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Mobilní fáze – kvalita rozpouštědel a chemikáliíMobilní fáze kvalita rozpouštědel a chemikálií

Kvalita rozpouštědel a případných aditiv (množství nečistot) ovlivňuje velikost 
šumu a tím i citlivost a mez stanovení.
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Mobilní fáze – odstranění mechanických nečistotMobilní fáze odstranění mechanických nečistot

Filtrace mobilních fázíFiltrace mobilních fází

-odstranění mechanických nečistot filtrací
mobilních fázímobilních fází

- filtry mobilních fází v zásobnících

in line filtry-in-line filtry
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Mobilní fáze - mísitelnostMobilní fáze mísitelnost

Nemísitelná rozpouštědla

- zvyšování tlaku v 
systémusystému

-nereprodukovatelné 
analýzyanalýzy

Výměna nemísitelných rozpouštědel na koloně nebo v zásobnících MF – postupně 
přes společné mísitelné rozpouštědlo:přes společné mísitelné rozpouštědlo:

z hexanu do methanolu:       hexan → 2-propanol → methanol
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Mobilní fáze – odplyněníMobilní fáze odplynění

Test reprodukovatelnosti plochy píku. Kolona Spherisorb ODS II 150 mm × 4.5 mm ID, 5 μm, mobilní fázeTest reprodukovatelnosti plochy píku. Kolona Spherisorb ODS II 150 mm 4.5 mm ID, 5 μm, mobilní fáze  
70/30 MeOH/H2O. Vzorek propylparaben, 0.015 g/L v mobilní fázi.

Reprodukovatelnost signálu v systémech s neodplyněnou mobilní fází je nižší!  

vakuová filtrace                sonikace                           He odplyňovač                      vakuový odplyňovač
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Mobilní fáze – odplyněníMobilní fáze odplynění

Šum se nepřijatelně zvýší, pokud se v cele detektoru tvoří bublinky vzduchu. 
Řešení odplynění mobilní fáze nebo zvýšení tlaku za kolonouŘešení – odplynění mobilní fáze nebo zvýšení tlaku za kolonou.
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Mobilní fáze – odplyněníMobilní fáze odplynění

U neodplyněných vzorků se posouvá absorpční hrana k vyšším vlnovým délkám.
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Mobilní fáze – kompatibilita s detekcíMobilní fáze kompatibilita s detekcí

Při UV detekci je třeba brát ohled na absorpční hranu použitých rozpouštědel a 
di iaditiv.

Při elektrochemické detekci je třeba zajistit dostatečnou vodivost mobilní fáze 
přídavkem solí a pufrů.
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Mobilní fáze – kompatibilita s detekcíMobilní fáze kompatibilita s detekcí

ELSD, MS a CAD detektory vyžadují, aby mobilní fáze byla dostatečně těkavá. 
N ží j ěk é fNutno používat jen těkavé pufry.

Vhodná aditiva:
kyselina mravenčí kyselina octovákyselina mravenčí,kyselina octová
amoniak
octan amonný, mravenčan ammoný
hličit ýuhličitan amonný

Nevhodná aditiva:
minerální kyseliny (fosforečná, sírová)
alkalické hydroxidy, kvartérní amoniové 
báze, fosfátové pufry, TRIS pufry, p y, S p y
detergenty (např. SDS) 
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Mobilní fáze – přípravaMobilní fáze příprava

Způsoby přípravy mobilních fází

Pozor na objemové změny při 
mísení rozpouštědel!mísení rozpouštědel!

Je nutné uvádět, jakým způsobem 
byla mobilní fáze připravenabyla mobilní fáze připravena.

Separace výbušnin v mobilních fázích obsahujících 
60% MeOH připravených různými způsoby.
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Vzorek – pevné nečistotyVzorek pevné nečistoty

Filtrace / centrifugace vzorků

Nerozpustných částice ve vzorcích mohou způsobit zanesení systému, 
zejména kolony Vzorek je vhodné čistit filtrací nebo centrifugacízejména kolony. Vzorek je vhodné čistit filtrací nebo centrifugací.
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Vzorek – druh rozpouštědlaVzorek druh rozpouštědla

Vhodným rozpouštědlem pro vzorek je mobilní fáze. Nástřik vzorku 
rozpuštěného v silném solventu (zejména při větších dávkovaných objemech)rozpuštěného v silném solventu (zejména při větších dávkovaných objemech) 
rozmyje vzorek v koloně.
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Vzorek – množství vzorku, objem vzorkuVzorek množství vzorku, objem vzorku

Uvažujme vzorek rozpuštěný v mobilní fázi. Při vysokých nástřikovývch 
objemech se jsou píky širší, v extrémních případech má pík plochý vrchol 
( d jd k tř í k l ě) Dá k é bj k č í HPLC 2 20 L(nedojde k zaostření na koloně). Dávkované objemy v konvenční HPLC: 2-20 μL.
Vzorek rozpuštěný ve slabším rozpouštědle než je MF lze dávkovat ve větších 
objemech (zaostření na koloně).

Uvažujme vzorek rozpuštěný v mobilní fázi a malý dávkovaný objem. Kolona má 
omezenou kapacitu zachytit vzorek (tj stacionární fáze se může nasytitomezenou kapacitu zachytit vzorek (tj. stacionární fáze se může nasytit 
vzorkem). Při vysokých koncentracích vzorků se získá trojúhelníkový záznam, 
šířka roste s koncentrací, snižuje se retenční čas. 
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Dávkovače vzorků - proplachováníDávkovače vzorků proplachování

Dávkovače (smyčka, jehly, kapiláry) se proplachují dostatečným objemem 
h d éh š ědl ( jlé d l ě éh )vhodného rozpouštědla (nejlépe odplyněného).

Vhodné je rozpouštědlem s obdobnou eluční silou jako má MF (je třeba se 
vyhnout pufrům které by mohly zakrystalovat) nebo s vyšší eluční silou 100%vyhnout pufrům, které by mohly zakrystalovat) nebo s vyšší eluční silou – 100% 
organického rozpouštědla  - methanol, 2-propanol, acetonitril.

vnější oplach jehly 
v mycí stanici
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Dávkovače vzorků – proplachování, chlazeníDávkovače vzorků proplachování, chlazení

Nesprávné proplachování 
ůž ů řmůže způsobit přenos 

vzorku mezi analýzami 
(“carryover”).

Chlazení vzorků: vyšší stabilita vzorků, nižší odpar těkavých rozpouštědel. 

Pozor na precipitaci při nižších teploách !Pozor na precipitaci při nižších teploách !
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Tlak v HPLC systémuTlak v HPLC systému

Jednotlivé části HPLC systému mají předepsaný maximální tlak, průtok mobilní 
fá j é li k b b l ř k č d šl k k j ji h šk ífáze je nutné volit tak, aby nebyl překročen a nedošlo tak k jejich poškození.

Klasická HPLC: tlakový limit přístroje ~400 bar, kolony ~200 bar

UHPLC: tlakový limit přístroje ~1000 bar, kolony ~600 bar

Ochrana před vysokým tlakem – nastavení limitu, po jehož překročení se 
č dl t íčerpadlo zastaví.

Poškození kolony vysokým tlakem vznik mrtvého objemu v Poškození PEEKové trubice 
vysokým tlakem v místě ohybu.

Poškození kolony vysokým tlakem – vznik mrtvého objemu v 
koloně se projeví zdeformovanými nebo zdvojenými píky



MC230P14 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie, 2010/2011

Tlak v HPLC systémuTlak v HPLC systému

Tlak je dán viskozitou a průtokem mobilní fáze, velikostí částic náplně kolony a 
l k ý i ik i é (k ilá j í k či fil htlakovými restrikcemi v systému (kapiláry, spojovací prvky, nečistoty na filtrech 
apod.)

Viskozita směsí rozpouštědel s 
vodou je většinou vyšší než by 
odpovídalo průměru ! Pozor na p p
změny tlaku při gradientové eluci.
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Tlak v HPLC systémuTlak v HPLC systému

Tlak zvyšují pevné nečistotyTlak zvyšují pevné nečistoty 
v kapilárách, spojkách, na 
koloně, předkoloně a v 
dalších částech systému.

Fluktuace tlaku jsou většinou spojeny s problémy čerpadla.

Příčinou může být:

- vzduch v čerpadle (→propláchnout 
pumpu při vysokém průtoku)

k t l ý f ( lá h t- zakrystalovaný pufr (→ propláchnout 
vodou, sonikace a vyčištění 
jednocestných ventilů)
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Tlak v HPLC systémuTlak v HPLC systému

Hledání problematického místaHledání problematického místa, 
kde dochází ke zvyšování tlaku 
– od konce HPLC systému
(postupně rozpojujeme systém a(postupně rozpojujeme systém a 
sledujeme tlak):

1.odpadní kapilára z detektoru, 
regulátor zpětného tlaku

2. cela detektoru

3. kolona3 o o a

4. předkolona

5 dávkovač5. dávkovač

6. čerpadlo

MC230P14 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie, 2010/2011

Kolona – použití předkolonyKolona použití předkolony

Předkolona velmi významně prodlužuje životnost kolony

směs standardů:  bez předkolony 1500-2000 analýz, s předkolonou až 10 000

vzorky plazmy, mléka apod s minimální úpravou: bez předkolony nelze

Ekonomická rozvaha: pokud předkolona vydrží >100 analýz, tak není nutná další 
úprava vzorkůp

Materiál náplně předkolony musí být zcela identický s náplní kolon (i různé C18Materiál náplně předkolony musí být zcela identický s náplní kolon (i různé C18 
mohou vést ke zhoršení separace).
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Kolona – kompatibilní rozpouštědlaKolona kompatibilní rozpouštědla

Silkageové kolony: vazby Si-O-Si g y y
hydrolyzují při vyšších teplotách, 
vysokých koncentracích pufrů, pH<2 a 
ve fázích s vysokým obsahem vodyve fázích s vysokým obsahem vody. 
Vznikají volné silanoly Si-OH, které 
způsobují chvostování píků.

Při vyšším pH (pH>8) se silikagel 
rozpouští. Lepší stability se dosahuje u 
“endcapovaných” kolon.endcapovaných  kolon.

Polymerní kolony: pH stabilita 2-1, v 
některých rozpouštědlech (THF, 
chloroform) mohou bobtnat, čímž se 
zvyšuje se tlak.

Rozpustnost silikagelu – Zorbax C18, 
methanol/0.1M pufr pH 10 

Dbát doporučení výrobce !
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Kolona – instalace, regenerace, skladováníKolona instalace, regenerace, skladování

Postup regenerace reverzních fázíInstalace kolony

Nová kolona se před měřením 
propláchne mobilní fází v objemu 
odpovídající cca 10x objemu kolonyodpovídající cca 10x objemu kolony

(kolony 4.6x150mm = 25mL)

St bili k l j RP hlá NPStabilizace kolony je u RP rychlá, u NP 
kolon (silikagel, alumina) může trvat až 
několik dní při 1.0 ml/min.

Skladování kolon

Kolony na bázi silikagelu se skladují v aprotických rozpouštědlech, pro RP 
by neměl obsah vody přesáhnout 50%. Vhodným rozpouštědlem je 

f ůacetonitril. Pozor na precipitaci zbytku pufrů v koloně při proplachování 
čistým acetonitrilem! 

Kolona se musí skladovat uzavřená těsnícími šrouby!Kolona se musí skladovat uzavřená těsnícími šrouby!
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Kolonový termostat – vliv teploty na separaciKolonový termostat vliv teploty na separaci

Teplota ovlivňuje retenci analytů na koloně Stabilita teploty je důležitá proTeplota ovlivňuje retenci analytů na koloně. Stabilita teploty je důležitá pro 
reprodukovatelnost retenčních časů.
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Minimalizace mrtvých objemůMinimalizace mrtvých objemů

Použití šroubu s pevně 
“zakouslou” ferulí Použití standardního šroubení pro zakouslou  ferulí. p

kapiláry menších průměrů
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Detekce - UVDetekce UV

pH 5.2-9.2

pH 4.2

H 3 2

p

pH 3.2

pH 1.2-2.2

vlnová délka (nm)

pH mobilní fáze má vliv na UV spektra ionizovatelných analytů. U anilinu p p ý y
klesá odezva při 232 nm s klesajici hodnotou pH (anilin je více protonizován).
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Detekce - UVDetekce UV
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kolona:  Luna C18(2), mobilní fáze: 15 mM K2HPO4 ve vodě/acetonitril 90/10

Nejvyšší odezva (a retence) je v mobilních fázích kde anilín není protonizovanýNejvyšší odezva (a retence) je v mobilních fázích, kde anilín není protonizovaný.
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Detekce - MSDetekce MS

Kompatibilita mobilních fází s iontovým zdrojem MS detektoruKompatibilita mobilních fází s iontovým zdrojem MS detektoru

Reverzní chromatografie: vodně-organické nebo organické mobilní fáze, nízké 
k t těk ý h f ů H ětši 2 8koncentrace těkavých pufrů, pH většinou 2-8.

Velmi dobrá kompatibilita s většinou iontových zdrojů.

Normální chromatografie: organické mobilní fáze bez pufrů a úpravy pH. 

Větši d b á k tibilit APCI APPIVětšinou dobrá kompatibilita s APCI a APPI.

Iontově párová chromatografie: vodně-organické nebo organické mobilní fáze 
s přídavkem iontově-párového činidla. 

Omezená kompatibilita s ESI iontově párové činidlo potlačuje signál (nejsouOmezená kompatibilita s ESI, iontově-párové činidlo potlačuje signál (nejsou 
volné ionty). 
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Detekce - MSDetekce MS
Elektrosprej:

b i ké látk d t kbazické látky - detekce 
pozitivně nabitých iontů 
(MF kyselá, pH aspoň 2 
jednotky pod pKa)

kyselé látky - detekce y y
negativně nabitých iontů
(MF bazická, pH aspoň 2 
jednotky nad pKa)

Účinnost ioni ace je á islá na pH mobilní fá e Pro technik které žad jí jako

jednotky nad pKa)

Účinnost ionizace je závislá na pH mobilní fáze. Pro techniky, které vyžadují jako 
první krok odpaření (APCI, APPI) je výhodnější, pokud je analyt neutrální (vyšší 
těkavost). Pro ESI je výhodnější, aby byla látka v roztoku ionizována (desorpce 
iontu).

Pokud se optimální pH pro separaci liší od optima pro detekci, je možná p p p p p p j
pokolonová úprava pH.
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Metoda pro testování stavu systémuMetoda pro testování stavu systému

Pravidelné testování

Jednoduchá metoda pro pravidelné testování stavu HPLC systému. Analýza 
definovaného vzorku za daných podmínek. 

Sledujeme zejména:

šířky píků – počet teoretických pater

asymetrii píků

retenční časyretenční časy

relativní retenci nebo rozlišení kritických párů analytů

velikost odezvy (výšky píků)velikost odezvy (výšky píků)

P id l é t t á í ž í dh lit blé HPLC té k lPravidelné testování umožní odhalit problémy v HPLC systému, kolonu na 
konci životnosti, poruchu detektoru apod.
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HPLC instrumenty – vybrané výrobkyHPLC instrumenty vybrané výrobky

AgilentAgilent

1120 Compact LC
1200 Series System
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HPLC instrumenty – vybrané výrobkyHPLC instrumenty vybrané výrobky

DionexDionex

UltiMate ®  3000 LCi Series
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HPLC instrumenty – vybrané výrobkyHPLC instrumenty vybrané výrobky

EcomEcom

Gradientní analytický systémIzokratický analytický systém 
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HPLC instrumenty – vybrané výrobkyHPLC instrumenty vybrané výrobky

ShimadzuShimadzu

Prominence Prominence UFLC 
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HPLC instrumenty – vybrané výrobkyHPLC instrumenty vybrané výrobky

ThermoThermo

Accela High Speed LCSurveyor Plus
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HPLC instrumenty – vybrané výrobkyHPLC instrumenty vybrané výrobky

WatersWaters

Alliance HPLC ACQUITY UPLC
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Analýza biomolekul a ý
makromolekul
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PEPTIDYPEPTIDY

Základní stavební jednotkou peptidů jsou aminokyseliny 
(< 50) které lze rozdělit podle polarity postranního(< 50), které lze rozdělit podle polarity postranního 
řetězce R na polární (nenabité, kyselé, bazické) a 
nepolární (hydrofobní).

Peptidy s basickými a kyselými skupinami 
jsou charakterizovány izoelektrickým

leucin lysin k. asparagová

jsou charakterizovány izoelektrickým 
bodem, jejich celkový náboj závisí na pH 
roztoku (mobilní fáze). 

Retenční chování je výrazně ovlivněno celkovou hydrofobicitou a počtem nabitých 
skupin. U “delších” peptidů (> cca 10 aminokyselin) hraje roli i sekundární 
struktura, případně tvorba disulfidových můstků.

Separační systémy: reverzní chromatografie na C18 nebo C8 (separace dle 
hydrofobicity) a iontově-výměnná chromatografie (separace dle náboje).
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Separace peptidů v RP systémechSeparace peptidů v RP systémech

Reverzní chromatografie je nejčastěji používaná kvůli možnostem měnit složení 
a pH mob fáze v širokém rozmezí Kolony C18 nebo C8 na silikagelovéma pH mob. fáze v širokém rozmezí. Kolony C18 nebo C8 na silikagelovém 
nosiči, případně polymerní nebo monolitické fáze, pórovitost 50-300 Å, 
gradientové separace nejčastěji v systémech zředěná kyselina (octová, 

čí t ifl t á)/ t it ilmravenčí, trifluoroctová)/acetonitril.
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Separace peptidů v iontově-výměnných systémechSeparace peptidů v iontově výměnných systémech

Iontově-výměnná chromatografie nejčastěji využívá silné katexy (sulfo skupina), ý g j j y y ( p ),
které jsou negativně nabité v neutrálním a kyselém prostředí. Při nízkém pH je 
karboxyl peptidů protonován a při separaci se tak projevují bazické funkční 
skupinyskupiny.
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Separace peptidů v 2D (RPxIEC) systémechSeparace peptidů v 2D (RPxIEC) systémech

Kombinace separačních mechanismů pro maximální dělení komplexních směsí 
tidů Hl í žití t i MS d t kpeptidů. Hlavní využití v proteomice – MS detekce.
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Detekce peptidůDetekce peptidů

Spektrofotometrická detekce v nízké UV oblasti 190-215 nm (absorbance amidové p (
peptidické vazby)

Hmotnostně-spektrometrická detekce elektrospray nebo nanoelektrospray

Citlivá detekce, určení molekulové hmotnosti peptidu, případně struktury z MS/MSCitlivá detekce, určení molekulové hmotnosti peptidu, případně struktury z MS/MS 
dat.
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PROTEINY (BÍLKOVINY)PROTEINY (BÍLKOVINY)

Proteiny jsou vysokomolekulární biomolekuly složené z 
aminokyselin (>> 50) které mohou být posttranslačněaminokyselin (>> 50), které mohou být posttranslačně 
modifikovány. Proteiny v nativním stavu mají 
charakteristickou 3D strukturu, působením kyselin, bází, 

lí štěd l d d t jí ( áž í t átsolí, org. rozpouštědel apod. denaturují (srážení, ztráta 
rozpustnosti).

Proteiny lze separovat na základě celkové hydrofobicity velikosti molekul a počtuProteiny lze separovat na základě celkové hydrofobicity, velikosti molekul a počtu 
nabitých skupin. Nejčastěji využívanými separačními systémy jsou: reverzní 
chromatografie, vylučovací (size-exclusion, gelová) chromatografie a iontově 
výměnná chromatografie.

Separace komplexních proteinových směsí: 
klasickou metodu (dvourozměrnou gelovou
elektroforézu (2D-PAGE)) lze nahradit 2D HPLC ( ))
separací – kombinace SEC-RPHPLC, 
IEC-RPHPLC, příp. IEF (izoelektrická fokusace)-
RPHPLCRPHPLC
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Separace proteinů v RP systémechSeparace proteinů v RP systémech

Reverzní chromatografie: Kolony C4 – C18 na silikagelovém nosiči, případně 
polymerní nebo monolitické fáze široké póry 300 Å gradientové separacepolymerní nebo monolitické fáze, široké póry 300 Å, gradientové separace 
nejčastěji v systémech zředěná kyselina (octová, mravenčí, 
trifluoroctová)/acetonitril.
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Separace proteinů v SEC systémechSeparace proteinů v SEC systémech

Gelová chromatografie: gely různých pórovitostí (200-1000 Å) na silikagelovém 
nosiči případně polymerní fáze separace nejčastěji v roztocích pufrů Adsorpcenosiči, případně polymerní fáze, separace nejčastěji v roztocích pufrů. Adsorpce 
analytu na stacionární fázi a denaturace proteinů je minimalizována.
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Separace proteinů v iontově-výměnných systémechSeparace proteinů v iontově výměnných systémech
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Detekce proteinůDetekce proteinů

Spektrofotometrická detekce v UV oblasti 190-215 nm (absorbance amidové p (
peptidické vazby) nebo při 280 nm (absorbance aromatiky tyrosinu a tryptofanu).

Hmotnostně-spektrometrická detekce elektrospray nebo nanoelektrospray

Citlivá detekce, určení molekulové hmotnosti proteinu z vícenásobně nabitých iontůCitlivá detekce, určení molekulové hmotnosti proteinu z vícenásobně nabitých iontů 
(dekonvoluce).
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OLIGONUKLEOTIDYOLIGONUKLEOTIDY

Oligonukleotidy jsou krátké oligomery nukleových kyselin. 
Mají charakter polyaniotů (kvůli přítomnosti fosfátovýchMají charakter polyaniotů (kvůli přítomnosti fosfátových 
skupin). Chromatografické chování je ovlivněno celkovou 
velikostí molekul a sekvencí nukleových kyselin.

Možnosti separace oligonukleotidů:

R í h t fi dík ů ýReverzní chromatografie – separace díky různým 
nukleobázím v řetězcích.

Iontově výměnná chromatografie separace naIontově-výměnná chromatografie – separace na 
anexech díky záporně nabitým fosfátům.

Gelová chromatografie - separace na základě G g p
různých velikostí molekul.
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RP-HPLC (iontově-párová) oligonukleotidůRP HPLC (iontově párová) oligonukleotidů

Pufr slouží jako iont-párové činidlo. 

TEAA t i th l i t tTEAA = triethylammonium acetate



MC230P14 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie, 2010/2011

SACHARIDYSACHARIDY

Sacharidy jsou aldehydy nebo ketony (příp hemiacetalySacharidy jsou aldehydy nebo ketony (příp. hemiacetaly 
nebo hemiketaly) s množstvím hydroxyskupin. Existují jako 
nízkomolekulární látky (mono-, disacharidy) až polymery 
(polysacharidy)(polysacharidy)

Možnosti separace mono, di- a oligosacharidů:

Normální chromatografie na amino fázích (HILIC)
- separace dle polarity sacharidu

Chromatografie na iontově vylučovacích kolonách
– kombinace separačních mechanismů

G l á h t fi ákl děGelová chromatografie - separace na základě 
různých velikostí molekul.
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Separace mono, disacharidů na amino fáziSeparace mono, disacharidů na amino fázi

Kolony s chemicky vázanými aminoskupinami, mobilní fáze acetonitril/voda.
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Separace sacharidů na iontově vylučovacích kolonáchSeparace sacharidů na iontově vylučovacích kolonách 

Iontoměniče s navázanými ionty kovů: Ca, Ag, Pb apod. Mobilní fáze - voda
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LIPIDYLIPIDY

Lipidy – strukturně odlišné skupiny sloučenin odvozené od 
mastných kyselin Jednoduché lipidy mastné kyselinymastných kyselin. Jednoduché lipidy – mastné kyseliny, 
estery, acylglyceroly; složené lipidy – glykolipidy, fosfolipidy.

Možnosti separace lipidů:

Normální chromatografie – separace jednotlivých 
skupin (tříd) lipidů podle polarity funkčních skupin

Reverzní chromatografie – separace lipidů v 
rámci jedné třídy dle hydrofobicity (délky 
acylových zbytků)acylových zbytků)

Argentační chromatografie - separace podle 
počtu dvojných vazeb v molekule
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Separace triacylglycerolů v RP-HPLCSeparace triacylglycerolů v RP HPLC

HPLC podmínky: kolony Nova-Pak C18 (300 x 3,9 a 150 x 3,9 mm, 4 µm, Waters) zapojené do série. Mobilní 
fáze: acetonitril (A) a 2-propanol (B). Lineární gradient- 0 min – 100 % ACN, průtok 1 ml/min, 108 min – 70% 
IPA, průtok 1 ml/min, 122 min – 80 % IPA, průtok 0,7 ml/min, 128 min – 100 % ACN, průtok 0,7 ml/min, 

ů130min – 100% ACN, průtok 1 ml/min. Pokolonový přídavek 100 mM octanu amonného v 2-propanol-vodě 
(1:1, v/v). APCI MS detekce full scan m/z 150-1200, 400°C.
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Argentační chromatografie triacylglycerolůArgentační chromatografie triacylglycerolů

HPLC podmínky: kolona Valco ChromSpher 5 Lipids (250x4.6 mm, 5 mm) fáze: hexan (A),
hexan/2-propanol/acetonitril 30:9:1, v/v/v (B) . Gradientový program: 100 % A 10 min, lineárně do 18 % B 

 32 i  d  35 %  37 i   d  100 % f B  40 i  I k i k  100 % f B d  41 i  P ů k 1 l/ i  ve 32 min, do 35 % ve 37 min a do 100 % of B ve 40 min. Isokraticky 100 % of B do 41 min. Průtok 1ml/min. 
Pokolonový přídavek 100 mM octanu amonného v 2-propanol-vodě (9:1, v/v). APCI MS detekce full scan
m/z 150-1200, 400°C.
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STEROIDNÍ SLOUČENINYSTEROIDNÍ SLOUČENINY

Steroidy – terpenoidní lipidy, derivátyderiváty cyklopentan-
perhydrofenanthrenu. Vznikají oxidací terpenů. Z hlediskaperhydrofenanthrenu. Vznikají oxidací terpenů. Z hlediska 
chemie jde o alkoholy, alkaloidy, hormony, vitaminy, kyseliny.

Separace steroidů: Reverzní chromatografie – na C8-C18, 
ACN/voda, MeOH/voda

MC230P14 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie, 2010/2011

KAROTENOIDYKAROTENOIDY

Karotenoidy přírodníKarotenoidy – přírodní 
organické pigmenty
(tetraterpenoidy), které se 
vyskytují v rostlinách jako 
fotosyntetická barviva. Mají 
výrazné antioxidační účinky.ý y

Separace karotenoidů:

R í h t fiReverzní chromatografie –
separace dle hydrofobicity

kolony C8 C30 ACN/vodakolony C8-C30, ACN/voda, 
MeOH/voda



MC230P14 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie, 2010/2011

FENOLICKÉ LÁTKY a POLYFENOLICKÉ LÁTKYFENOLICKÉ LÁTKY a POLYFENOLICKÉ LÁTKY 

Flavonoidy – rostlinné fenoly odvozeny od flavanu. 
Běžně bývají všechny tři kruhy substituoványBěžně bývají všechny tři kruhy substituovány 
hydroxyskupinami nebo ethoxyskupinami a 
jednotlivé deriváty se liší pouze stupněm substituce 

id Fl id jí ti id č í l t tia oxidace. Flavonoidy mají antioxidační vlastnosti.

Separace flavonoidů: Reverzní chromatografie, 
kolony C8 C18 ACN/voda MeOH/vodakolony C8-C18, ACN/voda, MeOH/voda

Kolona: Zorbax SB-C18 column (250mm×4.6mm I.D., 5 um)¨Mobilní fáze: voda (A), 
acetonitril (B). Gradient:: 0–15 min, 22–28% B; 15–20 min, 28–35% B; 20–40 min, 
35–39% B; 40–50 min, 39–100% B; Průtok 1 ml/min. UV detekce 270 nm.
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SYNTETICKÉ POLYMERYSYNTETICKÉ POLYMERY

Možnosti separace synt. polymerů:

Reverzní chromatografie – separace dle hydrofobicity

Vylučovací chromatografie - separace na základě různých 
lik tí l k lvelikostí molekul.

RP-HPLC



MC230P14 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie, 2010/2011

SYNTETICKÉ POLYMERYSYNTETICKÉ POLYMERY

SEC-LC

Na základě kalibrace lze z 
elučních objemů v SEC určit 
molární hmotnost polymerůmolární hmotnost polymerů. 


