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Aplikace HPLC 
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Farmaceutická analýza Potravinářská analýza 

Toxikologie 
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Aplikace HPLC 

• Aminokyseliny 
• Peptidy  
• Proteiny 
• Lipidy 
• Sacharidy 
• Steroidy 
• Vitamíny 
• Barviva 
• Léčiva 
• Drogy 
• Metabolity 
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HPLC proteinu, peptidu a 
aminokyselin 
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Analýza aminokyselin 
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Analýza aminokyselin 

Hydrolýza – 6M HCl po dobu 16 hodin 

Derivatizace – stabilní UV/fluoro značka – OPA (o-phtaldehyd) nebo 
FMOC (fluorenylmethyloxycarbonyl) 

Separace – RP, C18, gradient ACN/pufr 

Detekce – UV nebo fluorescenční 
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Analýza aminokyselin 
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Analýza peptidů 

Určení pořadí AMK 
Odhalení modifikací AMK 
Používá se bottom up přístup: enzymatické štěpení 
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Analýza peptidů 

Redukce – surfaktant + DTT – dithiotreitol 
Alkylace: IAA – 2-iodoacetamid 
Enzymatické štěpení – trypsin – štěpí za Lys (K) a Arg (R) 
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Analýza peptidů 

RP HPLC 
Stacionární fáze: C18 
Gradientová eluce: ACN/kys. mravenčí; TFA 
Detekce: MS/MS, UV při nízkých vlnových délkách 
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Analýza glycopeptidů 
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Analýza glycopeptidů 



13 

Analýza glycopeptidů 
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Analýza glycopeptidů 
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Analýza glycopeptidů 
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Analýza glycopeptidů 
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Analýza glycopeptidů 
Instrument Eksigent cHiPLC+5600TripleToF Acquity+6600TripleToF 

Column HALO Hilic, 2.7 µm; 0.075 x 150 mm Peptide BEH C18; 1.7 µm; 0.075 x 150 mm  

A 2% Acetonitrile with 0.1% HCOOH 2% Acetonitrile with 0.1% HCOOH 
B 0.1% HCOOH in Acetonitrile 0.1% HCOOH in Acetonitrile 

Sample volume (nL) 300 1000 
Flow rate (nL/min) 500 300 
Column temperature (°C) 30 40 

Gradient %B (min) 90-50-50-90-90 (0-45-45-46-60) 1-43-99-99-1-1 (0-60-65-75-77-97) 
Slope (%/min) 1 0.7 
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Analýza proteinů 
Proteiny 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. 
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Analýza proteinů 

SEC – size exlusion chromatography 

HIC – hydrofobní interakční chromatografie 
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Analýza proteinů 

IEX – iontově výměnná chromatografie 
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Analýza lipidů 

Rozdělení lipidů 
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Analýza lipidů 

Normální chromatografie – nepolární třída lipidů, 
separace na základě polarity 

Reverzní chromatografie – délka acylového řetězce, 
množství a pozice dvojných vazeb 

HILIC – separace na základě polarity a 
elektrostatických interakcí 

Argentační chromatografie – tvorba slabých 
reverzibilních komplexů iontů stříbra a pí elektronů 
dvojných vazeb  
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Analýza lipidů 

 Separation of triacylglycerols from a rapeseed oil by reversed-phase HPLC (Spherisorb ODS2; 
250 × 4.6 mm column) with a gradient of acetone into acetonitrile (1 mL/min) and 
evaporative light-scattering detection (Abbreviations: P = palmitate, S = stearate, O = oleate, 
L = linoleate, T = triene (linolenate). 

Reverzní chromatografie  
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Analýza lipidů 

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 
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. 

Argentační chromatografie  
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Farmaceutická analýza 

Amlodipine besylate, valsartan a hydrochlorothiazid 

Valsartan – ovlivňuje renin-angiotensinový systém 

Hydrochlorothiazid – diuretikum 

Amlodipin – ovlivňuje vápenaté kanály 

Léčba vysokého krevního tlaku 
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Amlodipine besylate, valsartan a hydrochlorothiazid 
Chromatogram of the sample solution of 
formulated tablets spiked with impurities 
at . Evaluated at 225 nm. Peaks: (1) 
solvent peaks; (2) besylate; (3) impurity 
B (HCTZ); (4) impurity A (HCTZ); (5) 
hydrochlorothiazide; (6) unknown 
impurity RRT 1.25 (HCTZ); (7) impurity 09 
(VALS); (8) unknown impurity RRT 1.57 
(HCTZ); (9) minor unknown impurity of 
hydrochlorothiazide; (10) impurity C 
(HCTZ); (11) unknown impurity RRT 0.54 
(VALS); (12) impurity D (AMLO); (13) 
impurity F (AMLO); (14) amlodipine; (15) 
unknown impurity RRT 0.77 
(VALS);(16)impurity E 
(AMLO);(17)impurity C (VALS); (18) 
unknown impurity RRT 0.91 (VALS); (19) 
minor unknown impurity of valsartan; 
(20) valsartan; (21) impurity B (AMLO); 
(22) impurity G (AMLO); (23) impurity 07 
(VALS);(24)impurity B 
(VALS);(25)impurity A (AMLO);(26) 
solvent peaks. HCTZ – 
hydrochlorothiazide, AMLO – 
amlodipine, VALS – valsartan. 

SF: Zorbax Eclipse Plus C8 RRHD, 100 mm × 3.0 mm, 1.8 µm 
MF: A – 10mM NH4H2PO4 pH 2.5 B: ACN 
Gradient:[(min)/% B]  0/15, 11/75, 12/75, 12.5/15 a 15/15 
Průtok: 0.8 mL/min; Nástřik 2µL; Teplota kolony: 30 °C; Detekce: PDA 
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Lidespavir 

Léčba proti žloutence C 
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Lidespavir 

SF: C18, 150 mm × 4.6 mm, 5 µm 
MF: A – 0.1% HCOOH B: ACN 
Gradient:[(min)/% B]  0/25, 3/25, 8/35, 11/80, 13/80, 14/25 a 15/25 
Průtok: 1 mL/min; Nástřik 20µL; Teplota kolony: 30 °C; Detekce: PDA 

Standard drug 

acid hydrolysis 

alkaline hydrolysis 

neutral hydrolysis 

oxidative stress 
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Deferasirox 

Chelatační činidlo pro ionty železa (použití při dlouhodobých krevních 
transfuzích) 
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Deferasirox 
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Toxikologická analýza 
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Toxikologická analýza 

Analýza ephedrinů v rámci dopingového 
testování 
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Environmentální analýza 
Stanovení estrogenních látek ve vodách 
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Stanovení estrogenních látek ve vodách 

SF: Zorbax SB C18, 150 mm × 0.5 mm, 5 µm 
MF: A – 0.1% HCOOH B: ACN 
Gradient:[(min)/% B]  0/26, 3/38, 5/38, 8/42, 16/42, 17/26 a 19/26 
Průtok: 18 µL/min; Nástřik 2µL; Teplota kolony: 30 °C; Detekce: MS/MS 


