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Praxe v HPLC 

Proč správná praxe v HPLC? 

Udržet HPLC systém v dobrém stavu 

Minimalizace finančních nákladu na opravu HPLC 

Ušetřit čas při řešení problému 

Porozumění činnosti HPLC 
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Praxe v HPLC 

Mobilní fáze 

čistota rozpouštědel: nutno používat rozpouštědla co nejvyšší čistoty 

HPLC grade 
HPLC gradient grade 
HPLC LC-MS 

další aditiva do MF (soli, iontopárová činidla atd.) musí být též nejvyšší kvality 

Nízká kvalita rozpouštědel a aditiv MF 

•zvýší se šum, tím se sníží citlivost a limity detekce a kvantifikace 
•můžou se objevit neznámé píky  
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Praxe v HPLC 

Mobilní fáze 

HPLC gradient grade 

HPLC grade 



Praxe v HPLC 

Mobilní fáze 

Voda:  musí se používat ultračistá voda – nejčastěji deionizovaná voda 

destilovaná voda může obsahovat organické nečistoty 

Uchování MF: Ne v plastových nádobách (kritické ve spojení s MS) 

Uchovávat ve skleněných nádobách – Ne dlouhodobě  

adsorpce aditiv na povrch nádoby 

těkání nízkovroucích složek 

mikrobiální růst 

uvolňování silikátů ze skla 

6 



Praxe v HPLC 
Mobilní fáze 

Odstranění mechanických nečistot 

Všechny připravené mobilní fáze filtrovat přes filtr 0,45 µm nebo menší (0,2 µm pro UPLC) 

celulosové membránové filtry – vodné roztoky 
teflonové membránové filtry – vodně-organické roztoky 
 Filtry MF v zásobnících MF 

In line filtry 
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Praxe v HPLC 
Mobilní fáze 

Odvzdušnění 

Membránový vakuový odplyňovač Heliový odplyňovač 

opakovatelné retenční časy 

nízký šum základní linie 

zvýšení citlivosti u některých detektorů (fluorescenční) 

8 



Praxe v HPLC 
Mobilní fáze 

Kompatibilita MF s detekcí 

UV detekce: MS detekce a detektory na bázi aerosolu 

Nutno používat těkavá aditiva: 

kyselina mravenčí 

kyselina octová 

amoniak 

mravenčan amonný  

octan amonný 

uhličitan amonný 
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Praxe v HPLC 
Mobilní fáze 

Mísitelnost mobilních fází 

Výměna nemísitelných rozpouštědel 
– nutno přes mezi krok 

hexan – isopropanol - metanol 
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Praxe v HPLC 
Mobilní fáze 

Pufrované mobilní fáze 

Vhodné používat v oblasti pKa +-1, kdy je dosaženo největší pufrovací kapacity. 

Příprava pufru 

Smíchání vypočteného množství kyseliny a báze (podle požadovaného pH a iontové síly) 

Navážením vypočteného množství kyseliny (báze) a dotitrováním pomocí báze 
(kyseliny) na požadované pH 

!Pozor na precipitaci pufru v organické složce MF! 
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Praxe v HPLC 
Mobilní fáze 

běžně používaní kyseliny v HPLC 
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Praxe v HPLC 
Chromatografická kolona 

Nová kolona je uchována v rozpouštědle podle výrobce (Acetonitril, isopropanol) 

Jak se chovat ke koloně? 

Kolonu nenechat vyschnout! 

Kolonu uchovávat v doporučeném rozpouštědle 

Kolonu uchovávat uzavřenou originálními záslepkami 

Chránit kolonu před nárazy 

Na konci analýzy kolonu promýt silným elučním činidlem 

U aplikacích reálných vzorků používat předkolonky 
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Praxe v HPLC 
Chromatografická kolona 

Kolony mají omezení tlakové, teplotní, rozsah pH a typ přípustných rozpouštědel (vše 
podle výrobce) 

Kolony na bázi silikagelu: pH 2-8; teplota < 60 °C. 

Kolony na bázi hybridních sorbentů, oxid zirkoničitý, grafitový uhlík: pH 1-13; teplota < 80 °C. 

Ekvilibrace kolony:  
nutná před každým použitím kolony 
nutná kompatibilita rozpouštědla určeného k uchování kolony a použité MF 

Příklad ekvilibrace: kolona uložena ve 100% ACN; MF: 80/20 (v/v) 10mM KH2PO4 pH 2.5/ACN  

100% ACN 

50/50 H2O/ACN 

pomalý gradient nebo postupné 
snižování množství organické složky 

50/50 H2O/ACN 

50/50 10mM KH2PO4 pH 2.5/ACN  

80/20 10mM KH2PO4 pH 2.5/ACN  
14 



Praxe v HPLC 
Spoje v HPLC 

špatné spojení a špatné vnitřní průměry kapilár způsobují: 

rozšiřování elučních zón 

netěsnost v systému 

velký tlakový spád 

zvýšení šumu základní linie 
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Praxe v HPLC 
Spoje v HPLC 

1 – kapilára (spojovací potrubí), 2 – tlakový 
šroub, 3 – ferrulka (těsnící kroužek), 4 – kritická 
vzdálenost pro každé hardwarové zařízení, 5 – 
konec spojovacího potrubí 



Vývoj chromatografické metody 

Definování cíle metody 

Informace o vzorku 

Výběr vhodného detektoru 

Výběr LC metody 

Prvotní experimenty se standardy 

Reálné vzorky; úprava vzorku 

Finální optimalizace a řešení problémů 

Validace metody 17 



Definování cíle metody 

Jedná se o kvantitativní nebo kvalitativní analýzu? 

Pokud se jedná o kvantitativní analýzu, jaké jsou vyžadovány míry správnosti a 
přesnosti? 

Jaké jsou očekávané rozmezí koncentrací analytů? 

Pokud se jedná o kvalitativní analýzu, mají byt identifikovány pouze hlavní píky 
nebo i minoritní? 

Je nutné rozdělit všechny složky vzorku? 

Jaká bude matrice vzorku? 

Kolik vzorků bude nutno analyzovat? 

Jsou dostupné standardy? 

Jaký HPLC systém mám k dispozici? 
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Informace o vzorku 

Fyzikálně chemické vlastnosti vzorku 

Molekulová hmotnost 

Struktura látky a její funkční skupiny 

log P 

pKa 

UV spektrum 

Stabilita 

Rozpustnost 

 

Studovat literaturu! 

19 



Výběr vhodného detektoru 

Na základě: 

chemických a fyzikálních vlastností analytů 

Požadované citlivosti 

Různorodosti vzorku (interference) 

Dostupnosti detektoru 
 

MS detekce 

UV-VIS detekce 
Coulometrická detekce 
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Výběr LC metody 
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Chromatografie na reverzních fázích 

> 80 % aplikací 

Stacionární fáze je nepolární a mobilní fáze je polární 

Retence roste s hydrofobicitou látky 

Stacionární fáze 
Mobilní fáze 

22 



Stacionární fáze 

Co očekáváme od stacionární fáze? 

Dobrou retenci studovaných látek 

Vysokou účinnost separace 

Dobrý tvar píků 

Vhodnou selektivitu 

Stability (chemickou, termální, mechanickou) 

Dlouhou životnost kolony 
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Stacionární fáze 

Silikagelové stacionární fáze 

Polymerní stacionární fáze 

Hybridní stacionární fáze 

Stacionární fáze na bázi oxidu zirkoničitého 

Stacionární fáze na bázi porézního grafitického uhlíku 
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Silikagelové stacionární fáze 
veliká mechanická odolnost, možnost navázání řady ligandů, kompatibilita se všemi 
rozpouštědly běžnými v LC 

Silikagel typu A: 
kyselý povrch; vyšší obsah kovů 

Silikagel typu B: 
vysoká čistota 

Silikagel typu C: 
hydrosilovaný silikagel 

Omezená chemická a mechanická stabilita: pH 2-7; do 60 C; do 40 MPa 
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Polymerní stacionární fáze 
Stabilní v rozsahu pH 1-14, teplotně stabilní do 200 C, nižší mechanická stabilita do 20 mPa 

Používá se polystyren, polyvinyl alkoholy, substituované metakryláty 

V RP chromatografii nejsou zcela rozšířené, použití v iontové chromatografii 

Monolitické stacionární fáze 

Jeden celistvý kus náplně. 

Obsahují makropory a mesopory. Možnost využívat vyšších 
průtoků za stále nízkého tlaku. 

Nevýhodou je malá komerční dostupnost různorodých 
stacionárních fází. 

Podle literatury často i neutrální látky tailují 
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Hybridní stacionární fáze 
kombinace organické a anorganické složky 

Vyšší stabilita díky silikagelu a polymeru: pH 1-12; teplota do 100 C 
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Hybridní stacionární fáze 

CSH (Charged Surface Hybrid) Technology 

Založeno na BEH technologii. Dochází 
k pokrytí BEH částic skupinami látek s 
nábojem. Tím dochází ke zlepšení 
tvarů píku bazických látek, změně 
selektivity oproti BEH kolonám. 
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Stacionární fáze na bázi oxidu 
zirkoničitého 

extrémní chemická a mechanická stabilita 

pH 1-14 ; teplota do 200 C 
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Stacionární fáze na bázi porézního 
grafitického uhlíku 

inertní materiál 
pH 1-14 
teplota do 200 C 

velmi odlišná selektivita oproti klasickým 
silikagelovým stacionárním fázím 

uplatňují se zejména hydrofóbní, alektrostatické 
a π – π interakce 

často uplatnění při chirálních separacích 
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Stacionární fáze 
Selektivita stacionárních fází 
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Stacionární fáze 

Ukázka různé selektivity různých kolon  
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Stacionární fáze 
Ukázka různé selektivity různých kolon  
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Stacionární fáze 
Vliv účinnosti na rozlišení  



Mobilní fáze 
Vodná složka MF Organická složka MF 

Acetonitril 
Methanol 
Tetrahydrofuran 
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60% ACN 

50% ACN 

40% ACN 

Mobilní fáze 
Změna obsahu organické složky na retenci analytů 

36 



Mobilní fáze 
vliv změny organické složky na selektivitu 
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Mobilní fáze 
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Mobilní fáze 
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Vliv pH na selektivitu 



Teplota na separační koloně 

kT

B
Ak log

A, B jsou konstanty charakteristické pro daný separační systém 

zvýšení teploty o 1 °C způsobí pokles retence o cca 1-2 % (není to pravidlo). 
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Dávkování vzorku  
Analytická kolona má tzv. kapacitu kolony, což je maximální množství vzorku, které je daná 
kolona schopna separovat. 

Kapacita kolony může být překročena objemovým přetížením nebo koncentračním přetížením 

Koncentrační přetížení Objemové přetížení 

zkrácení retenčních časů 
pík eluuje dříve prodloužení retenčních časů 

počátek píku eluuje stejně 
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Dávkování vzorku  
Vhodné rozpouštět vzorek v mobilní fázi. Dojde k eliminaci rozdílů fyzikálně chemických 
vlastností mezi rozpouštědlem pro vzorek a mobilní fází. 

MF:  
A: KH2PO4 10 mM pH 2.5 
B:ACN  
70/30 (v/v) 

Injection solvent: 100%ACN Injection solvent: složení jako MF 
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Příklad  

Kolona:                                   Luna C8, 250 x 4,6 mm, 5 µm 
Mobilní fáze:                         70/30 (v/v) 50mM octan amonný pH 5,7/ACN 
Průtok mobilní fáze:             1 ml/min 
Nástřik:                                   1 µl 
 
Analyty:                                   1-6 nečistoty A-G 
                                                  7 Mupirocin        
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Příklad  

Kolona:                                   Luna C8, 250 x 4,6 mm, 5 µm 
Mobilní fáze:                         70/30 (v/v) 50mM octan amonný pH 5,7/ACN 
Průtok mobilní fáze:             1 ml/min 
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Příklad  

Kolona:                                   Luna C8, 250 x 4,6 mm, 3 µm 
Mobilní fáze:                         80/20 (v/v) 50mM octan amonný pH 5,7/ACN 
Průtok mobilní fáze:             1,5 ml/min 

Rozlišení se zvýšilo z 0,63 na 1,6 
Čas analýzy vzrostl z 16 na 20 minut 
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Příklad  

Kolona:                                   Kinetex C8, 100 x 4,6 mm, 2,6 µm 
Mobilní fáze:                         80/20 (v/v) 50mM octan amonný pH 5,7/ACN 
Průtok mobilní fáze:             1,5 ml/min 

Rozlišení se zvýšilo z 0,63 na 2,3 
Čas analýzy klesl z 20 na 8 minut 



Použité zdroje a zároveň doporučená literatura 
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