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Mobilni faze — kvalita rozpoustédel a chemikalii

Kvalita rozpoustédel a pfipadnych aditiv (mnozstvi necistot) ovliviuje velikost
Sumu a tim i citlivost a mez stanoveni.
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Mobilni faze — odstranéni mechanickych necistot

Filtrace mobilnich fazi

-odstranéni mechanickych nedistot filtraci
mobilnich fazi

- filtry mobilnich fazi v zasobnicich

-in-line filtry

phencoe
oy
S
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Mobilni faze - misitelnost

Acetone (0.32)
Acetonitrile (ACN) (0.37)
Benzene (0.65)
Butanol (0.73)
Carbon tetrachloride (0.97)
Chloraform (0.57)
Cyclohexane (1.00)

Miscibility Chart Adapted from Paul Sadek.
The HPLC Solvent Guide Wiley-Interscience, 2002.

Miscible (Viscasity in cP)
. Immiscible (Viscosity in cP)

1,2- Dichloroethane (0.79)
Dichloromethane (0.44)
Dimethyl formamide (DMF) (0.92)
Dimethyl sulfoxide (DMSO) (2.00)

Dioxane (1.54)
Ethanol {1.20)
Ethyl acetate {(0.45)
Ethyl ether (0.32)
Heptane (0.39)
Hexane (0.33)

Iso-octane

Isopropyl alcohal (2.30)
Methanal (0.60)
Methyl-t-butyl ether (0.27)
Methyl ethyl ketone (0.45)
Pentane (0.23)
Tetrahydrofuran (THF) (0.55)
Toluene (0.59)

HEE B oo
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Nemisitelna rozpoustédla

- zvySovani tlaku v
systému

-nereprodukovatelné
analyzy

Vymeéna nemisitelnych rozpoustédel na koloné nebo v zasobnicich MF — postupné
pres spole¢né misitelné rozpoustédlo:

Z hexanu do methanolu:

hexan — 2-propanol — methanol
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Mobilni faze — odplynéni
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Test reprodukovatelnosti plochy piku. Kolona Spherisorb ODS 1l 150 mm x 4.5 mm ID, 5 ym, mobilni faze
70/30 MeOH/H,0. Vzorek propylparaben, 0.015 g/L v mobilni fazi.

Reprodukovatelnost signalu v systémech s neodplynénou mobilni fazi je nizsi!

0
pharenen

vakuova filtrace sonikace He odplynovacd vakuovy odplynovac
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Mobilni faze — odplynéni

AU AU

Sum se nepfijateln& zvysi, pokud se v cele detektoru tvofi bublinky vzduchu.
ReSeni — odplynéni mobilni faze nebo zvySeni tlaku za kolonou.
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Mobilni faze — odplynéni

m->200 220 S0 260 280

300

U neodplynénych vzorkl se posouva absorpéni hrana k vys$Sim vinovym délkam.
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Mobilni faze — kompatibilita s detekci

PFi UV detekci je tfeba brat ohled na absorpcni hranu pouzitych rozpoustédel a

aditiv.

TARIE 11 Annravimato {utn
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Solvent or Solvent Class ¢ Cutoff (nm)

Acetonitrile and water
Alkanes (hexane iso-octane, etc.)

1‘\1&)’[ d.I.LUI].Ulb \rm:umum l.‘.lUPl'Up)’l dlw[lUl eic. J

Alkyl ethers (diethyl ether, methyl -butyl ether, etc.)

Alkyl chlorides (dichloromethane, chloroform, etc.)
Freons '

Alkyl acetates (ethyl and butyl acetate, etc.)

Alkyl amides (dimethylformamide, dimethylacetamide, etc.)

Benzene and alkyl benzenes (toluene, xylene, etc.)
Chlorobenzenes (chlorobenzene, 1,2-dichlorobenzene, etc.)

L OTOOSNZENCS (CiLOTOoSNZENs, 1, L=GICiLOIOoSZar

Alkyl ketones (acetone, methyl propyl ketone, etc.)

<190
190-205
205-220
210-220
220-270
225-245
250-260
260-270
270-290

280 210
()

P it e g |

320-340

2 All solvents unpreserved.

Pri elektrochemické detekci je tfeba zajistit dostateénou vodivost mobilni faze

pridavkem soli a pufru.
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Mobilni faze — kompatibilita s detekci

ELSD, MS a CAD detektory vyzaduji, aby mobilni faze byla dostate¢né tékava.
Nutno pouzivat jen tékavé pufry.

Vhodna aditiva:

kyselina mravenci,kyselina octova
amoniak

octan amonny, mraven¢an ammony
uhlic¢itan amonny

Nevhodna aditiva:

mineralni kyseliny (fosforecna, sirova)
alkalické hydroxidy, kvartérni amoniové
baze, fosfatové pufry, TRIS pufry
detergenty (napr. SDS)
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Mobilni faze — priprava

Zpusoby pFipravy mobilnich fazi _’L_I . , s
Pozor na objemové zmény pfi /0 N
miseni rozpoustédel! ; : : @

Je nutné uvadét, jakym zpusobem
byla mobilni faze pfipravena.

o 4 8 12 16 20 min

Separace vybusnin v mobilnich fazich obsahujicich
60% MeOH pfipravenych rdznymi zpsoby.
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Vzorek — pevné necistoty

Filtrace / centrifugace vzorku

Nerozpustnych ¢astice ve vzorcich mohou zpusobit zaneseni systému,
zejména kolony. Vzorek je vhodné Gistit filtraci nebo centrifugaci.
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Vzorek — druh rozpoustédla

0.006 .
. Sample in MeOH
0.005
0.004
AU 0.003 Minocycline
0.002 Tetracycline Demeclocycline

0.001
0.000

10.0 20.0 30.0
Minutes

Sample in HPLC Mobile Phase
0,005 5 (0.1% TFA, 4%ACN and 5%MeOH in Water)

Minocycline

Tetracycline

AU .
Demeclocycline

T T T
10.0 20.0 300
Minutes

Vhodnym rozpoustédlem pro vzorek je mobilni faze. Nastfik vzorku
rozpusténeho v silném solventu (zejména pfi vétSich davkovanych objemech)
rozmyje vzorek v koloné.
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Vzorek — mnozstvi vzorku, objem vzorku

Uvazujme vzorek rozpustény v mobilni fazi. Pfi vysokych nastfikovyvch
objemech se jsou piky Sirsi, v extrémnich pfipadech mé pik plochy vrchol
(nedojde k zaostfeni na koloné). Davkované objemy v konvenéni HPLC: 2-20 puL.
Vzorek rozpustény ve slabSim rozpoustédle nez je MF Ize davkovat ve vétSich
objemech (zaostfeni na koloné).

Uvazujme vzorek rozpustény v mobilni fazi a maly davkovany objem. Kolona ma
omezenou kapacitu zachytit vzorek (tj. stacionarni faze se miaze nasytit
vzorkem). Pfi vysokych koncentracich vzorki se ziska trojuhelnikovy zaznam,
Sifka roste s koncentraci, sniZuje se retenéni ¢as.
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Davkovace vzorkl - proplachovani

Davkovace (smycka, jehly, kapilary) se proplachuji dostate€nym objemem
vhodného rozpoustédla (nejlépe odplynéného).
Vhodné je rozpoustédlem s obdobnou eluéni silou jako ma MF (je tfeba se

vyhnout pufrdm, které by mohly zakrystalovat) nebo s vysSi eluéni silou — 100%
organického rozpoustédla - methanol, 2-propanol, acetonitril.

Transfer Tube

vnéjSi oplach jehly
v myci stanici
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Davkovace vzorkll — proplachovani, chlazeni

Nespravné proplachovani
muZe zpusobit pfenos
vzorku mezi analyzami
(“carryover”).

Chlazeni vzorku: vySsi stabilita vzorkd, nizSi odpar tékavych rozpoustédel.

Pozor na precipitaci pfi nizSich teploach ! N — -
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Tlak v HPLC systému

Jednotlive ¢asti HPLC systému maji pfedepsany maximalni tlak, pratok mobilni
faze je nutné volit tak, aby nebyl prekro¢en a nedoSlo tak k jejich poSkozeni.

Klasicka HPLC: tlakovy limit pfistroje ~400 bar, kolony ~200 bar
UHPLC: tlakovy limit pfistroje ~1000 bar, kolony ~600 bar

Ochrana pred vysokym tlakem — nastaveni limitu, po jehoZ pfekroceni se
Cerpadlo zastauvi.

J \ '

Poskozeni kolony vysokym tlakem — vznik mrtvého objemu v

. e . Y Poskozeni PEEKové trubice
koloné se projevi zdeformovanymi nebo zdvojenymi piky

vysokym tlakem v misté ohybu.
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Tlak v HPLC systému

Tlak je dan viskozitou a prutokem mobilni faze, velikosti ¢astic napiné kolony a
tlakovymi restrikcemi v systému (kapilary, spojovaci prvky, necistoty na filtrech
apod.)

Rozpoustédlo Viskozita (cI?)

Hexan 0.29

Acetone 0.32

Acetonitril 0.34

Heptan 0.40

| Dichlormethan 0.41

Ethylacetat 0.45

Tetrahydrofuran 0.46

|Tsooktan 0.47

Methanol 0.54

Toluen 0.55

Chloroform 0.57

|m- Xylen 0.62

Dimethylformamid 0.80

Tetrachlormethan 0.90

|Cyklohexan 0.90 Viskozita smési rozpousStédel s
M o vodou je vétsinou vyssi nez by
2-Propanl 1.90 odpovidalo praméru ! Pozor na
Dimethylsulfoxid 2.00 zmeény tlaku pfi gradientové eluci.
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Tlak v HPLC systému

Tlak zvySuji pevné necistoty
v kapilarach, spojkach, na
koloné&, pfedkoloné a v
dalSich ¢astech systému.

Fluktuace tlaku jsou vétSinou spojeny s problémy Cerpadla.

Pricinou mUze bvt:

- vzduch v Cerpadle (—proplachnout
pumpu pfFi vysokém pritoku)

- zakrystalovany pufr (— proplachnout
vodou, sonikace a vycisténi
jednocestnych ventil)
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Tlak v HPLC systému

Hledani problematického mista,
kde dochazi ke zvySovani tlaku
— od konce HPLC systému
(postupné rozpojujeme systém a
sledujeme tlak):

1.odpadni kapilara z detektoru,
regulator zpétneho tlaku

2. cela detektoru
3. kolona

4. predkolona

5. davkovacé

6. Cerpadlo
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Kolona — pouziti predkolony

Conditions
Symmetry™ € 39 mm X 150
mm with Sentry™ Guard
Column 3.9 mm X 20 mm

Injection 5020

Start

* Guard Column Changed Every 500 Injections

Predkolona velmi vyznamné prodluzuje zivotnost kolony

smés standardd: bez predkolony 1500-2000 analyz, s prfedkolonou az 10 000

vzorky plazmy, mléka apod s minimalni Upravou: bez predkolony nelze

Ekonomickéa rozvaha: pokud pfedkolona vydrzi >100 analyz, tak neni nutna dalSi

Uprava vzorku

Material naplné predkolony musi byt zcela identicky s naplini kolon (i rzné C18

mohou vést ke zhorSeni separace).
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Kolona — kompatibilni rozpoustédla

Silkageoveé kolony: vazby Si-O-Si
hydrolyzuji pfi vysSich teplotach,
vysokych koncentracich pufrl, pH<2 a
ve fazich s vysokym obsahem vody.
Vznikaji volné silanoly Si-OH, které
zpusobuji chvostovani pika.

PFi vy$Sim pH (pH>8) se silikagel
rozpousti. LepSi stability se dosahuje u
“endcapovanych” kolon.

Polymerni kolony: pH stabilita 2-1, v
nékterych rozpoustédlech (THF,
chloroform) mohou bobtnat, ¢imz se
zvySuje se tlak.

Dbat doporucéeni vyrobce ! Rozpustnost silikagelu — Zorbax C18,
methanol/0.1M pufr pH 10
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Kolona — instalace, regenerace, skladovani

Postup regenerace reverznich fazi
Instalace kolony Pred
. Wash with unbuffered mobile phase
. Wash with 100% water

. Wash with methanol (or ACN)

. Wash with THF or IPA

Nova kolona se pfed méfenim ;
3
4
5. Wash with methylene chloride
6
7
8
9
1

proplachne mobilni fazi v objemu

odpovidajici cca 10x objemu kolony
(k0|0ny 4.6x150mm = 25m|_) . Wash with N-Heptane

. Wash with methylene chloride
. Wash with methanol (or ACN)
. Wash with water

0. Return to solvent

Stabilizace kolony je u RP rychl4, u NP
kolon (silikagel, alumina) maze trvat az
nékolik dni pfi 1.0 ml/min.

Skladovani kolon

Kolony na bazi silikagelu se skladuji v aprotickych rozpoustédlech, pro RP
by nemél obsah vody pfesahnout 50%. Vhodnym rozpoustédlem je
acetonitril. Pozor na precipitaci zbytku pufrd v koloné pfi proplachovani
Cistym acetonitrilem!

Kolona se musi skladovat uzaviena tésnicimi Srouby!
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Kolonovy termostat — vliv teploty na separaci

coel [ 2 | 235°C |
9.006 ] g '5‘ -
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Teplota ovlivriuje retenci analytl na koloné. Stabilita teploty je dulezita pro
reprodukovatelnost reten¢nich ¢asu.
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Minimalizace mrtvych objemu

Pouziti Sroubu s pevné

“sakouslou” feruli Pouziti standardniho Sroubeni pro

kapilary mensSich praméru

1
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Detekce - UV
] + ne' =— + HE
400 &
pH 5.2-9.2
=
g b
g =7 pH 4.2
S )
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(72}
Ko}
m —
pH 3.2
pH 1.2-2.2

T T T T T
220 240 260 280 300

vinova délka (nm)

pH mobilni faze ma vliv na UV spektra ionizovatelnych analytd. U anilinu
klesa odezva pfi 232 nm s klesajici hodnotou pH (anilin je vice protonizovan).

MC230P14 Vysokoucinna kapalinova chromatografie, 2010/2011

Detekce - UV
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kolona: Luna C18(2), mobilni faze: 15 mM K,HPO, ve vodé&/acetonitril 90/10

NejvysSi odezva (a retence) je v mobilnich fazich, kde anilin neni protonizovany.
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Detekce - MS

Kompatibilita mobilnich fazi s iontovym zdrojem MS detektoru

Reverzni chromatografie: vodné-organické nebo organické mobilni faze, nizkée
koncentrace tékavych pufrd, pH vétSinou 2-8.

Velmi dobra kompatibilita s vétSinou iontovych zdroju.

Normalni chromatografie: organické mobilni faze bez pufrd a dpravy pH.
VétSinou dobra kompatibilita s APCI a APPI.

lontové parova chromatografie: vodné-organické nebo organické mobilni faze
s pfidavkem iontové-parového cinidla.

Omezena kompatibilita s ESI, iontové-parové ¢€inidlo potlacuje signal (nejsou
volné ionty).
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Detekce - MS

Elektrospre;j:

bazicke latky - detekce

pozitivné nabitych iontu
(MF kysela, pH aspon 2
jednotky pod pKa)

kyselé latky - detekce
negativné nabitych iontu
(MF bazicka, pH aspori 2
jednotky nad pKa)

Uginnost ionizace je zavisla na pH mobilni faze. Pro techniky, které vyzaduiji jako
prvni krok odpareni (APCI, APPI) je vyhodnéjsi, pokud je analyt neutralni (vyssi
tékavost). Pro ESI je vyhodnéjSi, aby byla latka v roztoku ionizovana (desorpce
iontu).

Pokud se optimalni pH pro separaci liSi od optima pro detekci, je mozna
pokolonova Uprava pH.
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Metoda pro testovani stavu systému

Pravidelné testovani

Jednoducha metoda pro pravidelné testovani stavu HPLC systému. Analyza
definovaného vzorku za danych podminek.

Sledujeme zejména:

Sifky pikd — pocet teoretickych pater

asymetrii pikd

retencni ¢asy

relativni retenci nebo rozliSeni kritickych part analyti

velikost odezvy (vySky pikd)

Pravidelné testovani umozni odhalit problémy v HPLC systému, kolonu na
konci zivotnosti, poruchu detektoru apod.
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HPLC instrumenty — vybrané vyrobky

Agilent

1120 Compact LC 1200 Series System
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HPLC instrumenty — vybrané vyrobky

Dionex

UltiMate ® 3000 LCi Series
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HPLC instrumenty — vybrané vyrobky

Ecom

|zokraticky analyticky systém Gradientni analyticky systém
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HPLC instrumenty — vybrané vyrobky

Shimadzu

Prominence Prominence UFLC
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HPLC instrumenty — vybrané vyrobky

Thermo

Surveyor Plus Accela High Speed LC
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HPLC instrumenty — vybrané vyrobky

Waters

| e | N s

Alliance HPLC ACQUITY UPLC
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Analyza biomolekul a
makromolekul
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PEPTIDY

Zakladni stavebni jednotkou peptidd jsou aminokyseliny -

(< 50), které Ize rozdélit podle polarity postranniho e
fetézce R na polarni (nenabité, kyselé, bazické) a hll
nepolarni (hydrofobni).

Peptidy s basickymi a kyselymi skupinami
jsou charakterizovany izoelektrickym
bodem, jejich celkovy naboj zavisi na pH
roztoku (mobilni faze).

leucin lysin k. asparagova

Retencni chovani je vyrazné ovlivnéno celkovou hydrofobicitou a poétem nabitych
skupin. U “delSich” peptidu (> cca 10 aminokyselin) hraje roli i sekundarni
struktura, pfipadné tvorba disulfidovych mustka.

Separacni systémy: reverzni chromatografie na C18 nebo C8 (separace dle
hydrofobicity) a iontové-vyménna chromatografie (separace dle naboje).
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Separace peptidu v RP systémech

Reverzni chromatografie je nejCastéji pouzivana kvali moznostem ménit slozeni
a pH mob. faze v Sirokém rozmezi. Kolony C18 nebo C8 na silikagelovém
nosidi, pfipadné polymerni nebo monolitické faze, pérovitost 50-300 A,
gradientové separace nej¢astéji v systémech zfedéna kyselina (octova,
mravenci, trifluoroctova)/acetonitril.

Tryptic Digest of Carboxymethylated Apohemoglobin
on a Discovery Wide Pore C18

Column: Discowvery BIO Wide Pore C18, 15cm x 4.6mm, S5pm
Mobile Phase: (A} 95:5,(0.1% TFA in water):{(0.1% TFA in CH_CN);
(B} 50:50, (0.1% TFA in water):(0.1% TFA in CH_CN)
Flow Rate: 1.0mLfmin
Temp.: 30°C
Detection: 215nm
Injection: 50pL carboxymethylated apohemoglobin tryptic digest in 50mM NH,HCO,
Gradient: 0-100%B in 65 min

Discovery BIO Wide Pore C18
74 peptides resolved

0 20 40 60

Min
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Separace peptidu v iontové-vymeénnych systémech

lontové-vyménna chromatografie nej¢astéji vyuziva silné katexy (sulfo skupina),
které jsou negativné nabité v neutralnim a kyselém prostfedi. Pfi nizkém pH je
karboxyl peptidd protonovan a pfi separaci se tak projevuji bazické funkéni
skupiny.
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Separace peptidu v 2D (RPxIEC) systémech

Kombinace separacnich mechanismu pro maximalni déleni komplexnich smési
peptidd. Hlavni vyuZziti v proteomice — MS detekce.
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Detekce peptidu

Spektrofotometrickéa detekce v nizké UV oblasti 190-215 nm (absorbance amidové
peptidické vazby)

Hmotnostné-spektrometrickd detekce elektrospray nebo nanoelektrospray

Citliva detekce, uréeni molekulové hmotnosti peptidu, pfipadné struktury z MS/MS
dat.
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PROTEINY (BILKOVINY)

Proteiny jsou vysokomolekularni biomolekuly slozené z
aminokyselin (>> 50), které mohou byt posttranslacné
modifikovany. Proteiny v nativnim stavu maji
charakteristickou 3D strukturu, pusobenim kyselin, bazi,
soli, org. rozpoustédel apod. denaturuji (srazeni, ztrata
rozpustnosti).

Proteiny Ize separovat na zakladé celkové hydrofobicity, velikosti molekul a poctu
nabitych skupin. Nej¢astéji vyuzivanymi separacnimi systémy jsou: reverzni
chromatografie, vylu€ovaci (size-exclusion, gelova) chromatografie a iontové
vymeénna chromatografie.

A\IJS \_‘?.ZFJKS.SI 6.I|2 8.I28
o -] ' : !-i' Separace komplexnich proteinovych smési:
7o . | o '-,';-;ihz klasickou metodu (dvourozmérnou gelovou
i s (I BR s - elektroforézu (2D-PAGE)) Ize nahradit 2D HPLC
Yo & o separaci — kombinace SEC-RPHPLC,
- x , X IEC-RPHPLC, pfip. IEF (izoelektricka fokusace)-
o 1 R RPHPLC

pH
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Separace proteintl v RP systémech

Reverzni chromatografie: Kolony C4 — C18 na silikagelovém nosici, pfipadné
polymerni nebo monolitické faze, Siroké pory 300 A, gradientové separace
nejCastéji v systétmech zfedéna kyselina (octova, mravendi,
trifluoroctova)/acetonitril.

Separation of Proteins on Discovery BIO Wide Pore C5

Column: Discovery BIO Wide Pore C5, 15cm x 4.6mm, 5um
Mobile Phase: (A) 75:25, (0.1% TFA in water):(0.1% TFA in CH,CN);
(B) 25:75, (0.1% TFA in water):(0.1% TFA in CH,CN)
Flow Rate: 1.0mL/min
Temp.: ambient
Detection: 220nm
Injection:  12pL in 0.1%TFA
Gradient: 0-100%B in 25 min

RNase {13.TkDa, 1mg/mL})
Cytochrome c (12.4kDa, 1mg/mL)
Lysozyme (14.3kDa, 1mg/mL})
BSA (67.0kDa, 2.5mg/mL})
Myoglobin {18.8kDa, 1Tmg/mL)
Ovalbumin (45.3kDa. 3.5mg/mL)

B o

Impurity in
1 Lysozyme 3

Impurity in Myoglobin

(5

U.........1|0.........20
Min
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Separace proteinti v SEC systémech

Gelovéa chromatografie: gely riznych pérovitosti (200-1000 A) na silikagelovém
nosici, pfipadné polymerni faze, separace nejCastéji v roztocich pufrd. Adsorpce
analytu na stacionarni fazi a denaturace proteinu je minimalizovana.
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Separace proteinl v iontové-vymeénnych systémech

A) BioSuite CM, 4 14
10 pm CXC | l 5
[ || || i
| 4l |
o pl (
| I I
I S R L Ny L _J—JI I,
B) BioSuite SB i
10 pm C¥C o
| ' 1
2 | 4 4 ||
I Jl' Il I I IlI
e e AN
T T T
0 10 20 ao AD
Sample: Trypsinogen (Peak 1), Ribonuclease (Peak 2),
Alpha-Chymotrypsinagen A {Peak 3},
Cytochreme ¢ (Peak 4), and Lysazyme (Peak 5)
Columns: A BioSuibe CM, 10 pm CXC (7.5 x 75 mm)
B: BioSuite SP, 10 pm CXC (7.5 x 75 mm)
Eluemnl: &: 20 mM Sodium Phosphate, pH 7.0
Eluent B: 20 mM Sodium Phosphate, pH 7.0 containing 0.5 M NaCl
Flow rate: 1.0 mil /i
Gradient: Linear gradient from 0 to 100% B in 60 min.
Temparabune: 25 °C
Detection: T
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Detekce proteint

Spektrofotometricka detekce v UV oblasti 190-215 nm (absorbance amidové

peptidické vazby) nebo pfi 280 nm (absorbance aromatiky

tyrosinu a tryptofanu).

Hmotnostné-spektrometrickd detekce elektrospray nebo nanoelektrospray

Citliva detekce, ur¢eni molekulové hmotnosti proteinu z vic
(dekonvoluce).

ESI-TOF MS of Che™ ===
A0 phd soluticon Iin
water acetonitrile

4 oo =31 .=
O K95 formm kG Sec kd
P ] == o)
(=1= S RE R
St e -
Rl =Rt
FoE ==
e
TS D e A1A5s o

(] T
[=ula] [={ala] Foo =00 =00
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enasobné nabitych iontu
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OLIGONUKLEOTIDY

Oligonukleotidy jsou kratké oligomery nukleovych kyselin.
Maiji charakter polyaniotu (kvuli pfitomnosti fosfatovych
skupin). Chromatografické chovani je ovlivnhéno celkovou
velikosti molekul a sekvenci nukleovych kyselin.

MoZznosti separace oligonukleotidu: w |adﬁi>ne
Reverzni chromatografie — separace diky riznym 5 end 0 R~N ! Vo
£_¢ T | - o
nukleobazim v fetézcich. o—d—0en, S
o I ribose

lontové-vyménna chromatografie — separace na
anexech diky zaporné nabitym fosfatum.

Gelova chromatografie - separace na zakladé o oH
raznych velikosti molekul. 0P 0— ()

macleic acid 3 end
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RP-HPLC (iontové-parova) oligonukleotidui

Pufr slouzi jako iont-parové cCinidlo. \ o
TEAA = triethylammonium acetate ~NH_~ )LG'

Separation of detritylated oligodeoxythymidine ladders
by ion-pair reversed-phase (IR-RP) chromatography

LC system: Waters Alliance® 2796 Bioseparations System with PDA
Column: XBridge™ OST C18, 2.5 ym (2.1 x 50 mm)
Mobile phase: A: 0.1 M TEAA

B: Acetonitrile/0.1M TEAA, 20/80 w/w

Flow rate: 0.2 mL/min

Column temp.: 60 °C

Gradient: 40 to 55% B in 20 min (8 to 11% acetonitrile)
Detection: 260 nm, 5 scans per second

25

30
20
35

UV 260 nm

6 minutes 20
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SACHARIDY

Sacharidy jsou aldehydy nebo ketony (pfip. hemiacetaly
nebo hemiketaly) s mnozstvim hydroxyskupin. Existuji jako
nizkomolekularni latky (mono-, disacharidy) az polymery

(polysacharidy)
Ho _OH OH
Ho&g%rﬂgxgé.ou
H

Moznosti separace mono, di- a oligosacharidu:

Normalni chromatografie na amino fazich (HILIC)
- separace dle polarity sacharidu

OH
Chromatografie na iontové vylu¢ovacich kolonach ) 0 O“ °“
— kombinace separacnich mechanismu ' ™ O
H
Gelova chromatografie - separace na zakladé
riznych velikosti molekul.
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Separace mono, disacharidl na amino fazi

Kolony s chemicky vazanymi aminoskupinami, mobilni faze acetonitril/voda.

2
. Column: Spherisorb $5 Amino 20cm x 4.6mm,
Catalogue Number: 831114
Flow: 0.95ml/min
Detn: RI (x50)
. Eluent: 80/20 (v/v) Acetonitrile/Water
a Sample: Mixture of common sugars
Inj: 201
T
1
I
’ 1. Rhamnose
M 2. Fructose
L LJ\J 3. Glucose el S o S vt it
4. Galactose R N Smoe oo doug
5. Sucrose e WO
6. Maltose 2 Manoporssose (1049
o 5§ 1 15 20 7. Lactose 7 Malloneptacas {10419)

RETENTION TIME (MINS)
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Separace sacharidi na iontové vyluéovacich kolonach

lontoménice s navazanymi ionty kovu: Ca, Ag, Pb apod. Mobilni faze - voda

Temperature:  75°C Iemperawre: /957G
Sample: 1. Stachyose Sample: Malto-Oligosaccharides as shown

3,5 )

N 10
1

SEET
il

"

Dp refers to Degree of polymerization
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LIPIDY

Lipidy — strukturné odlisné skupiny slou¢enin odvozené od
mastnych kyselin. Jednoduché lipidy — mastné kyseliny,
estery, acylglyceroly; slozené lipidy — glykolipidy, fosfolipidy.

0
Il
HzT_ 0)0\/\/\/\/\/\/\/\
Hc'_ OMW/W

0

HoC—0" %
MoZnosti separace lipidu: Giycolpds Gooro. Sphingo-
Normalni chromatografie — separace jednotlivych UL S N g Lo
skupin (tfid) lipidd podle polarity funkénich skupin o j"rH 1\/0/:\;“ %ﬂ“\g’“
Reverzni chromatografie — separace lipidd v Y = Lipid (\T: oy VM
radmci jedné tfidy dle hydrofobicity (délky OJ I ,L:O
acylovych zbytk() ®
o]
Argentac¢ni chromatografie - separace podle
g 9 p p Ay

podtu dvojnych vazeb v molekule / "
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Separace triacylglyceroltt v RP-HPLC

HPLC podminky: kolony Nova-Pak C18 (300 x 3,9 a 150 x 3,9 mm, 4 um, Waters) zapojené do série. Mobilni
faze: acetonitril (A) a 2-propanol (B). Linearni gradient- 0 min - 100 % ACN, pratok 1 ml/min, 108 min - 70%
IPA, pratok 1 ml/min, 122 min - 80 % IPA, pratok 0,7 ml/min, 128 min - 100 % ACN, pratok 0,7 ml/min,
130min - 100% ACN, pratok 1 ml/min. Pokolonovy pfidavek 100 mM octanu amonného v 2-propanol-vodé
(1:1, v/v). APCI MS detekce full scan m/z 150-1200, 400°C.
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Argentacni chromatoqrafie triacylglycerolt

oLo
PLnO
0oLnO
PLnL
LnLnO

T T T
32 36
Time (min)

HPLC podminky: kolona Valco ChromSpher 5 Lipids (250x4.6 mm, 5 mm) faze: hexan (A),
hexan/2-propanol/acetonitril 30:9:1, v/v/v (B) . Gradientovy program: 100 % A 10 min, linearné do 18 % B
ve 32 min, do 35 % ve 37 min a do 100 % of B ve 40 min. Isokraticky 100 % of B do 41 min. Pritok 1ml/min.
Pokolonovy pridavek 100 mM octanu amonného v 2-propanol-vodé (9:1, v/v). APCI MS detekce full scan
m/z 150-1200, 400°C.
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STEROIDNI SLOUCENINY

Steroidy — terpenoidni lipidy, derivatyderivaty cyklopentan-
perhydrofenanthrenu. Vznikaji oxidaci terpenu. Z hlediska
chemie jde o alkoholy, alkaloidy, hormony, vitaminy, kyseliny.

Separace steroidu: Reverzni chromatografie — na C8-C18,
ACN/voda, MeOH/voda

ANALYTES:

7 8 1 Prednisolone
1 Cortisone
Betamethasone
Corticosterone
11-Hydroxyprogesterone
Estradiol
11-Ketoprogesterone

Estrone

W ~N ;U AR WN

Progesterone
Steroids on Onyx C18

Column: Cmyx Monolithic C18
Dimenslons: 100 x 4.6 mm ID
Order No: CHO-TE43

Elution Type: Gradient

Eluent A; Water

Eluent B: Acatonitrile

Gradient Step No. Time (min) PctA PctB
l I ; Frofie: 1 0 80 20

—_— 2 7 10 a0

Flow Rate: 3 mLimin
Col, Temp.: ambient
Detection: UV-Vis Abs. - Variable Wave, @ 220 nm {ambient)

T
0 2 4 min
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KAROTENOIDY

Karotenoidy — pfirodni
organickeé pigmenty
(tetraterpenoidy), ktere se
vyskytuji v rostlinach jako
fotosynteticka barviva. Maji
vyrazne antioxidacni ucinky.

Separace karotenoidu:

Reverzni chromatografie —
separace dle hydrofobicity

kolony C8-C30, ACN/voda,
MeOH/voda
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FENOLICKE LATKY a POLYFENOLICKE LATKY

Flavonoidy — rostlinné fenoly odvozeny od flavanu.
BéZné byvaji vSechny tfi kruhy substituovany
hydroxyskupinami nebo ethoxyskupinami a
jednotlivé derivaty se liSi pouze stupném substituce
a oxidace. Flavonoidy maji antioxidacni vlastnosti.

Separace flavonoidu: Reverzni chromatografie,
kolony C8-C18, ACN/voda, MeOH/voda

Kolona: Zorbax SB-C18 column (250mmx4.6mm |.D., 5 um)’Mobilni faze: 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; Prtok 1 ml/min. UV detekce 270 nm.

Gic=P -D-glucese
Rha=1a -L-rhamnose
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SYNTETICKE POLYMERY

Moznosti separace synt. polymeruU:

Reverzni chromatografie — separace dle hydrofobicity

Vyluéovaci chromatografie - separace na zakladé rtznych
velikosti molekul.

1
. 80%
a0
e _— G‘J‘w‘w SAMPLE:
il
o% THF T
60 SOLVENT:
3 9
50
40 10 40% COLUMN:
y
Start
30 . ALl DETECTOR:
2 12 13
1
. T T N T UNE T |
b M 0 5 10 15 20 25 30
2 TIME (min)
(a) (b)

FIGURES.11 Separation of the oligomers of low-molecular-weight polystyrene by graflient
elution. Conditions as shown in figure. (a) Linear gradient; (b) convex gradient. (Figure
reprinted by permission of Waters Associates.)

52

RP-HPLC

50 ul 5% Polystyrene
600 MW in THF

40% 22, Box

min
THF in water
Gradient Curve No. 4,
2 mi/min

uBONDAPAK C-18
39 mm x 30 cm

Model 440, @ 254 nm
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SYNTETICKE POLYMERY

SEC-LC

0 10 20 30
Elution volume (ml)

105}

Molecular mass

2

Fig. 4. Chromatogram of PF resols separated on KD-802.5 +
KD-804. Eluent, DMF + 5 mM LiBr; flow-rate, 0.5 ml/min;
column temperature, 40°C; RI detector; sample concentra-

tion, 0.5%; injection volume, 100 wl.

3

g

4 6 8 10 12
Elution volume (ml)

Na zakladé kalibrace Ize z
elu¢nich objem( v SEC urcit
molarni hmotnost polymera.




