem 10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda s ptidavkem
1 % kyseliny octové (doba analyzy 33 min). Separace derivati jednotlivych polyold
zde byly lepsi nez v systému RP-HPLC-UV (viz kapitola 3.3), kde se fada mensich pikt
zobrazovala pokazdé jen u PEG 400 a ob¢as pak i u PEG 600 ¢i PPG 2700.
Zaznamy chromatogramul v§ech 0Smi polyold jsou zobrazeny na Obrazcich P 40 az P 44.
Spolecné se zaznamy z UV detektort se zde pro PEG 400, PEG 600, PPG 400 a PPG 800
nalézaji i rekonstruované iontové chromatogramy s pifitazenymi teoretickymi hodnotami
m/z. Tyto teoretické hodnoty m/z spole¢né s poc¢tem EG / PG jednotek a pozorovanymi
hodnotami m/z jsou pro PEG 400 a PEG 600 uvedeny v tabulce 3, pro PPG 400
a PPG 800 pak v tabulce 4.

Diky separacim v médu RP-HPLC-MS se potvrdily predpoklady, jenz byly
ziskany pii separacich v RP-HPLC-UV, a to Ze skupina malych pikt u PEG 400
vyskytujicich se pfed nejvyssim pikem na chromatogramu (viz napt. Obrazky P 6, P 17
¢i P 24) odpovida derivatim PEG s fenylisokyanatem. Pocet jednotek EG se pohyboval

od 5 do 13 (viz rekonstruovany iontovy chromatogram na Obrazku P 40 a tabulka 3).

52



UPEG 600 pak bylo prokdzano, Zze naznaky sSeparace, jenz jsou vyznaleny
na Obrazku P 26 skute¢né odpovidaji derivatim PEG s PIC, ptficemz pocet jednotek
EG se pohyboval od 7 do 14 (viz rekonstruovany iontovy chromatogram na Obrazku P 41
a tabulka 3). V tabulce 3 je z odchylek (A m/z vypoétenych dle rovnice 6) patrna shoda
mezi naméfenymi hodnotami m/z a teoreticky vypoctenymi na zakladé navrzené

struktury derivatizovanych alkoholi.
Am/z = experimentalni m/z — teoreticka m/z
Rovnice 6 Vypocet odchylky m/z

Tabulka 3 Molekulové hmotnosti derivatit PEG s PIC pro PEG 400 a PEG 600

PoCet EG | Teoretickd | Pozorovana m/z | Odchylka | Pozorovana m/z | Odchylka
jednotek | m/z [M+H"] pro PEG 400 PEG 400 pro PEG 600 PEG 600
5 358,18 358,3 0,12 / /

6 402,21 402,5 0,29 / /

7 446,23 446,3 0,07 446,6 0,37
8 490,26 490,3 0,04 490,6 0,34
9 534,28 534,4 0,12 534,6 0,32
10 578,31 578,4 0,09 578,6 0,29
11 622,34 622,4 0,06 622,4 0,06
12 666,36 666,6 0,24 666,6 0,24
13 710,39 710,6 0,21 710,6 0,21
14 754,41 / / 754,6 0,19

PIC...fenylisokyanat, EG...ethylenglykol, / ... pozorovana m/z neni pro dany polyol zaznamenana

V piipad€ polypropylenglykolii, respektive PPG 400 a PPG 800 k zadnym
separacim v systému RP-HPLC-UV nedochazelo, a tudiz ziskana data z RP-HPLC-MS
pfinesla nové poznatky. Jak je patrné na Obrazku P 42 (patficimu k PPG 400) derivaty
PPG a PIC se zacaly vyskytovat aZ za nejvys§im pikem na chromatogramu, pfi¢emz
pocet jednotek PG se pohyboval od 5 do 10 (viz rekonstruovany iontovy chromatogram
na Obrazku P 42 atabulka 4). U PPG 800 (viz Obrazek P 43) je situace obdobna
jako u PPG 400, tedy skupina derivati PPG se vyskytuje aZz za nejvy$Sim pikem
na chroamtogramu a pocet jednotek PG se pohybuje od 8 do 12 (viz rekonstruovany
iontovy chromatogram na Obrazku P 43 a tabulka 4). V tabulce 4 je z odchylek
(A m/z viz rovnice 6) patrna shoda mezi naméfenymi hodnotami m/z a teoreticky

vypoctenymi na zakladé navrzené struktury derivatizovanych alkoholti.
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Tabulka 4 Molekulové hmotnosti derivatiu PPG s PIC pro PPG 400 a PPG 800

PoCet PG | Teoreticka | Pozorovana m/z | Odchylka | Pozorovanid m/z | Odchylka
jednotek | m/z [M+H"] pro PPG 400 PPG 400 pro PPG 800 PPG 800
5 428,25 428,5 0,25 / /

6 486,29 486,5 0,21 / /

7 544,33 5446 0,27 / /

8 602,37 602,6 0,23 602,8 0,43
9 660,41 660,7 0,29 660,7 0,29
10 718,45 718,9 0,45 718,7 0,25
11 776,49 / / 776,9 0,41
12 834,53 / / 834,8 0,27

PIC...fenylisokyanat, PG...propylenglykol, / ... pozorovani m/z neni pro dany polyol zaznamenana

U polyoll s vyssi molekulovou hmotnosti tedy u PEG 1000, PPG 1000, PPG 2700
a PPG 4000 nejsou rekonstruované iontové chromatogramy K jednotlivym zaznamiim
z UV detektoru ptidany, nebot’ polyoly se na chromatogramech zacaly vyskytovat
az tésn¢ pred koncem gradientu. Pro detailngjsi charakterizaci vySemolekuldrnich PEG
a PPG by byla pravdépodobné nutnd zména mobilni faze za rozpoustédlo s vyssi eluéni

silou (napf. 2-propanol).

3.6 Analyzy pomoci HILIC-MS s gradientovou eluci

Na modularnim kapalinovém chromatografu Shimadzu za vyuZiti hydrofilni interak¢ni
chromatografie s UV a MS detekci byly pfi gradientové eluci separovany derivaty
polyolt, jenz byly pfipraveny postupem 8, dale pak vzorek fenylisokyanatu a derivaty

methanolu a denaturovaného ethanolu (viz kapitola 2.3.1).

Separace vzorku fenylisokyanitu a derivati methanolu a denaturovaného
ethanolu byly provedeny na kolon¢ Kinetex® HILIC s gradientem 99k — 50 — 99 obj. %
ACN-octan amonny ve vod¢ (30 mmol/l) a dobou analyzy 33 minut. Pfi separaci vzorku
fenylisokyanétu se na zdznamu z UV detektoru objevily dva piky, z nichz prvni pik v Case
1,35 min byl vyssi nez pik druhy, jenz se zobrazil v ¢ase 1,57 minut (viz Obrazek P 45).
Pficem?Z je ze zaznamu na Obrazku P 45 patrné, ze odd¢€leni pikli neni Gplné. Pro tento
zaznam byly extrahovany dvé hmotnostni spektra, jenz jsou i s navrhovanymi strukturami

molekul, jenz nélezi nejvySsim signdlim ve spektrech zobrazeny na Obrazku P 46.

54



Separace derivatu methanolu a denaturovaného ethanolu jak se 2 pl, tak i s5 pl PIC
poskytla chromatogramy vzdy sjednim vysokym pikem, a to u methanolu v case

1,36 min a u denaturovaného ethanolu v ¢ase 1,32 min (viz Obrazek P 47).

Separace vSech derivati polyolt pfipravenych postupem 8§ byly provedeny
na kolon¢ Kinetex® HILIC s gradientem 99k — 50 — 99 obj. % ACN-octan amonny
ve vodé (30 mmol/l) adobou analyzy 33 minut. Pii separacich v médu HILIC-MS
doslo ke zlepSeni separaci pouze u polyethylenglykolt, kde je na jednotlivych
chromatogramech vidét vice malych piki (viz Obrazek P 48 a P 49).
U polypropylenglykolti je vysledek separace Stejny jako tomu bylo u HILIC-UV,
tedy jeden vysoky pik na zac¢atku chromatogramu liSici se maximalné o setinu minuty
(viz Obrazek P 50 az P 52). Spole¢né se zaznamy z UV detektort se zde pro PEG 400
a PPG 400 nalézaji i rekonstruované iontové chromatogramy s pfifazenymi hmotami
(viz Obrazek P 48 a P 50). U PEG 600 a PEG 1000 nebylo mozné rekonstruované iontové
chromatogramy sestavit, nebot’ jednotlivé piky zaznamenané pomoci UV detektoru
neodpovidaly retenénim ¢asim danych pikd s pfislusnymi hodnotami m/z
u rekonstruovanych iontovych chromatogramii. V ptipadé ostatnich polypropylenglykoli
byla situace obdobna jako tomu je u PPG 400, tedy Ze vSechny hmoty se piekryvaly
Vv jednom piku. Teoretické hodnoty m/z spole¢né s po¢tem EG jednotek a pozorovanymi

hodnotami m/z jsou pro PEG 400 uvedeny v tabulce 5.

Vyuziti separace vV systému HILIC-MS se ukédzalo pro PEG 400 vyhodné;si,
neztomu bylo u HILIC-UV. P#i separacich PEG 400 v systétmu HILIC-UV
se na chromatogramech zobrazovaly maximalné¢ dva spojené piky, jako je tomu
napiiklad u PPG 800 na Obrazku P 32. V systému HILIC-MS nebyly sice jednotlivé
derivaty PEG zcela rozseparovany, ale bylo jich tu zaznamenano vice (viz Obrazek P 48).
Jak je patrné na rekonstruovaném iontovém chromatogramu (viz Obrazek P 48 a data
v tabulce 5) pocet detekovanych jednotek EG se pohyboval od 5 do 12. V tabulce 5 je pak
z odchylek (A m/z vypoctenych dle rovnice 6) patrna shoda mezi naméfenymi hodnotami

m/z a teoreticky vypocétenymi na zékladé navrzené struktury derivatizovanych alkoholt.
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Tabulka 5 Molekulové hmotnosti derivatit PEG s PIC pro PEG 400

Pocet EG jednotek Teoretickd m/z Pozorovana m/z Odchylka
[M+H] pro PEG 400 PEG 400

5 358,18 358,2 0,02

6 402,21 402,4 0,19

7 446,23 446,3 0,07

8 490,26 490,3 0,04

9 534,28 534,4 0,12

10 578,31 578,4 0,09

11 622,34 622,4 0,06

12 666,36 666,4 0,04

PIC...fenylisokyanat, EG...ethylenglykol

Z uvedenych vysledki Ize vyvodit zavér, ze fazovy systém HILIC chromatografie

je vhodné;jsi pro separaci PEG, zatimco selektivita pro PPG jednotky je docela nizka.
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Z.aveér

Tato diplomova prace se zabyvala separaci derivati polykondenzovanych alkoholt
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie predevsim s UV detekci, ale byly
provedeny také separace, u nichz se k detekci vyuzivala i hmotnostni spektrometrie.
Cilem bylo nalézt optimalni separa¢ni podminky pro vSechny zkouSené typy polyolu,

pii nichz by se jednotlivé oligomery pfitomné ve smésich polyolt rozdé¢lily.

V experimentalni ¢asti byly vyzkouSeny separace polyold na rGznych typech
kolon v systému s obracenymi fazemi a nasledné pak i za vyuziti hydrofilni interakéni
chromatografie. Bylo vyzkouSeno osm derivatizac¢nich postupd, kde se vzdy jako
derivatizacni ¢inidlo vyuzival fenylisokyanat. Z hlediska nejvy$si odezvy derivatl
se jako nejvhodnéjsi ukazaly postupy, u nichz nebylo vyuzito zadné katalyzacni ¢inidlo,
tedy postupy 2; 3; 7 a 8.

V ramci separaci pifi izokratické eluci pomoci RP-HPLC-UV bylo dosazeno
uspokojivé separace pouze u PEG 400 (pfipraveného postupem 3), a to na koloné
Ascentis® Express C18 pfti konstantnich 20 obj. % ACN-voda. Pfi vyuziti rGznych
gradientt na RP-HPLC-UV doslo vzdy k nejleps§imu rozseparovani u PEG 400,
ovSem nakonec se podafilo ¢asteéné rozseparovat i PEG 600 a k naznakim separace
doslo i u PPG 2700 a PPG 4000. V ramci HILIC-UV k zadné vyrazné separaci

nedochazelo.

Pii separacich na RP-HPLC-MS doSlo k nejlepSimu rozseparovani
opet U PEG 400, ovSem naznaky separace zde jevily i vSechny zbyvajici polyoly.
Pti HILIC-MS byly vysledky separaci lepsi pouze u polyethylenglykold,
u polypropylenglykolt byly vysledky separaci stejné jako tomu bylo v ptipadé HILIC-
uVv.

Z hlediska porovnani fazovych systémt, respektive RP-HPLC a HILIC lze fici,
ze v ptipad¢ separace jednotlivych polyoli se jako vhodnéjsi ukdzalo vyuziti RP-HPLC,
nebot’ u tohoto fazového systému bylo dosazeno vyssi retence a lepSich separaci
nez U HILIC. Ptikladem muze byt separace PEG 400, kdy v piipadé RP-HPLC-UV doslo
k separaci derivatizovanych oligomert, zatimco u HILIC-UV byl na chromatogramu

zaznamenan pouze jeden pik.
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Tabulka P 1: Reten¢ni Casy a faktory PEG 600 (pfipraveného postupem 1) pii riznych

koncentracich pfi izokratické eluci na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti

¢astic 5 um), davkovany objem vzorku 1 pl, prutok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min,

teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm, mrtvy retenéni ¢as kolony

byl pii 60 obj. % ACN-voda 1,39 min (analyza byla provedena pro vSechny vzorky PEG a PPG,

retencni ¢asy byly ovSem vzdy stejné) [/ dany pik se na chromatogramu nezobrazoval]

Primérny Smérodatna X0
Koncentrace ACN y Reten¢ni faktor
) Pik retencni Cas ze 2 odchylka
[obj. %] y
meéfeni [min] reten¢niho Casu ()
1 2,33 0,003 0,67
60
2 2,42 0,003 0,73
1 2,64 0,001 0,89
55
2 2,83 0,002 1,03
1 3,47 0,001 1,49
50
2 / / /
1 / / /
45
2 4,53 0,004 2,25
1 4,83 0,009 2,47
40
2 6,36 0,016 3,57




Graf P 1: Zavislost logaritmu retenéniho faktoru PEG 600 (pro pik 2, viz Tabulka P 1) na koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi béhem izokratické eluce
na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni fize ACN-voda 0,4 ml/min,

teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pti 254 nm (vzhledem k srovnatelnym retenénim faktorim jednotlivych polyoli jsou i tyto grafy totozné)

Zavislost logaritmu retencniho faktoru (k) piku 2 na koncentraci ACN pro
PEG 600
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Tabulka P 2: Reten¢ni Casy a faktory PEG 600 (pfipraveného postupem 1) pii riznych

koncentracich pii izokratické eluci na koloné Ascentis® Express C8 (15 cm x 3,0 mm s velikosti

¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, priutok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min,

teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm, mrtvy reten¢ni ¢as kolony

byl pii 60 obj. % ACN-voda 1,55 min (analyza byla provedena pro vSechny vzorky PEG a PPG,

reten¢ni éasy byly ovSem VZdy stejné) [/ dany pik se na chromatogramu nezobrazoval]

Primérny Smérodatna o
Koncentrace ACN y Retencni faktor
) Pik retencni Cas ze 2 odchylka
[obj. %] y
meéfeni [min] reten¢niho Casu ()
1 / / /
60
2 2,87 0,000 0,84
1 3,18 0,001 1,05
55
2 3,39 0,001 1,18
1 3,77 0,001 1,43
50
2 4,21 0,002 1,71
1 4,65 0,001 1,99
45
2 5,55 0,001 2,57
1 6,01 0,003 2,86
40
2 7,82 0,001 4,03




Graf P 2: Zavislost logaritmu retenéniho faktoru PEG 600 (pro pik 2, viz Tabulka P 2) na koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi béhem izokratické eluce

na koloné Ascentis® Express C8 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pritok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min,

teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pti 254 nm (vzhledem k srovnatelnym retenénim faktortim jednotlivych polyold jsou i tyto grafy totozné)

Zavislost logaritmu retencniho faktoru (k) piku 2 na koncentraci ACN pro

PEG 600
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Tabulka P 3: Reten¢ni Casy a faktory PPG 2700 (pfipravené¢ho postupem 1) pii riznych
koncentracich pii izokratické eluci na kolon& Supelcosil™ LC-18-DB (25 c¢cm x 4,6 mm
s velikosti ¢astic 4,6 um), davkovany objem vzorku 5 pl, pratok mobilni faze ACN-voda
1 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm, mrtvy retenéni Cas
kolony byl pii 60 obj. % ACN-voda 2,59 min (analyza byla provedena pro vSechny vzorky PEG

a PPG, reten¢ni ¢asy byly ovSem vzdy stejné)

Primeérny Smérodatna oy
Koncentrace ACN y Retencni faktor
] Pik retencni Cas ze 2 odchylka
[obj. %] . y
meéfeni [min] retencniho Casu (k)
1 4,81 0,001 0,86
60
2 5,06 0,001 0,95
1 5,55 0,004 1,14
55
2 6,05 0,006 1,34
1 6,60 0,005 1,55
50
2 7,57 0,006 1,92
1 8,14 0,004 2,14
45
2 9,97 0,004 2,85
1 10,46 0,008 3,04
40
2 14,00 0,010 4,41




Graf P 3: Zavislost logaritmu retenéniho faktoru PPG 2700 (pro pik 2, viz Tabulka P 3) na koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi béhem izokratické eluce

na koloné& Supelcosil™ LC-18-DB (25 cm x 4,6 mm s velikosti ¢astic 4,6 pm), davkovany objem vzorku 5 pl, pritok mobilni faize ACN-voda 1 ml/min,

teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pti 254 nm (vzhledem k srovnatelnym retenénim faktorim jednotlivych polyold jsou i tyto grafy totozné)
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Tabulka P 4: Reten¢ni Casy a faktory PPG 800 (pfipraveného postupem 1) pii riznych
koncentracich pii izokratické eluci na koloné Ascentis® RP AMIDE (15 cm x 1 mm s velikosti
¢astic 3 um), davkovany objem vzorku 1 pl, prutok mobilni faze ACN-voda 0,1 ml/min,
teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm, mrtvy reten¢ni ¢as kolony
byl pii 60 obj. % ACN-voda 1,40 min (analyza byla provedena pro vSechny vzorky PEG a PPG,

retencni ¢asy byly ovSem vzdy stejné)

Primérny Smérodatna X0
Koncentrace ACN y Retencni faktor
) Pik retencni Cas ze 2 odchylka
[obj. %] y
meéfeni [min] reten¢niho Casu ()
1 2,47 0,003 0,77
60
2 3,75 0,006 1,68
1 2,83 0,002 1,03
55
2 4,70 0,010 2,36
1 3,36 0,003 1,40
50
2 6,21 0,006 3,44
1 4,12 0,041 1,95
45
2 8,69 0,083 5,22
1 3,59 0,009 2,86
40
2 13,27 0,002 8,50




Graf P 4: Zavislost logaritmu reten¢niho faktoru PPG 800 (pro pik 2, viz Tabulka P 4) na koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi béhem izokratické eluce

na koloné Ascentis® RP AMIDE (15cm x 1 mm s velikosti ¢astic 3 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,1 ml/min,

teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pti 254 nm (vzhledem k srovnatelnym retenénim faktorim jednotlivych polyold jsou i tyto grafy totozné)
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Tabulka P 5: Reten¢ni Casy a faktory PPG 1000 (pfipravené¢ho postupem 1) pii riznych
koncentracich pii izokratické eluci na koloné Ascentis® Express ES-CN (10 cm x 2,1 mm
s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda
0,2 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pti 254 nm, mrtvy retenéni ¢as
kolony byl pti 60 obj. % ACN-voda 1,36 min (analyza byla provedena pro v§echny vzorky PEG

a PPG, reten¢ni ¢asy byly ovSem vzdy stejné) [/ dany pik se na chromatogramu nezobrazoval]

Primeérny Smérodatna X0
Koncentrace ACN y Retencni faktor
] Pik retencni Cas ze 2 odchylka
[obj. %] . y
meéfeni [min] retencniho Casu (k)
1 / / /
60
2 2,03 0,000 0,49
1 / / /
55
2 2,30 0,001 0,69
1 2,35 0,001 0,73
50
2 2,71 0,001 0,99
1 2,72 0,001 1,00
45
2 3,35 0,000 1,46
1 3,25 0,002 1,39
40
2 4,37 0,004 2,21




Graf P 5: Zavislost logaritmu retenéniho faktoru PPG 1000 (pro pik 2, viz Tabulka P 5) na koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi béhem izokratické eluce

na koloné Ascentis® Express ES-CN (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,2 ml/min,

teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pti 254 nm (vzhledem k srovnatelnym retenénim faktorim jednotlivych polyold jsou i tyto grafy totozné)

Zavislost logaritmu retencniho faktoru (k) piku 2 na koncentraci ACN pro
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Tabulka P 6: Reten¢ni Casy a faktory PPG 1000 (pfipravené¢ho postupem 1) pii riznych
koncentracich pii izokratické eluci na koloné Ascentis® Express ES-CN (10 cm x 2,1 mm
s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda
0,2 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm, mrtvy retenéni Cas
kolony byl pti 60 obj. % ACN-voda 1,36 min (analyza byla provedena pro v§echny vzorky PEG

a PPG, retenc¢ni ¢asy byly ovSem vzdy stejné)

Primeérny Smérodatna X0
Koncentrace ACN y Retencni faktor
] Pik retencni Cas ze 2 odchylka
[obj. %] . y
meéfeni [min] retencniho Casu (k)
1 3,25 0,001 1,39
40
2 4,35 0,001 2,20
1 4,01 0,001 1,95
35
2 6,01 0,004 3,41
1 5,22 0,007 2,83
30
2 8,99 0,008 5,60
1 7,05 0,008 4,18
25
2 14,31 0,004 9,52
1 8,48 0,042 5,23
20
2 9,97 0,000 6,33




Graf P 6: Zavislost logaritmu retenéniho faktoru PPG 1000 (pro pik 2, viz Tabulka P 6) na koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi béhem izokratické eluce
na koloné Ascentis® Express ES-CN (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,2 ml/min,

teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pti 254 nm (vzhledem k srovnatelnym retenénim faktorim jednotlivych polyold jsou i tyto grafy totozné)

Zavislost logaritmu retencniho faktoru (k) piku 2 na koncentraci ACN pro

PPG 1000
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Tabulka P 7: Reten¢ni Casy a faktory PPG 1000 (pfipravené¢ho postupem 1) pii riznych
koncentracich pii izokratické eluci na koloné Ascentis® Express ES-CN (10 cm x 2,1 mm
s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda
0,2 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm, mrtvy retenéni Cas
kolony byl pti 60 obj. % ACN-voda 1,36 min (analyza byla provedena pro v§echny vzorky PEG

a PPG, retencni Casy byly ovsem vzdy stejné) [/ dany pik se na chromatogramu nezobrazoval]

Primeérny Smérodatna oy
Koncentrace ACN y Retencni faktor
] Pik retencni Cas ze 2 odchylka
[obj. %] . y
meéfeni [min] retencniho Casu (k)
1 11,45 0,008 74l
18
2 14,16 0,014 9,40
1 6,30 0,006 3,63
16
2 13,38 0,020 8,83
1 2,14 0,002 0,58
14
2 / / /
1 1,85 0,252 0,36
12
2 3,28 0,173 1,41




Graf P 7: Zavislost logaritmu retenéniho faktoru PPG 1000 (pro pik 1, viz Tabulka P 7) na koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi béhem izokratické eluce
na koloné Ascentis® Express ES-CN (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,2 ml/min,

teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pti 254 nm (vzhledem k srovnatelnym retenénim faktorim jednotlivych polyold jsou i tyto grafy totozné)

Zavislost logaritmu retencniho faktoru (k) piku 1 na koncentraci ACN pro
PPG 1000
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Tabulka P 8: Reten¢ni Casy a faktory PEG 400 (pfipraveného postupem 1) pii riznych
koncentracich pii izokratické eluci na koloné Ascentis® Express OH5 (10 cm x 2,1 mm
s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda
0,2 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm, mrtvy retenéni Cas
kolony byl pti 60 obj. % ACN-voda 1,50 min (analyza byla provedena pro vSechny vzorky PEG

a PPG, reten¢éni éasy byly ovsem Vidy stej né) [/ retenéni faktor (K) nelze uréit, nebot’ latky prochazely kolonou bez

Koncentrace ACN Primémy retenéni | Smérodatnd odchylka | Retencni faktor
[obj. %] ¢as ze 2 méfeni [min] retenc¢niho Casu (3]
60 1,30 0,001 /
55 1,32 0,001 /
50 1,35 0,001 /
45 1,41 0,000 /
40 1,48 0,001 /
35 1,60 0,004 0,07
30 1,77 0,003 0,18
25 2,07 0,006 0,38
20 2,53 0,049 0,69
15 3,39 0,018 1,26




Graf P 8: Zavislost logaritmu reten¢niho faktoru PEG 400 (viz Tabulka P 8) na koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi béhem izokratické eluce na koloné
Ascentis® Express OH5 (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,2 ml/min, teplota kolony

25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm (vzhledem k srovnatelnym reten¢nim faktorim jednotlivych polyoll jsou i tyto grafy totozné)
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Tabulka P 9: Retenéni Casy a faktory PEG 400 (ptipravené¢ho postupem 2 s50 ul PIC)
piiruznych koncentracich pii izokratické eluci na koloné¢ Ascentis® Express ES-CN
(10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze
ACN-voda 0,2 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm, mrtvy
retenéni ¢as kolony byl pti 60 obj. % ACN-voda 1,36 min (analyza byla provedena pro vsechny
3 vzorky PEG 400 piipravené postupem 2 viz Kapitola 2.3.1, reten¢ni ¢asy byly ovSem vzdy

pOdObl’lé) [/ dany pik se na chromatogramu nezobrazoval, hodnoty vyznacené tuénym pismem odpovidaji nejvy$simu piku

na chromatogramu]
Koncentrace Primérny Smérodatna Reteneni faktor
) Pik retenéni Cas ze 2 odchylka
ACN [obj. %] ) (K)
méteni [min] reten¢niho ¢asu
1 2,04 0,000 0,50
60
2 / / /
1 1,50 0,002 0,10
55
2 2,31 0,008 0,69
1 1,58 0,001 0,16
50
2 2,72 0,004 1,00
1 1,68 0,001 0,23
45
2 3,35 0,004 1,45
1 1,87 0,001 0,37
40
2 4,36 0,004 2,20
1 2,17 0,001 0,59
35
2 6,03 0,005 3,42
1 2,84 0,004 1,08
30
2 8,90 0,002 5,52




Tabulka P 10: Reten¢ni Casy a faktory PEG 400 (ptipraveného postupem 2 s 50 ul PIC) pti riznych koncentracich pfiizokratické eluci na koloné
Ascentis® Express ES-CN (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pritok mobilni faze ACN-voda 0,2 ml/min, teplota kolony
25 °C, detekce pomoci UV detektoru pti 254 nm, mrtvy retencni ¢as kolony byl p#i 60 obj. % ACN-voda 1,36 min (analyza byla provedena pro vSechny 3 vzorky
PEG 400 ptipravené postupem 2 viz kapitola 2.3.1, reten¢ni ¢asy byly vzdy podobné, ovsem piky se pii 10 a 5 obj. % ACN zobrazovaly jen v piipadé s 50 ul PIC)

[tr — retencni ¢as, / dany pik se na chromatogramu nezobrazoval, hodnoty vyznagené tuénym pismem odpovidaji nejvys$imu piku na chromatogramu]

25 obj. % ACN 20 obj. % ACN 15 obj. % ACN 10 obj. % ACN 50bj. % ACN
P
i | Primémytr | Smérodat. Retencni Primémy tr | Smérodat. Retencni Primémy tr | Smérodat. Retencni Primémy tr | Smérodat. Retencni Primémy tr S i Retencni
meérodat.

k | ze 2 méfeni odchylka faktor ze 2 méfeni odchylka faktor ze 2 méfeni odchylka faktor ze 2 méfeni odchylka faktor ze 2 méfeni dehvika & faktor

. . . . . odcnylka tr

[mln] tr (k) [mln] tr (k) [mln] tr (k) [mln] tr (k) [mln] (k)
1 2,74 0,002 1,01 3,29 0,025 141 4,17 0,000 2,05 1,74 0,000 0,28 1,76 0,002 0,29
2 4,07 0,005 1,98 6,48 0,088 3,75 451 0,000 2,31 5,09 0,007 2,73 7,03 0,001 4,15
3 4,26 0,004 2,13 8,04 0,064 4,90 8,50 0,213 5,23 5,55 0,005 3,07 8,15 0,001 4,97
4 4,47 0,002 2,28 9,81 0,115 6,19 11,74 0,000 7,60 7,53 0,317 4,52
5 4,68 0,001 2,43 10,91 0,117 7,00 13,87 0,071 9,17 /
/

6 14,15 0,001 9,37 / /




Obrazek P 1: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 400 (pfipraveného postupem 2 s 10 pl PIC, viz kapitola 2.3.1) pti konstantni koncentraci 25 obj. %
ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express ES-CN (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda
0,2 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

VWD1 A, Wavelength=254 nm (KAMILAIKAMILA_IZO_ES-CN(10CM)_60-5 ACN_LC 2018-02-27 11-29-16\2BA-2302.D)
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Obrazek P 2: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 400 (pfipraveného postupem 2 s 20 pl PIC, viz kapitola 2.3.1) pti konstantni koncentraci 20 obj. %

ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express ES-CN (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda
0,2 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

YWD1 A, Wavelength=254 nm (KAMILAAKAMILA_[Z0_ES-CN{10CM)_60-5 ACN_LC 2018-02-27 11-25-16\2BB-2701.D)
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Graf P 9: Zavislost logaritmu retenéniho faktoru PEG 400 (pro nejvyssi pik na chromatogramu viz Tabulky P 9 a P 10) na koncentraci acetonitrilu v mobilni
fazi béhem izokratické eluce na koloné Ascentis® Express ES-CN (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni
faze ACN-voda 0,2 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm (vzhledem k srovnatelnym retenénim faktorum jednotlivych

PEG 400 piipravenych postupem 2 (viz kapitola 2.3.1) jsou i tyto grafy totozné)

Zavislost logaritmu retencniho faktoru na koncentraci ACN - PEG 400 (s 50 ul PIC)
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Tabulka P 11: Retenéni ¢asy a faktory PEG 400 (pfipraveného postupem 3 s 10 ul PIC)
pfi ruznych koncentracich pfi izokratické eluci na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm
x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pritok mobilni faze ACN-voda
0,4 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm, mrtvy retenéni Cas
kolony byl pti 80 obj. % ACN-voda 1,40 min (analyza byla provedena pro vSechny 3 vzorky
PEG 400 ptipravené postupem 3 viz kapitola 2.3.1, reten¢ni Casy byly ovSem vZdy stejné) [/ dany pik

se na chromatogramu nezobrazoval, hodnoty vyznacené tué¢nym pismem odpovidaji nejvy$simu piku na chromatogramu]

Koncentrace Primérny Smérodatna Reteneni faktor
) Pik retenéni Cas ze 2 odchylka
ACN [obj. %] . (K)
meéifeni [min] retencniho Casu
1 1,47 0,000 0,05
80
2 1,73 0,001 0,23
1 1,47 0,001 0,05
75 2 1,66 0,001 0,19
3 1,82 0,002 0,30
1 1,48 0,000 0,06
70
2 1,96 0,001 0,40
1 1,50 0,001 0,07
65
2 2,16 0,000 0,54
1 1,54 0,000 0,10
60
2 2,43 0,002 0,74
1 1,59 0,003 0,13
2 1,96 0,004 0,40
55
3 2,85 0,002 1,04
4 3,33 0,004 1,38




Tabulka P 12: Reten¢ni Casy a faktory PEG 400 (ptipraveného postupem 3 s 10 pl PIC) pfi ruznych koncentracich pii izokratické eluci na koloné
Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um), davkovany objem vzorku 1 ul, pritok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, teplota kolony
25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm, mrtvy retenéni ¢as kolony byl pti 80 obj. % ACN-voda 1,40 min (analyza byla provedena pro vSechny 3 vzorky

PEG 400 ptipravené postupem 3 viz kapitola 2.3.1, retencni ¢asy byly ovSem vzdy stejné) [tz - retencni &as, / dany pik se na chromatogramu nezobrazoval, hodnoty vyznacené tucnym

pismem odpovidaji nejvyssimu piku na chromatogramu]

50 obj. % ACN 45 obj. % ACN 40 obj. % ACN 35 obj. % ACN
Pik | Primémy tx Smérodatna fetenent Primémy tx Smérodatna fetenent Primemy R Smérodatna fetenent Primémy tx Smérodatna fetenend
re2metent | 1 hylka ta fer | ze2 mEENT | chylka ta e | ze2 mEent | dchylka te e e mEent | dchylka te feer
[min] ) [min] (K) [min] ) [min] ()

1 1,66 0,001 0,19 1,76 0,069 0,25 2,03 0,025 0,45 2,03 0,165 0,45
2 2,09 0,001 0,49 2,23 0,001 0,61 2,45 0,023 0,75 2,55 0,001 0,82
3 3,50 0,006 1,50 4,56 0,005 2,26 6,31 0,098 3,51 2,75 0,001 0,97
4 3,73 0,003 1,66 5,10 0,009 2,64 8,44 0,007 5,03 9,59 0,001 5,85
5 3,86 0,002 1,76 5,27 0,009 2,76 8,64 0,020 5,17

6 3,99 0,001 1,85 5,44 0,008 2,89 8,86 0,025 5,33 /

7 4,15 0,001 1,97 5,62 0,007 3,02 9,08 0,020 5,49

8 4,49 0,004 2,20 6,65 0,005 3,75 9,30 0,020 5,64




Tabulka P 13: Reten¢ni Casy a faktory PEG 400 (ptipraveného postupem 3 s 10 pl PIC) pfi ruznych koncentracich pii izokratické eluci na koloné
Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um), davkovany objem vzorku 1 ul, pritok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, teplota kolony
25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm, mrtvy retenéni ¢as kolony byl pti 80 obj. % ACN-voda 1,40 min (analyza byla provedena pro vSechny 3 vzorky

PEG 400 pripravené postupem 3 viz kapitola 2.3.1, retencni asy byly ovSem vzdy stejné) [tz — retencni cas; / dany pik se na chromatogramu nezobrazoval; hodnoty vyznagené tucnym

pismem odpovidaji nejvyssimu piku na chromatogramu; // retenéni faktor (k) nelze uréit, nebot’ latky prochazely kolonou bez zadrZeni, tzn. retenéni ¢asy vzorki byly niz§i néz mrtvy retenéni ¢as kolony]

30 obj. % ACN 25 obj. % ACN 20 obj. % ACN 15 obj. % ACN 10 obj. % ACN
Pik Primémy tr ) ' Retencni Primémy tr ) ' Retencéni Primémy tr ) ' Retenéni Primémy tr ) ' Retenéni Primémy tr ) ' Retenéni
Je 2 méteni Smérodatna faktor 4o 2 méteni Smérodatna faktor 4o 2 méten Smérodatna faktor Je 2 méten Smérodatna faktor Je 2 méten Smérodatna faktor
. odchylka tg . odchylka tg . odchylka tg . odchylka tg . odchylka tg
[mln] (k) [mln] (k) [mln] (k) [mln] (k) [mln] (k)
1 0,23 0,128 I 3,71 0,000 1,65 4,16 0,001 1,97 5,79 0,001 3,13 7,90 0,002 4,64
2 3,15 0,001 1,25 6,04 0,099 3,31 4,53 0,001 2,24 6,11 0,001 3,36 10,47 0,005 6,48
3 3,58 0,004 1,56 6,58 0,094 3,70 16,69 0,32 10,92 25,21 0,004 17,01
4 3,86 0,005 1,76 7,21 0,098 4,15 26,50 0,241 17,93 /
/

5 / 28,86 0,223 19,62 /




Obrazek P 3: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 400 (ptipraveného postupem 3 s 20 pl PIC, viz kapitola 2.3.1) pfi konstantni koncentraci 20 obj. %

ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um), davkovany objem vzorku 1 ul, pritok mobilni faze ACN-voda
0,4 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

VWD A, Wavelength=254 nm (KAMILAKAMILA_IZO_C18_(15CM)_40-10_ACN_LC 2018-03-01 12-02-50'2BF-1401.D)
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Graf P 10: Zavislost logaritmu retenéniho faktoru PEG 400 (pro nejvyssi pik na chromatogramu viz Tabulky P 11 az P 13) na koncentraci acetonitrilu v mobilni
fazi béhem izokratické eluce na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 pm), davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze
ACN-voda 0,4 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm (vzhledem k srovnatelnym retenénim faktorim jednotlivych PEG 400
ptipravenych postupem 3 (viz kapitola 2.3.1) jsou i tyto grafy totozné)

Zavislost logaritmu retenéniho faktoru na koncentraci ACN - PEG 400 (s 10 ul PIC)
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Tabulka P 14: Retenéni Casy a faktory PEG 1000 (pfipraveného postupem 3 s 20 pl PIC)
pfi ruznych koncentracich pii izokratické eluci na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm
x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um), davkovany objem vzorku 1 pl, pritok mobilni faze ACN-voda
0,4 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm, mrtvy retenéni ¢as
kolony byl pti 80 obj. % ACN-voda 1,40 min (analyza byla provedena pro vSechny zbyvajici
polyoly ptipravené postupem 3 s 20 ul PIC viz kapitola 2.3.1, reten¢ni Casy byly ovSem vzdy

stejné) [hodnoty vyznacené tuénym pismem odpovidaji nejvyssimu piku na chromatogramu]

Koncentrace Primérny Smérodatna Retenéni faktor
) Pik retenéni Cas ze 2 odchylka
ACN [obj. %] . (K)
meéifeni [min] retencniho Casu
1 2,76 0,001 0,97
35 2 3,20 0,001 1,28
3 9,40 0,004 5,72
1 2,53 0,003 0,80
30 2 3,15 0,003 1,25
3 6,30 0,158 3,50
1 3,69 0,005 1,63
25
2 28,19 0,035 19,14
1 3,99 0,005 1,85
20 2 4,48 0,004 2,20
3 24,77 0,049 16,69




Graf P 11: Zavislost logaritmu reten¢niho faktoru PEG 1000 (pro nejvyssi pik na chromatogramu viz Tabulka P 14) na koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi
béhem izokratické eluce na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um), davkovany objem vzorku 1 pul, pratok mobilni faze ACN-
voda 0,4 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm (vzhledem k srovnatelnym reten¢nim faktorim jednotlivych polyolum
ptipravenych postupem 3 (viz kapitola 2.3.1 s 20 ul PIC) jsou i tyto grafy totozné)

Zavislost logaritmu retenéniho faktoru na koncentraci ACN - PEG 1000 (s 20 pl PIC)
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Obrazek P 4: Chromatogram zaznamenany pii separaci PPG 1000 (pfipraveného postupem 1, viz kapitola 2.3.1) pti gradientové eluci od 50 do 100 obj. %
ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 pm) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem vzorku 0,1 ul, pratok
mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

VWD A, Wavelength=254 nm (PEGAPPG\PEGAPPG{KAMILA)_LC 2017-11-14 10-37-2901FF-0601.0)
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Obrazek P 5: Chromatogram zaznamenany pii separaci PPG 800 (pfipraveného postupem 1, viz kapitola 2.3.1) pfi gradientové eluci od 50 do 100 obj. % ACN-
voda na kolon¢ Ascentis® Express C8 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 2,7 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem vzorku 0,1 pl, pratok mobilni
faze ACN-voda 0,4 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

YWD A, Wavelength=254 nm (PEGAPPG\KAMILA_PEG_PPG_LC 2017-11-21 09-13-51V1FE-0502.D)
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Obrazek P 6: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 400 (ptipravené¢ho postupem 2 s10 upl PIC, viz kapitola 2.3.1) pti gradientové eluci
10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem vzorku
1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

VWDT A, Wavelengih=254 nm (KAMILAIKAMILA_PEG400_GRAD_10-80_ACN_LC 2018-03-02 09-30-442BA0203.D)
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Obrazek P 7: Detailni zabér chromatogramu (Obrazek P 6) zaznamenaného pii separaci PEG 400 (pfipraveného postupem 2, viz kapitola 2.3.1) pii gradientové
eluci 10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem
vzorku 1 pl, pritok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm
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Obrazek P 8: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 400 (ptipravené¢ho postupem 3 s10 pl PIC, viz kapitola 2.3.1) pti gradientové eluci
10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem vzorku
1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

VWD1 A, Wavelength=254 nm (KAMILAKAMILA_3POLYOLY GRAD_10-80_ACN_LC 2018-03-13 13-30-542BA-0102.0)
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Obrazek P 9: Detailni zabér chromatogramu (Obrazek P 8) zaznamenaného pii separaci PEG 400 (pfipraveného postupem 3 s 10 ul PIC, viz kapitola 2.3.1)
pii gradientové eluci 10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV,
davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru
pti 254 nm

| VWD A, WavelengthaZ84 nm JUAMILAAMILA_3POLYOLY_GRAD_10-80_ACN_LC 2018-03-13 1330 5412BA0102 D)
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Obrazek P 10: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 400 (ptipraveného postupem 4 s20 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pii gradientové eluci
10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem vzorku
1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

YWD1 A, Wavelength=254 nm (KAMILAKAMILA_PEGA00_GRAD_10-80_ACN_LC 2018-03-02 09-30-44'2BJ-0502.0)
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Obrazek P 11: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 400 (pfipraveného postupem 5 s 20 pl PIC, viz kapitola 2.3.1) pfi gradientové eluci
10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem vzorku
1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

VWD A, Wavelengih=254 nm (KAMILA\KAMILA_5POLYOLY_GRAD_10-80_ACN_LC 2018-03-12 12-54-582BH-0202 D)
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Obrazek P 12: Detailni zabér chromatogramu (Obrazek P 11) zaznamenaného pii separaci PEG 400 (pifipraveného postupem 5, viz Kkapitola 2.3.1)
pii gradientové eluci 10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV,
davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru
pii 254 nm

VWO A, Wirvelength=254 nm (KAMLAWAMLA_SPOLYOLY_GRAD_ 10-80_ACN_LC 2018-03-12 1254 580850202.0)
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Obrazek P 13: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 600 (ptipraveného postupem 6 s50 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pii gradientové eluci
10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem vzorku
1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

VWD1 A, Wavelength=254 nm (KAMILAKAMILA_SPOLYOLY GRAD_10-80 ACN_LC 2018-03-14 14-07-06\2FH-0601 D)
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Obrazek P 14: Detailni zabér chromatogramu (Obrazek P 13) zaznamenaného pii separaci PEG 600 (pfipraveného postupem 6 s 50 pl PIC, viz kapitola 2.3.1)
pii gradientové eluci 10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV,
davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru
pti 254 nm

[ VWD A, Winsiength=254 rm (HAMLANAMILA_SFPOLYOLY_GRAD_10-80_ACN_LC 2018-03-14 14-07-00:2FH-0601.0)
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Obrazek P 15: Chromatogram zaznamenany pii separaci PPG 4000 (pfipraveného postupem 6 s20 pl PIC, viz kapitola 2.3.1) pfi gradientové eluci
10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem vzorku
1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

VWD1 A, Wavelength=254 nm (KAMILAIKAMILA_SPOLYOLY GRAD_10-80_ACN_LC 2018-03-14 14-07-06\2EK-2301.D)
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Obrazek P 16: Detailni zabér chromatogramu (Obrazek P 15) zaznamenaného pii separaci PPG 4000 (piipraveného postupem 6 s 20 ul PIC, viz kapitola 2.3.1)
pii gradientové eluci 10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV,
davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru
pri 254 nm

[ VAR A, Wavelength=254 nm (KAMILAWAMILA_SPOLYOLY_GRAD_10-80_ACN_LG 2018-03-14 14.07-062EK-2301 0y
mAl

i

/| NN S VN _ i

o
e
a
=
T
&
=
=
53
4
2




Obrazek P 17: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 400 (pfipraveného postupem 7 s2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pti gradientové eluci
10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem vzorku
1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

VWD1 A, Wavelength=254 nm (KAMILAIKAMILA_SPOLYOLY GRAD_10-80_ACN_LC 2018-03-16 12-08-342AH-0103 D)
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Obrazek P 18: Detailni zaznam chromatogramu (Obrazek P 17) zaznamenaného pti separaci PEG 400 (pfipraveného postupem 7 s 2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1)
pii gradientové eluci 10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV,
davkovany objem vzorku 1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru

pri 254 nm
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Obrazek P 19: Chromatogram zaznamenany pii separaci PPG 1000 (pfipravené¢ho postupem 7 s2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pii gradientové eluci
10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem vzorku
1 pl, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

VWD A, Wavelength=254 nm (KAMILAKAMILA_SPOLYOLY _GRAD_10-80_ACN_LC 2018-03-16 12-08-34'2EI-1102.0)
mAL |

+4-166 |

175 -

20.451

]
(4]

|
5837

=

f
i
|
|

=
l
j'{1..'r'61

9 10 15 20 25 mir|




Obrazek P 20: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 400 (pfipraveného postupem 8 s2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pti gradientové eluci
10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem vzorku
0,5 ul, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pti 254 nm

YWD A, Wavelength=224 nm (KAMILAAKAMILA_8POLYOLY GRAD 10-80 ACN_LC 2018-03-26 14-09-292BA-0103.D)
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Obrazek P 21: Detailni zdznam chromatogramu (Obrazek P 20) zaznamenaného pti separaci PEG 400 (pfipraveného postupem 8 s 2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1)
pii gradientové eluci 10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV,
davkovany objem vzorku 0,5 ul, prutok mobilni fize ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru
pti 254 nm

VWATH A, Wirsslengthe084 rem (CAMILANCGRABLA_EPOLYOLY_(SRAD 1080 ACH_LCI018-00-28 14-00-5000A-0002.0)
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Obrazek P 22: Chromatogram zaznamenany pii separaci PPG 2700 (ptipravené¢ho postupem 8 s5 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pii gradientové eluci
10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem vzorku
0,5 ul, pratok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pti 254 nm

VWD A, Wavelength=254 nm (KAMILAKAMILA_SPOLYOLY _GRAD_10-80_ACN_LC 2018-03-26 14-09-292CG-1402.D)
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Obrazek P 23: Detailni zaznam chromatogramu (Obrazek P 22) zaznamenaného pii separaci PPG 2700 (ptipraveného postupem 8 s 5 pul PIC, viz kapitola
2.3.1) pii gradientové eluci 10 — 80 — 10 obj. % ACN-voda na kolon¢ Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 pm) v systému RP-HPLC-
UV, davkovany objem vzorku 0,5 pul, pritok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru

pti 254 nm

VWTH A, Wassslong =254 nm (UAMILAWAMILA_BPOLYOLY_GRAD_10-80_ACH_LC2012-03-20 1405 55006140200
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Obrazek P 24: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 400 (pfipraveného postupem 8 s2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pti gradientové eluci
10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem
vzorku 0,5 ul, prutok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

VWD A, Wavelength=254 nm (KAMILAKAMILA_BPOL_GRAD_K10-80-10_ACN_LC 2018-03-27 08-35-1T\2BA-0102.D)
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Obrazek P 25: Detailni zaznam chromatogramu (Obrazek P 24) zaznamenaného pti separaci PEG 400 (pfipraveného postupem 8 s 2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1)
pii gradientové eluci 10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 pm) v systému RP-HPLC-UV,
davkovany objem vzorku 0,5 pul, prutok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru
pri 254 nm

[ VWD A Wirslengihe 254 rem (RAMILAAMILA_BPOL_GRAD_K10-80-10_AGN_LC 2018-03-27 08-56-1T@BAL 1020
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Obrazek P 26: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 600 (pfipraveného postupem 8 s2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pti gradientové eluci
10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem
vzorku 0,5 pl, prutok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

VWD A, Wavelength=234 nm (KAMILAKAMILA_SPOL_GRAD_K10-80-10_ACKN_LC 2018-03-27 08-35-172BB-0302.0)
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Obrazek P 27: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 400 (pfipraveného postupem 7 s5 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pti gradientové eluci
10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem
vzorku 0,5 ul, prutok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

YWD A, Wavelength=254 nm (KAMILAKAMILA_7POL_GRAD_10K-80-10_ACHN_LC 2018-03-28 12-40-33\2ED-0102.D)
mAU ] 2
it
J &
40 —
30 —
20—
i o
1 &
1[] ] { [ ]
1| _ gz
- 3 % A8
4 | "I_ ? .||||||‘_ | ."r I\, |'|
I N | 1A, f
0 —t— 'I‘\-.ll,J\q A _ — .-'dl!Hj""»_ — _J--Lr"\'-”l fl | —
| .H__\I/ s
T T T T I T T T T | T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
5 10 15 20 25 min|




Obrazek P 28: Chromatogram zaznamenany pii separaci PPG 2700 (pfipravené¢ho postupem 7 s5 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pii gradientové eluci
10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem
vzorku 0,5 ul, prutok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm

VWD A, Wavelength=234 nm (KAMILAKAMILA_TPOL_GRAD _10K-80-10_ACN_LC 2018-03-28 12-40-33\2EJ-1001.D)
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Obrazek P 29: Detailni zdznam chromatogramu (Obrazek P 28) zaznamenaného pii separaci PPG 2700 (ptipravené¢ho postupem 7 s5 pl PIC, viz kapitola
2.3.1) pti gradientové eluci 10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-
UV, davkovany objem vzorku 0,5 pul, prutok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru
pii 254 nm
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Obrazek P 30: Chromatogram zaznamenany pii separaci PPG 4000 (pfipravené¢ho postupem 7 s5 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pii gradientové eluci
10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda na koloné Ascentis® Express C18 (15 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 5 um) v systému RP-HPLC-UV, davkovany objem
vzorku 0,5 ul, prutok mobilni faze ACN-voda 0,4 ml/min, doba analyzy 30 minut, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pii 254 nm
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Obrazek P 31: Chromatogram zaznamenany pii separaci PPG 4000 (pfipraveného postupem 1, viz kapitola 2.3.1) pii gradientové eluci 98 — 65 — 98 obj. %
ACN-octan amonny ve vodé (75 mmol/l) na koloné Kinetex® HILIC (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 1,7 um) v systému HILIC-UV, davkovany objem

vzorku 0,2 ul, prutok mobilni faze ACN-octan amonny ve vodé 0,3 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru pfi 254 nm

VWD A, Wavelength=254 nm (KAMILAWAMILA_HILIC_GRAD_ACN_PUFR_LC 2018-02-26 09-26-43\2CH-0802.D)
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Obrazek P 32: Chromatogram zaznamenany pii separaci PPG 800 (ptipravené¢ho postupem 7 s2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pii gradientové eluci
99 — 50 — 99 obj. % ACN-octan amonny ve vodé (30 mmol/l) na koloné Ascentis® Express OHS (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um) v systému HILIC-
UV, davkovany objem vzorku 0,1 pl, pratok mobilni faze ACN-octan amonny ve vodé 0,2 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru

pii 254 nm
YWD A, Wavelength=234 nm (KAMILAMKAM.._HILIC{OHS)_ACN-OCT NH4(2GRAD) LC 2018-03-29 10-05-56\2BE-0902.D)
mAL — «©
. B
25
20 o
. C
i =3
15—
10
5 N ‘
] ||,
I, .
D—_ e —_— = —
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
5 10 15 20 25 min




Obrazek P 33: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 600 (pfipraveného postupem 7 s5 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pti gradientové eluci
99k — 50 — 99 obj. % ACN-octan amonny ve vodé (30 mmol/l) na koloné Ascentis® Express OH5 (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 2,7 um) v systému HILIC-
UV, davkovany objem vzorku 0,1 pl, pratok mobilni faze ACN-octan amonny ve vodé 0,2 ml/min, teplota kolony 25 °C, detekce pomoci UV detektoru
pii 254 nm

WVWDT A, Wavelength=234 nm (KAMILAKAM.. _HILIC{OHZ)_ACN-OCT NH4(2GRAD) LC 2018-03-29 10-05-26\2CB-2002.D)
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Obrazek P 34: Chromatogram zaznamenany pii separaci vzorku fenylisokyanatu (pfiprava viz kapitola 2.3.1) pfi gradientové eluci 10k — 80 — 10 obj. % ACN-
voda s pridavkem 1 % kyseliny octové na kolong& Kinetex® C18 (10 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 2,6 um) v systému RP-HPLC-MS, davkovany objem
vzorku 0,5 pl, prutok mobilni faze 0,4 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci UV detektoru pii 254 nm

Shimadzu LC Controller Detector A, Channel 1 from Sanple 21 (PIC) of PEGPPG_20180328.wiff Mex. 1,4e4 .
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Obrazek P 35: Hmotnostni spektra (s navrhovanymi strukturami) zaznamenand pii separaci vzorku fenylisokyanatu pii 18,39 a 24,69 minuté (ptiprava
viz kapitola 2.3.1) pti gradientové eluci 10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda s ptidavkem 1 % kyseliny octové na kolon¢ Kinetex® C18 (10 cm x 3,0 mm s velikosti
¢astic 2,6 um) v systému RP-HPLC-MS, davkovany objem vzorku 0,5 pl, pritok mobilni faze 0,4 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci UV detektoru

pfi 254 nm
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Obrazek P 36: Chromatogram a hmotnostni spektrum s navrhovanymi strukturami (pro pik ve 12,96 min) zaznamenané pii separaci methanolu (pfiprava
viz kapitola 2.3.1 s 5 pl PIC) pii gradientové eluci 10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda s piidavkem 1 % kyseliny octové na koloné Kinetex® C18 (10 cm x 3,0 mm
s velikosti ¢astic 2,6 um) v systému RP-HPLC-MS, davkovany objem vzorku 0,5 pl, prutok mobilni faze 0,4 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci

UV detektoru pti 254 nm
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Obrazek P 37: Chromatogram zaznamenany pii separaci denaturované¢ho ethanolu (pfiprava viz kapitola 2.3.1 s5 pl PIC) pfi gradientové eluci
10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda s ptidavkem 1 % kyseliny octové na koloné Kinetex® C18 (10 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 2,6 um) v systému RP-HPLC-
MS, davkovany objem vzorku 0,5 pul, pritok mobilni faze 0,4 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci UV detektoru pii 254 nm

Shimadzu LC Controller Detector A, Channel 1 from Sanple 18 (BEOH_5) of PEGPPG_20180328.wiff Max. 2,6e4 .
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Obrazek P 38: Hmotnostni spektra (s navrhovanymi strukturami) zaznamenana pii separaci denaturovaného ethanolu pti 16,02 a 18,18 minuté (pfiprava
viz kapitola 2.3.1 s 5 pl PIC) pti gradientové eluci 10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda s piidavkem 1 % kyseliny octové na koloné Kinetex® C18 (10 cm x 3,0 mm

7w

s velikosti ¢astic 2,6 um) v systému RP-HPLC-MS, davkovany objem vzorku 0,5 pl, prutok mobilni faze 0,4 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci

UV detektoru pii 254 nm
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Obrazek P 39: Hmotnostni spektra (s navrhovanymi strukturami) zaznamenana pii separaci denaturovaného ethanolu pti 23,83 a 24,89 minuté (pfiprava
viz kapitola 2.3.1's 5 ul PIC) pfi gradientové eluci 10k — 80 — 10 0bj. % ACN-voda s piidavkem 1 % kyseliny octové na koloné Kinetex® C18 (10 cm x 3,0 mm
s velikosti ¢astic 2,6 um) v systému RP-HPLC-MS, davkovany objem vzorku 0,5 pl, pritok mobilni faze 0,4 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci
UV detektoru pti 254 nm
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Obrazek P 40: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 400 (ptipravené¢ho postupem 8 s2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) a rekonstruovany iontovy
chromatogram pii gradientové eluci 10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda s piidavkem 1 % kyseliny octové na koloné Kinetex® C18 (10 cm x 3,0 mm s velikosti

¢astic 2,6 um) v systému RP-HPLC-MS, davkovany objem vzorku 0,5 pl, pritok mobilni faze 0,4 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci UV detektoru

pfi 254 nm
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e PEG(I’I=?}+PIC
50 = 446,23 [M+HJ*
" 3T
o PEG (I.’l = B} + PIC
i . 490,26 [M+HJ*
28T
m),
247
m,
15361562 137 PEG (I.’l = 9} + PIC
1807 Y . 534,28 [M+H]*
o ] PEG (n=#6) + PIC [M+H]
o 55 e 402,21 [M+H]* | PEG (n = 10) + PIC
g 200 ;. . 578,31 [I'-'I+H]+
pt 1473 =
100] L1606 =
14a7
g =]  PEG(n=5)+PIC PEG (n =11) + PIC
ol - 358,18 [M+H]+ 622,34 [I"'I+H]
© M - PEG (n=12) + PIC
666,36 [I'-'I+H]+
ﬂ)’ E[:ﬁ.
N - PEG (l’l = 13} + PIC
] 710,39 [I'-'I+H]+
2004 aks
0 2 4 6 8 0 © 1 1 18 2 B P s . ., .
Time, min TrE i




Obrazek P 41: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 600 (ptipravené¢ho postupem 8 s2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) a rekonstruovany iontovy

chromatogram pii gradientové eluci 10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda s pridavkem 1 % kyseliny octové na koloné Kinetex® C18 (10 cm x 3,0 mm s velikosti

¢astic 2,6 um) v systému RP-HPLC-MS, davkovany objem vzorku 0,5 pl, pritok mobilni faze 0,4 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci UV detektoru

pfi 254 nm
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Obrazek P 42: Chromatogramy zaznamenané pti separaci PEG 1000 a PPG 400 (ptipravenych postupem 8 s 2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pii gradientové eluci
10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda s piidavkem 1 % kyseliny octové Kinetex® C18 (10 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 2,6 um) v systému RP-HPLC-MS,
davkovany objem vzorku 0,5 ul, prutok mobilni faze 0,4 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci UV detektoru pii 254 nm
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Obrazek P 43: Chromatogramy zaznamenané pii separaci PPG 800 a PPG 1000 (ptipravenych postupem 8 s 2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pti gradientové eluci
10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda s ptidavkem 1 % kyseliny octové na koloné Kinetex® C18 (10 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 2,6 um) v systému RP-HPLC-
MS, davkovany objem vzorku 0,5 pul, pritok mobilni faze 0,4 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci UV detektoru pii 254 nm
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Obrazek P 44: Chromatogramy zaznamenané pii separaci PPG 2700 a PPG 4000 (pfipravenych postupem 8 s 2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pti gradientové eluci
10k — 80 — 10 obj. % ACN-voda s ptidavkem 1 % kyseliny octové na koloné Kinetex® C18 (10 cm x 3,0 mm s velikosti ¢astic 2,6 um) v systému RP-HPLC-
MS, davkovany objem vzorku 0,5 pul, pritok mobilni faze 0,4 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci UV detektoru pti 254 nm
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Obrazek P 45: Chromatogram zaznamenany pii separaci vzorku fenylisokyanatu (piiprava viz kapitola 2.3.1) pii gradientové eluci 99k — 50 — 99 obj. %
ACN-octan amonny ve vodé (30 mmol/l) na koloné¢ Kinetex® HILIC (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 1,7 pm) v systému HILIC-MS, davkovany

objem vzorku 0,5 pl, prutok mobilni faze 0,2 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci UV detektoru pii 254 nm
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Obrazek P 46: Hmotnostni spektra (s navrhovanymi strukturami) zaznamenana pii separaci vzorku fenylisokyanatu pfi 1,35 a 1,57 min (pfiprava
viz kapitola 2.3.1) pfi gradientové eluci 99k — 50 — 99 obj. % ACN-octan amonny ve vodé (30 mmol/l) na koloné Kinetex® HILIC (10 cm x 2,1 mm
s velikosti ¢astic 1,7 um) v systému HILIC-MS, davkovany objem vzorku 0,5 ul, prittok mobilni faze 0,2 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci
UV detektoru pti 254 nm
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Obrazek P 47: Chromatogramy zaznamenané pii separaci methanolu a denaturovaného ethanolu (pfiprava viz kapitola 2.3.1 s 2 ul PIC) pti gradientové eluci
99k — 50 — 99 obj. % ACN-octan amonny ve vodé (30 mmol/l) na kolon& Kinetex® HILIC (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 1,7 um) v systému
HILIC-MS, davkovany objem vzorku 0,5 pl, priutok mobilni faze 0,2 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci UV detektoru pii 254 nm
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Obrazek P 48: Chromatogram zaznamenany pii separaci PEG 400 (ptipravené¢ho postupem 8 s2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) a rekonstruovany iontovy
chromatogram pii gradientové eluci 99K — 50 — 99 obj. % ACN-octan amonny ve vodé (30 mmol/l) na kolon& Kinetex® HILIC (10 cm x 2,1 mm
s velikosti ¢astic 1,7 pm) v systému HILIC-MS, davkovany objem vzorku 0,5 ul, pritok mobilni faze 0,2 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci
UV detektoru pfi 254 nm

W Shimectzu LC Controller Detector A Channel 1 from Sanple 22 (PEGAQO0 2 hic2) of PEGPPG, 20180329 wiff B XCof-80sBp 1, TID 71108 from Sarpe I (PER400_2 Al o FEGRRG_20HEEE wit (Turoo Spray), Srodne Pa 47eE ]
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Obrazek P 49: Chromatogramy zaznamenané pii separaci PEG 600 a PEG 1000 (piipravenych postupem 8 s 2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pii gradientové eluci
99k — 50 — 99 obj. % ACN-octan amonny ve vodé (30 mmol/l) na kolon& Kinetex® HILIC (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 1,7 um) v systému
HILIC-MS, davkovany objem vzorku 0,5 pl, priutok mobilni faze 0,2 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci UV detektoru pii 254 nm

"W SivedzuLC Cortroller Deector A Chamel 1 rom SarTple 24 (PEGRD0.2 ic2) o PEGPPG 20180329 Vex. 7,56t ] W SfireczuLC Cortroller Defector A Chmel 1 rom Sample 26 (PEGLOV0_2_hie2) of PEGPRG 20180629t Nex 2265
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Obrazek P 50: Chromatogram zaznamenany pii separaci PPG 400 (pfipraveného postupem 8 s2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) a rekonstruovany iontovy
chromatogram pii gradientové eluci 99K — 50 — 99 obj. % ACN-octan amonny ve vodé (30 mmol/l) na kolon& Kinetex® HILIC (10 cm x 2,1 mm
s velikosti ¢astic 1,7 pm) v systému HILIC-MS, davkovany objem vzorku 0,5 ul, pritok mobilni faze 0,2 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci
UV detektoru pfi 254 nm

SHimectu LC Cortrller Detector A Charnel 1 from Sairple 28 (PPGACD.2.hiic2) of PEGPPG 20180820 B XC of +EMS: B L, 71810 719 Da from Sample 28 (PPGA00. 2 hiic2) of PEGPPG 20180829 wiff (Turbo Spray), Sroothed e 2,006 )
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Obrazek P 51: Chromatogramy zaznamenané pti separaci PPG 800 a PPG 1000 (piipravenych postupem 8 s 2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pii gradientové eluci

99k — 50 — 99 obj. % ACN-octan amonny ve vodé (30 mmol/l) na kolon& Kinetex® HILIC (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 1,7 um) v systému

HILIC-MS, davkovany objem vzorku 0,5 pl, priutok mobilni faze 0,2 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci UV detektoru pii 254 nm

Srimedizu LC Contraller Detector A, Chanrel L from Sarmple 30 (PPGBI0._2 hilc?) of PEGPPG_20180329wiff W Shimeczu LC Contraller Detector A Channel 1 from Sample 32 (PPGI000 2 hiic2) of PEGPPG 20180329 it Vex. 3065 |
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Obrazek P 52: Chromatogramy zaznamenané¢ pii separaci PPG 2700 a PPG 4000 (ptipravenych postupem 8 s 2 ul PIC, viz kapitola 2.3.1) pti gradientové eluci
99k — 50 — 99 obj. % ACN-octan amonny ve vodé (30 mmol/l) na kolon& Kinetex® HILIC (10 cm x 2,1 mm s velikosti ¢astic 1,7 um) v systému
HILIC-MS, davkovany objem vzorku 0,5 pl, priutok mobilni faze 0,2 ml/min, teplota kolony 40 °C, detekce i pomoci UV detektoru pii 254 nm

"W Shimectzu LC Controller Detector A, Chiannel 1 from Sanple 34 (PPG2700 2. hilic2) of PEGPPG._20180829.iff W Shinedzu LC Contraller Detector A, Channel 1 from Sample 36 (PPGAO00_2 hilic2) of PEGPPG_20180320 wiff Vex 1,565 ]
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