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HPLC

pred 35 lety; nejrozsahlejSi separacni technika — kvalitativni a kvantitativni

Rovnovaha mezi dvéma fazemi — mobilni (MF) a stacionarni (SF). Separace na zakladé
fyzikalné chemickych jevu ve vybraném systému.

Déleni chromatoqgrafie:

Zpusob provedeni - kolonové usporadani
- uplatiuje se linearni oblast adsorpcni
izotermy

Pracovni provedeni - eluéni technika
- jednorazoveé zavedeni smési
s kontinualnim tokem

Princip separace — rozdélovaci LC

— ruzna afinita ke SF, rGzna distribuce
mezi MF a SF, a tim rizna zadrz (na SF) a
zpozdéni (v systému)

Ugel - analyticka

Schéma zapojeni kapalinové chromatografie

Injector Detector
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e Termodynamické a kinetické aspekty separace

i — vlivy, které ovliviiuji rozSifovani (rozmyvani) zén béhem postupu kolonou —
N Sifky piku v chromatogramu
/m&na — vlivy, které ovliviiuji velikost interakce mezi sorbentem a analytem, retence,
termodynamiky - v - o
} retardace, rychlost pohybu analytu kolonou, rozdil v t;, déleni analytu od sebe
A /\ navzajem
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‘Maodern Practice of Liquid Chromatography, Ed. J.J. Kirkland, Wiley, New York {(1971).
*B. Versino and F. Geib, Supplement in: Chromatographia 3 (1870).
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Faktor

Faktor selektivity
a = k,/k,
a — 1! Kdy malé zmény maji velky vliv na hodnotu rozliSeni.
ZlepSeni selektivity — zménou sloZzeni MF &i SF, pfip. dalSi potencialni
proménné — pH a teplota

Faktor U €innosti
N = 16 (to/w)2

RozliSeni je fci druhé odmocniny N — vyznamnost ucinnosti pfi rozliSeni
byva nadhodnocené! Velké zmény ac€innosti ovlivni minimélné hodnotu
rozliseni.
ZlepSeni ucinnosti — prodlouzenim kolony, snizenim velikosti ¢astic/zrna,
poklesem rychlosti toku MF, minimalizaci mrtvych objemU pfi separaci,
teplotou, viskozitou.

Faktor kapacity
k= (tg-to)/to
V praxi nabyva hodnot k = 2-10, obvykle zadrz 2*t,! Pro hodnoty k < 1
vyrazné omezuje rozliSeni. Naopak se vzrustajici hodnotou kapacitniho
faktoru se zlepSuje i rozliSeni ( k = 20, neni jiz zlepSeni vyrazné).
ZlepSeni kapacitniho faktoru — zménou MF nebo SF (zména eluéni sily).

— Vliv rychlosti MF na rozSifovani zén — H = f (u)
— A = Vifiva difuze

B = Podélné difuze

C = Odpor pfenosu hmoty ve SF a MF

u = linearni rychlost MF

Kontrola
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van Deemter Plot ~ 10 pm
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odezva detektoru

Eluéni kfivka neboli koncentracni profil analytu v zoné =
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— vychazime z gaussovského piku

— normalni rozdéleni

— vybér dat odhad vlastnosti souboru
u = odhad pro pramér ¢i median
o = odhad smérodatné odchylky

— ur€eni intervall v okoli praimérné hodnoty

h
w;\ = 26
= _
- W0t = 2,3540
-
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n (éetnost méfeni)
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WL
: 3 T interval
-0 -30 -2¢ -G ;Il <] 26 30 +o0
0,2% 2,2% 13,7% 34,1% 34,1% 13,7% 2,2% 0,2%
—20,0%
68,2%
- 95,5% .
> 99,75% .
99,9937% ’

— Sifka piku — délkové [mm, cm] &i Casoveé jednotky [s, min]

— 40 ....... Sifka pfi zakladné (te¢na v inflexnich bodech)
2,3540 ....... Sifka v ¥2 vySky piku
20 ....... Sifka mezi inflexnimi body
_ (hiw)

— plocha piku ~ A=1064lhW,,,; A=



Aplikace kapalinové chromatografie
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RPLC — rdzné sorbenty
HILIC

(From: D.L. Sauvnders, in Chromatography, 3rd ed, E. Hefimann, Ed., p. 87, Van Nostrand Reinhold:
Mew York, 1975, With permission,)




RP - HPLC = RPLC

popularni - pfes 90 % aplikaci v modu RPLC

SF — nepolarni charakter (napf. C18, C8, C3, fenyl, atd.)
separace - ruzna volba nosi¢e SF a typu castic

MF — voda (pufr) + organické rozpoustédlo (MeOH, MeCN, atd.)
modifikatory MF (napf. tenzidy — IP RPLC)

univerzalni pouziti techniky — nepolarni, polarni, ionizované a iontové molekuly
ijonizované formy latky — mensi afinita k SF < potlaceni ionizace v systému

gradientova eluce — pfridavek organické slozky MF v Case— 1 eluéni sily

volba vychozich separacnich podminek podle vybrané SF

limitni faktory — obsah organické/vodné faze
— koncentrace purfu (zabezpeci vzajemné misitelnosti) — zasoleni
— volba prutoku — vznikly hydrodynamicky odpor v systému
— volba teploty, pH — stabilita kolony, vzorku

vysokeé naroky na Cistotu MF (min grad grade) a pfipravu vzorku (filtrace pres 0,45-0,2 pm filtry)
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Princip separace u LLC (rozdélovaci LC)
- vyuziva rozdilné rozpustnosti (tim i distribuce) molekul analytd mezi dvéma zcela
nemisitelnymi kapalinami.

SF: mechanicky nanesena na inertnim nosici

: chemicky navazana (polarni, nepolarni) na inetrnim nosici (tj. silkagel)
MF: a) NP — pentan, heptan, CHCI; a jejich smési

: b) RP — MeOH, MeCN, THF, IPA, voda a jejich smési

Pocate¢ni podminky v LLC — RPLC

MF: vodné-organicka MF, pufr (citratovy, octanovy, fosfatovy, boratovy) s ohledem na pKa
analytu.

SF: -C18 (ODS), -C8, fenyl-, kyano- — vhodné pro neutralni, neionizované analyty, rozpustné
v MF

Dosazené vysledky:

-rozlisSeniR> 1,5

- separacni ¢as 5 — 10min

- kvantifikace do 5% (15%)

- symetricky pik (vs. interferencni piky), vysoka ucinnost (Uzky pik pfi zakladné, pomér S/N)
- minimalni spotfeba rozpoustédla

- optimalni tlak (drift zakladni linie)




Nosi€e — silikagel, polymery, ZrO ,

- pracovni oblast pH 2-8 (<2 hydrolyza navazané faze, >8 rozpousténi silikagenu)
-do T =45-60 °C, p,,,x = 400 bart
- kysely charakter — lepSi zadrz pro bazicke latky

- dnes tzv. endcapping , tj. zaslepovani volnych silanovych skupin
- napf. trialkylchlorsilanem — Zorbax Eclipse XDB C18 (Agilent)

Trimethylchlorsilan jako mensi molekula nez trioktadecylchlorsilan pokryje stéricky branéné
volné silanolové skupiny.
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-stérické stinéni volnych OH skupin — odstinéni delSim uhlikatym fetézcem a zvySeni obsahu
vazaného uhliku v nepolarni fazi, zaroven i retence latek (1 hydrofobicita SF).
- stabilita pfi nizkém pH (~ 1), MF obsahujici TFA
- odolnostdo T =90 °C
Napf. diisobutyl, diisopropyl — Zorbax StableBond C18 (Agilent)

d H0 H0

c18

CH,OH

7
CHOFAy CH,0H
T “*Q\( HO  HO

TH.OH H,0 CH.OH
c18 c18 ( . \/

c18

s
}-——_':E} CH,OH

CHOH
\___/,(\" ~H0
T= CH,OH h}‘
=0 2 77 CH,0H
o H,0

(i 4 (b)
H_C CH H.,C CH v ‘ v \Ff\FzG HO o
m Im\z/ /7 \g‘ H:0

| HO HO

n—0Q 0 H,0

| L Ho M0

o loT /O:é’l HO o
HO "o

1 S I i

-modifikace ligandu — zaclenéni polarni skupiny do organického uhlikového fetézce SF mezi
povrch silikagelu a ligandem.
- zmirnéni interakce volnych silanovych skupin s bazickymi polarnimi latkami
- 1 polarita SF— 1 adsorpce vody v MF x hydrofobnimu kolapsu (100% vodna faze)

-pH a slozeni MF — pfidavek organickych amind do MF a tim kompetetice s analytem o aktivni
centra zbytkovych silanovych skupin (jejich eliminace). Limitni podminky viz SF bez zaslepeni.
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- FeSeni separace bazickych latek v alkalické oblasti.
napf. polystyren, metylakrylat, akrylamid
- kompatibilni v celém rozsahu pH, hydrofobni charakter
- stabilita limitovana fénimi skupinami polymeru
- chemicka a mechanicka stabilita
- limitni nizsi tlaky, p.,., = 200 baru
- obsahuji mikropéry (~ 1nm) — zabranuje pfenosu hmoty zejména pro malé molekuly
- nizSi u€innost — nevytlaCily chemicky vazané nepolarni SF!

(ZirChrom kolona; obchodni zastupce Altech, Chromservis)

- extremni stabilita - chemicka a tepelna stabilita (T az do 200 °C) — HTLC (High temperature LC)
- prodlouzena zivotnost kolony a snizuje se cena za analyzu

- pH stabilni 1-14, porézni i neporézni

- normalni i reverzni méd (modifikace ¢astic polybutadienem, polystyrenem, pyroliticky vylou¢enym

uhlikem, s naddlednou modifikaci C18 ligandem)

- vs. alkylsilikagelova faze v NP lepSi selektivita ohledné separace stereoisomeru, latek liSicich se
polaritou (steroly), v RP pfi separaci velmi polarnich latek.

12



UPLC — | pramér ¢astic, 1 specificky povrch a 1 ucinnost
- p~GPa
— pfi stejném prutoku jsou analyzy az 3x rychlejSi nez v klasickém analytickém usporadani
(konkurence monolitim)
— BEH technologie (Ethylene Bridged Hybrid) - vysoka pH stabilita 1-12 (+ tfibodova vazba
ligandu na hybridni ¢astici); brani hydrolyze silikagelu. Napf. Acquity UPLC kolona,
X Bridge (Waters)

5N (o - . A E . ey
A3 o J - @os' < ACQUITY UPLC™ BEH C18
Q / dgia @ J
L %A _ ACQUITY UPLC™ BEH C8
o 020820 @
Ve Vv 3 " N '® ] i

A3 IR ' o . o

EFCHTie W) - L o f ACQUITY UPLC™ BEH Shield RP18

L7 oty i L™ - B i T g

[l T | I

R e e 0 tl:H3 o

._.! _3" .- -"..- -

Lt " Gl il O-gi ACQUITY UPLC™ BEH Phenyl
) 3. 3
Erl:‘.- CH;- ‘-'-'Ht OFt O
.--"'D‘"Sl—- Et 4 EIO ETD ;m‘
b Etod ( SHzA L
Elo.ﬂ?"\.ca + ?' Cﬁ] 1’ CE
|'--;:}--SI-- Et EtD ED (o]
Polyethoxysilane Tetroethoxysilane Bis{triethoxysilyl)ihone
[BPECS) (TEQS) BTEE)

Angl, Chen 3003, 75, ATEVATRE

- stabilizace pH (pH 1- 12) zesiténim ethanovym mdstkem, skupiny jsou zac¢lenéné do vrstev na
povrchu silikagelu pfi zachovani Cistého kfemenného jadra. Zaroven i 1 mechanicka stabilita
silikagelovych ¢astic.

Napfr. technologie TWIN-NX, Gemini-NX kolona (Phenomenex) 13



Sorbenty

- nejbéznéjsi — kompromis mezi u€innosti, kapacitou, zivotnosti, tlakovou odolnosti, atd.
- zrnéni 3 - 8 ym analyticky systém, poérovitost ~ 60 % (5 um)

- tvrdé jadro, na povrchu tenky film (0,25 ym) — rychla analyza, vysoka uc€innost, mala kapacita
(pozor na davkované mnozstvi), rychly prenos hmoty

-zrnéni 1,5-2,5 um

- objemné pory se siti mensSich poéru, vysoka rychlost MF, malé rozmyti piku
- aplikace u perfuzni chromatografie

2.5 ym 0.25 pm




monoloticky sorbent
- nejbéznéjsi — kompromis mezi ucinnosti, kapacitou, zivotnosti, tlakovou odolnosti, atd.

— jednotlivé ¢astice sorbentu (3 -5 um)

— vyborna separacni U€innost (| velikost sorbentu stoupa zpétny tlak)

— omezena max. rychlost pratoku MF .
— doba analyzy ch g :

— porovitost ~ 60 % (5 uym Castic)

Finish First

— jediny kus porovitého materiéalu - makropéry (zrychleny pfenos hmoty mezi SF a MF)

mesopory (specificky povrch) ”
— anorganické, polymerni .

— prednosti: doba analyzy / '

hydrodynamické vlastnosti i‘*:i\

— rychly konvektivni tok MF bez pfilisného zvySeni tlaku a bez ztraty separacni u¢innosti
— porovitost ~ 80 %
— nevyhoda: reprodukovatelnost vyroby (polymerizace pfimo v koloné)

15



HILIC we b .

A

&

l HILIC i;
 HILIC = Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography ——
« NPLC typ separace za RPLC podminek
 SF - obojetny ion (sulfoalkylbetain), polyfunkéni polymer (napf. polymethylmetakrylat)

- hydrofilni (extrakce L-L) i elektrostatické interakce
- 1 retence s hydrofilitou a s nabojem analytu (ionizované funk&ni skupiny)

« MF —voda, pufr (acetatovy, mraven¢nanovy, hydrogenuhli¢itan), vysoka koncentrace vodou-
misitelného org. rozpoustédla (MeCN)
- gradientova eluce — eluéni sila roste | obsahu organické slozky MF v Case

HO o

Ead e
Analyte s =
H.0 2

. . P . P 2 . é H0
e limitni faktory — obs. organické MF cca 80% MeCN M'\\ % "
, - , , , o 0 partitioning {';J_ H,0 =y _q
— + malé mnozstvi tékavé vodné slozky (>3 %) b Ambe & o %73
7 oq- . P, -y ,_C% .
— pufr 2-20mM, horni limit do 250 mM Analyte o %, wo %
—pH2-10 e .
interaction -\.Sbr‘ -
— max. teplota 50 °C "%,
'hf"ﬁ;‘_ F)
— max. tlak p = 20 MPa — wo
H,0 Oy <
— | prutok MF e 022,

interaction

http://www.hilic.com/ http://www.sequant.com/default.asp?ml=11625 Hy0 o,



Plate Height (mm)

0.08 4

3

2

0.02 4

HILIC

dobra retence pro polarni latky

symetrické tvary piku pro bazické latky

snadno nahradi NPLC

ortogonalni selektivita k RPLC (2D-LC, matricové efekty)

vhodna pro spojeni s ESI, ¢asto vyssi citlivost (1 obsah MeCN v MF)

20 =
o
- % Table: Flow-rate, backpressure and injection volume
" ;5, Column Injection Flow- Backpressure
18 @ |.D. volume rate Expected Max
F10 g
E (mm) (ML) (mL/min)  (MPa) (MPa)
-5 E 2.1 0.5-5 01 2-10 20
2 4.6 5-50 0.5 2-10 20
0 8

0 1 2 3 a 5 6 A:B = 40:60 (Reversed Phase)

Flow Rate (mL/min)

o]

Methamphetamine

Selegiling Amphetaming
2

1. Amphetamine
A:B =20:80 (HILIC) 2 Methamphetamine
3. Selegiline

1 2

| |

\' |
| L AN

0

vliv rozpoustédla vzorku na tvar chromatografického piku

vliv davkovaného objemu na tvar piku o
e, , , . , , monolie phase:

pomalejsSi ustalovani chromatografickeé rovnovahy —

vvvvvv pressure:

komplexnéjSi mechanismus separace (slozitéSi predikce) temp.

det.:

hydrofobni latky nejsou zadrzovany njecton:

sample:

column:

5 10 15 20
Min - 7

Ascentis Express F5, 10 cm x 4.6 mm |.D.,

2.7 ym particles (53590-U)

(A) 10 mM ammonium acetate, pH 4.0 with acetic acid; (B)

acetonitrile; (20:80, A:B - HILIC), (40:60, A:B - reversed phase)

0.6 mL/min

260 bar (2300 psi)

35°C

MS ESI (+), SIRm/z 136, 150, 188

2L

10 pg/mL in methanol
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pouziti techniky: makromolekulani analyty nevhodné pro eluci na RPLC, tj. cukry, metabolity,

kyseliny i baze, org. kyseliny, proteiny, peptidy, baze — nizka nebo zaporna LogP hodnota

Compound - analyte examples

CH
oo A o) @
OH OH R i

logP=-32 LogP=-18 LogP=-02 LogP=05 LogP=15 LogP=27 LogP=48

Analyte 1 3 _2 4 0 1 2 3 4 3
Legf | | 1
Normal Phase Separation Reverse Phase Separation
Column with hydrophilic surface Colurmn with hydrophobic surface

LogP — logaritmus distribuéniho koeficientu latky v systému dvou nemisitelnych kapalin,
voda/oktanol, popisuje polarni vlastnosti molekuly

vySSi hodnota LogP = vySSi hydrofobicita log P,/ s = 100 [[An[g;?lyt]t'dj

pro RPLC: LogP > 1

http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties

18



Separace purinovych a pirimidinovych bazi:

Chromatografické podminky: Thymin (1), Uracil (2), Adenin (3), Cytosin (4), Guanosin (5)
Kolona: ZIC-pHILIC, PEEK, 150%4,6 mm,
S5um
Injektovano: 5 uL i NH;
o . HN = N
Pratok MF: 0,5 mL/min Py | 3 N )
0] N I‘\\ N
MF (v/v): 80% MeCN . 2 N
20% HN,),CO43, 20 mM, pH 8,8
)
Detekce: 254 nm

g iy 5
A

N 5

WU

0 4 8 12
Retention Time (min)




Typy detektor g v kombinacis LC

Cut-off filter
Holmium oxide filter

"\...I i C\ G 2

Deuterium lamp

Volba — selektivita, citlivost, dynamicky rozsah

Slit

Mirrar 1

UV-VIS (10'10 g/ml) Samplediod
- Absorpcni fotometricky detektor
- PDA/DAD - porovnani s knihovnou spekter
- aplikovatelny pro Sirokou Skalu latek B N,
- velky linearni dynamicky rozsah Reference diode
- moznost snadného zméreni spekter

Flow cell | F

| Mirror 2

Tungsten lamp

Deuterium lamp

MS = API techniky (103 g/ml) _
@ - vysoka citlivost, selektivita a univerzalnost @ ”‘“ﬁ”ﬂ'_“““"*"*‘ 102t
- destruktivni technika -
- cena, provozni naklady, naroky na ¢isténi } ‘ Helmium i ke §
- matriéni efekty (rozdilnost odezvovych faktord)

Py
1007

Standard flow cell

Programmable slit

Grating

3. Fluorimetricky (fluorescenc¢ni) detektor (10°-1012 g/ml)
(zdroj, monochromator, coCka, mérna cela, fotonasobic, zesilovac, zapisovac)

4. Refraktometricky detektor (107 g/ml)
(zdroj svétla, zrcadlo, mérna a referentni cela, fotonasobic, zesilovac, zapisovac)

5. Ampérometricky detektor (10-° g/ml)
(pracovni, referentni, pomocna elektroda, zdroj napéti, zapisovac)
20



MS = hmotnostni spektrometrie

fyzikalni metoda — primarné (uréeni molekulové nebo atomové hmotnosti analytu)
sekundarné (identifikace sloucenin, objasnéni struktury, kvantifikace)

princip: molekuly analytu se ionizuji v plynné fazi, nasledné jsou rozdéleny bud v prostoru nebo
v Case podle jejich hmotnosti a naboje (m/z)

vakuum

lontovy zdroj ijontovy analyzator

lonizace hmotnostni analyza (separace iontu)

p~10%Pa

lonizace — razné zdroje — polem, vysokoenergetickymi ¢asticemi (e, foton, atom)
mekka vs. tvrda ionizace

hmotnostni analyzator (separator) — TOF, QQQ, IT

detekce iontu — systém dynod — elektronovy nasobic, mikrokanalkova desticka

21



Pojmy v MS

lednotky
hlavni jednotka SI:  kilogram kg
vedlejSi jednotka Sl atomova hmotnostni jednotka u(a.m.u.)
(1/12 hmotnosti izotopu uhliku o protonovém ¢&isle Z=6 a nukleonovém &isle A=12. u=1,66057.102" kg)
jednotka: dalton Da

thomson Th (1Th = 1u/e = 1Dale)
veliCina: m/z

pozn: molekulova hmotnost M (hmotnost molekuly/prvku; -) vs. molarni hmotnost Mg (1 mol molekuly; g/mol)

hmotnost iontd v MS (napf. pro CO,)

nominalni - vypoéitana z celodiselnych hmotnosti prvka (12u + 2x 16u = 44u)
- pouziti pouze v nizkém hmotnostnim rozsahu <« hmotnostni Ubytek/nadbytek

monoizotopicka - z ptesnych hmotnosti prvka (nejvice zastoupené izotopy) (12,0000u + 2x 15,9949u = 43.9898u)
prﬁmérné - vazeny pramér hmotnosti jednotlivych izotopl podle jejich zastoupeni (12,01 + 2x 16,00u = 44,01u)

vypocet elementarniho slozeni vs. presnost!

Am(vmmy=10C1M,, ... M

zmerena vypocitana)

M -M,
Am (V ppm) — 106 B zmerena vypocitana

vypocitana 22

presnost uréeni hmotnosti




vypocet a vliv presnosti uréeni hmotnosti

G.Audi, A.H. Waspra, C. Tribault, Nucl. Phys. A, 729 (2003) 337-676 O O
N o N

w105 |+APCl Scan [0.074-0477 min, 26 scans| Frag=20.0% tpy103_APClp 300-250-5-45 sk O = ‘ -
M([C,oH4sN,Q]) = 427,2749 s I
M([C,oH4sN,O]*) = 427.27435 (-1,29 ppm) oy
M([C,oHsN,O+H]*) = 428,2822 ool
M([CoH3sN,0]) = 427,27545 (+1,29 ppm) 03

814 4262650 L f[_ 430,298

" 4755 426 4265 427 4205 428 4285 429 4295 430 4305 431 435 437 4325 433 4335 434
Counts vs. Mass-to-Charge [m/z]

- hmotnost elektronu hraje vyznamnou roli (0,5486 mmu)

typy iontu:
[Mte]*

[M£H]®

[M2X]*

[(M-N)% ..]*

molekularni ionty (pfirozeny naboj; po ztraté nebo pfijeti elektronu)
kvazimolekularni ionty (disociace nebo asociace protonu)

pseudomolekularni ionty (adukty, asociaty)
(disociace/asociace iontu; nekovalentni komplex s jinou slozkou)

fragmentove ionty (Stépenim kovalentni vazby analytu)
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Hmotnostni spektrum — grafické zobrazeni intenzity iontd na jejich poméru hmotnosti ku naboji

(m/z). Spektra jsou normalizovana, y-osa (intenzita) je 0-100 %.

100+ 734.4691

kvazimolekularni ion
[M+H]*
\ izotopické piispévky
A
[ sum A\

736.4769

[

T T T T T T T T T
731 732 733 734 735 736 737 738 739

— profilové (kontinualni) — umoziuje odedist Sitku piku

— histogram (centroidni) — spektrum je pfevedeno na sloupcovy graf, poloha signalu (m/z) je odeétena v

vV vt

|lzotopy — atomy chemického prvku, které maiji stejny pocet protonu, ale rozdilny pocet neutronu,

tedy stejné atomove Cislo a rozdilnou atomovou hmotnost.

Br

50.69 49.31 %

X (monoizotopické): 22Na, 127,
| prvky — X+1: vodik (*H, 2H), uhlik (12C, 13C)

> X+2: chlor (35Cl, 37ClI), kyslik (160, 180), st¥ibro (107Ag, 199Ag)

Br Br
FO (0] OF
B44 BETZ
O O c,.H,Br,O
Er Br 13" 1421 4~4
(0]

5426831 545.5851

540.6909 5486831

L h\\ oy
& i
540 G4z Gad 548 548 540

|zotopové sloZeni viceatomového iontu je dano kombinaci izotopoveého slozeni atomu, které jej

tvori.
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rozliSeni
1) FWHM — pomér hmotnosti iontu a Sifky jeho piku v poloviné vysky.
Pouziva se u analyzatoru, kde je konstantni Sifka piku, tedy Q, IT, TOF.

i) pfekryv pikd — nejmensi rozdil hmotnosti mezi stejné vysokymi piky u nichz je vysSka pfekryvu
rovna definovanému zlomku vysky piku (pf. 5%, 10% udoli).

Pouziva se u analyzatoru, kde je konstantni rozliSeni pro cely hmotnostni rozsah, napf.
sektorové pristroje.

)

rozliSovaci schopnost — schopnost pfistroje (analyzatoru) oddélit sousedni piky

m . ]/Amaccuracy
i

_ I
a) Low Resolution
Poor Mass Accuracy

] b) High Resolution )
Poor Mass Accuracy

¢) Low Resoiution Spectral interference
7 Good Mass Accuracy : effects measurement

. . Spectral interference
d) High Resolution . &~ doesn't effect measurement
ﬂt Good Mass Accuracy :
.

, -
3980 3434 3438 2 5

mass




Kalibrace hmotnostni Skaly — pro ziskani spravnych vysledkau.
— pomoci zméfeni spektra kalibracni smési a naslednou korelaci
zméfrenych a vypocitanych (a spravnych) hodnot m/z

(pfed méfenim se provadi kalibrace hmotnostni stupnice pomoci kalibraénich standardi — chyba
namérené m/z a skute¢né m/z zavisi na rozliSovaci schopnosti resp. typu spektrometru a kvalité kalibrace)

Typy kalibraci

Kalibrace externi — kalibrace probiha pred méfenim samotné analyzované latky, tedy
oddélené.

Kalibrace interni — kalibraci provadime ze spektra, které obsahuje jak analyzovanou latku,
tak piky kalibracni latky. Kalibrace probiha souc¢asné a poskytuje presnéjsi vysledky.

Kotvici hmotnost (Lock mass) — druh interni kalibrace. Cela hmotnostni Skala se posunuje
podle jednoho kalibracniho bodu. Slouzi k malym Gpravam Skaly m/z a vyzaduje predem
nakalibrovany pfistroj. Tento kalibrant maze byt davkovan do iontového zdroje, pfip. se
muze vyuzit néjakého iontu z pozadi.

Pozadavky na kalibracni latky (napf. perfluorované latky)

- bez pamétového efektu!, Cisté, dostupnée, netoxicke slouceniny
- pokryti celého kalibrovaného rozsahu

- intenzivni piky s jednoduchymi izotopovymi klastry
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MS vs MS"

MS spektrum

- ionty vzniklé ionizaci analytu (neutralni molekula) a pfripadnou fragmentaci kvazimolekularniho
(pseudomolekularniho) iontu.

MS/MS (MS?) spektrum
- ionty vzniklé fragmentaci iontu prekurzoru.

tandemova MS, MS"
- sériové zafazeni nékolika hmotnostnich analytatord
- 1. analyzator — separace iontl podle m/z
selekce iontl o ur€itém m/z
- kolizni cela — sekundarni ionizace/fragmentace
- 2. analyzator — rozdéleni fragmentu
- detekce iontd fragmentu
- v prostoru (vice analyzatoru) ¢i ¢ase (jeden analyzator)
- pouziti: objasnéni struktury, specificka detekce

lontovy zdroj Analyzéator 1 Kolizni cela Analyzéator 2
it B!

QaQ L, () . S—
? ) ' 1" )

% ) % )
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API techniky

spojeni HPLC s hmotnostnim spektrometrem - spolehliva, rutinni metoda
technicky slozitéjsi interface — kapalna MF se sprejuje do ¢asti iontoveho zdroje, ktera je pfi
atmosfeérickém tlaku (tzv. API zdroje).

Vakuovy systém v dalSi ¢asti odstrani pfebytecny plyn vytvofeny sprejovanim kapalné MF.

API techniky — ESI, APCI, APPI, TSP, PB, EI, moving belt, ...

APl source ‘Ist Z2nd 3rd vacuum stage

lon optics I Mass analyser

Gas + lons — lons
I_‘1 Torr I < 103 Torr = 10-5Torr
P'ump F'urnp Pump

V prostoru analyzatoru je vakuum (az 10-1° torr, tj. 10 Pa).

MS analyzatory a detektory mohou pracovat jen s nabitymi ¢asticemi (ionty).
28



Interpretace API spekter

Urceni Mg

- ovéreni spravnosti podle charakteristickych aduktt (zasadni vyznam, aduktové ionty se
vétSinou nevyskytuji u fragmentd), nejintenzivnéjsi vétSinou [M+Na]*
(meéné Casto adukty s MF, [M+H+CH,OH]*; nékdy i dimery typu [2M+H]", [2M+Na]*)

- zaporné ionty [M-HJ, dle sloZzeni MF muzeme ocCekéavat napf. [M+Cl],, [M+CH,COOJ

- typ, relativni intenzita pseudomolekularnich iontd zavisi na slozeni MF, obsahu soli

Dusikaté pravidlo . — — -
Pocet dusiku m/z licha m/z suda
Sudy (0, 2, 4,.....) | EE* OE™
Lichy (1, 3,5, ...) OE™ EE* EE™ ...sudy poCet e
OE™ ...lichy pocet e-

Plati pro bézné organické prvky (C,H, N, O, Si, S, P, F, Cl, Br, I)

M+2 prvky
- urCeni poctu ClI, Br, odhad pfitomnosti Si, S

MS/MS spektra
sumarizace vsech ziskanych informaci
ovéreni souladu reten¢niho chovani s navrhem struktury

potvrzeni s komerénim/syntetizovanym standardem
29



ESI

velmi ,mékka“ ionizacni technika (biomolekuly)

tvorba vicenasobnych iontl, aduktd

princip: Taylorav kuzel — emise kapek v kuzeli — 1 hustoty povrchového napéti kapek
a | velikosti kapek (um — nm) — vznik iontd v plynné fazi — jejich transfer do MS

Ke zjiténi m staéi pouze 2 sousedni piky:  (m/z), =(m)/n
(m/2),.,=(M)/(n+1)

Evaporation wme=e>  Analyte ion ejected

L
lons — — . Sl
Nebulizer gas i
) ’

Solvent spray . Heated nitrogen drying gas

\

Dielectric capillary entrance



slozeni eluentu dle podminek pro LC separaci (slozeni, typ eluce)

koncentrace analytu pfichazejici do iontoveho zdroje je urCena davkovanym mnozstvim na LC
kolonu a rozmytim pfi prichodu kolonou (~ 20-30 nafedéni)

volba experimentalnich podminek:
- zasadité slouceniny — detekce pozitivnich iont(
— Uprava pH (CH;COOH, HCOOH)
- kyselé slouéeniny — detekce negativnich iontd
— Uprava pH (NH,)
- neutralni slou¢eniny — adukty s kationty, volba jiné techniky (SIMS)

volba rozpoustédia:
- dostateCné rozpousti analyzované slouceniny
- podporuje vznik iontd v roztoku
- snadno se zmlzuje, odparuje a ma nizkou solvatacni energii

voda (~80%), metanol, etanol, isopropanol, butanol, acetonitril, aceton, tetranhydrofuran,
chloroform

pouziti:
stfedné polarni az iontoveé slouceniny
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APCI

princip obdobny jako u ClI
HPLC inlet

vlozené napéti na vybojovou jehlu (3-4kV) — [
koronovy vyboj. Nejdfive ionizace molekul MF
(pfebytek), nasledné jsou ion-molekularnimi
reakcemi  reakéniho  plynu  (ionizovaneé
molekuly MF) ionizovany molekuly analytu

o Nebulizer (sprayer)

Nebulizing gas e

Vaporizer (heater)
> i P

I) Primarni ionty vznikaji ze zmlzujiciho plynu
i) Reakéni ionty vznikaji z MF a aditiv
lii) Hlavni mechanismy ionizace analytu

(protonace/deprotonace; vyména naboje; tvorba
aduktt; adice rozpoustédla; tvorba polymernich
klastru)

Drying gas

Corona
discharge
needle

_ ] ; . ] L. Capillary
jonty jsou nasledné elektrodami usmérnény do

analyzatoru

rozbiti pfip. nekovalentnich klastru
protiproudem susiciho plynu

32



volba rozpoustédia:
- dostate¢né rozpousténi analyzované slouceniny
- snadno se zmlzuje, odparuje a ma nizkou solvatacni energii

metanol, propanol, butanol, aceton, chloroform, toluen, alkany (n-hexan, cyklohexan), etanol,
isopropanol, voda, dichlormetan, benzen

Uprava pH:

kyselina octova, kys. mravenci, mravencnan amonny, octan amonny, cpavek, trietylamin,
tetraetylamonium hydroxid, tetrabutylamonium hydroxid

pouze organické pufry!
Anorganické, napf. fosfatovy pufr:

pouZiti:

malo az stfedné polarni slouceniny,
do My ~ 1500 Da,

vétSi tolerance obsahu soli v eluentu,
méné aduktovych iontl
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APPI

technika podobna APCI

kryptonova vybojka s energii fotonu 10 eV

- selektivni ionizace analytu a nikoliv MF —
energie je vétSi nez IE nepolarnich organickych
molekul, ale mensi nez IE slozek MF (MeOH,
MeCN, voda) nebo vzdusneho kysliku!

- vysSi citlivost - UV lamp
pouziti dopantu (toluen, aceton, IE < 10 eV), ktery \

poté reaguje ion-molekularnimi reakcemi s
analytem a nikoliv s MF

mechanismus: ovlivhén fadou faktoru

na rozdil od ESI a APCI vznikaji bézné ionty
s lichym poctem elektron(

pouziti:
velmi nepolarni latky nebo labilni latky

HPLC inlet

s Nebulizer (sprayer)

Nebulizing gas .

- Vaporizer (heater)

Drying gas

Capillary
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Vybrané hmotnostni analyzatory

TOF °

lon Flight Tube ) )
{where no electrical or magnetic fields exist)
ﬁu:elerﬁ}m - e -
J Distance L .
—
i |
lonization lon
Unit Detector
--
- Cooling / CID Gas
E = Vcap
]
Quadrupale Quadrupole 2 Quadrupole 3
Q’ QqQ (Mgn P {CID Cotl)lision cell) (MS2) ’
To outside of system \—> == _—
m select m/z product ion scan
lon 2 [
Detector I — e .
— ~~
scanning precursor ion scan
{selected m/z)
3 — —
(3) R . T/\:’ —"
Collision  — ¢ cos wt) _— —
lonization Unit E scanning neutral loss scan
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citlivost jednotlivych technik

Ramcové porovnani hmotnostnich analyzator u

Trida RozliSovaci Presnost Rozsah m/z | Skenovaci | Linearni Cena
schopnost hmoty [.109] rychlost dynamicky
[.103] (ppm) [Hz] rozsah
Q 3-5 50 - 100 2-3 2-10 10°- 106 i
IT 4-20 50 - 100 4-6 2-10 104-10°
TOF 10 - 60 1-3 10 - 40 10 - 50 104 -10°
Magnet 40 - 80 2-5 6-15 02-1 106 - 107
Oritrap 100 - 240 1-2 4 1-5 5.10° v
ICR 750 - 2500 05-1 4-10 05-2 104
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Historie MS a spojeni se separa ¢nimi metodami

2. polovina 19. stoleti — poCatky MS
« 1953 — prvni hmotnostni spektrometr — V. Cermék, V. Hanusg, C. Jech, J. Cabicar

Himatewy ipektra=etr Ustreu friloslsl chemie CHANY

temimls foewin Sadein s b o sl a7 fo’ d8

1957 — prvni spojeni GC/MS (Holmes, Morrell) — prvni komeréni GC/MS v r.1967
e 1973 — prvni spojeni HPLC/MS (Baldwin, McLafferty) — prvni komeréni LC/MS v r. 1977
e 1987 — prvni spojeni CZE/MS (Smith)
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1917 — zaklady elektrospreje — vzniku nabitych kapi€ek zmlzenim kapaliny (Zeleny)
1953 — princip iontové pasti (Paul, Steinwedel)
1957 — prvni spojeni GC/MS (Holmes, Morrell) — prvni komeréni GC/MS v r.1967
1966 — chemické ionizace (Munson, Field)
1968 — elektrosprej jako zdroj iontd (Dole)
1973 — prvni spojeni HPLC/MS (Baldwin, McLafferty) — prrvni komeréni LC/MS v r. 1977
1974 — moving wire pro spojeni HPLC/MS (Scott)
1976 — moving belt pro spojeni HPLC/MS (McFadden)
-—p 1982 — ionizace APCI (Henion, Thomson, Dawson)
1983 — ionizace termosprejem (Blakley, Vestal)
1984 — Particle Beam pro spojeni HPLC/MS (Willoughby, Browner)
1987 — prvni spojeni CZE/MS (Smith)
= 1989 — elektrosprej biomolekul (Fenn)
=—» 1989 — MALDI (Hillenkamp, Karas, Tanaka)

Pfrevzato z pfednasky P.Cvacky
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LC/MS

- pro vétsinu polarnich i nepolarnich latek

- vétSina aplikaci

CE/MS

- pro velmi a stfedné polarni latky

HPLC vs. GC vs. CE

- omezene vyuziti pro rutinni analyzy

polarita

0

00 1000 1500
molarni hmotnost

| CZE
S
GC o SR e
5.|

2000

pocet publikaci

GC/MS

- pro latky nizkomolekularni nepolarni nebo
malo polarni
- mnozstvi aplikaci

Rozvoj separac¢nich technik ve spojeni s MS

BO00 e

BOIOD s

4000 -

LC/MS

3000 e el

O )l s e trass s i e s e s T e A S . L

FO00 <o

1980 1985

CE/MS

S .
1990 1995

rok

— T
2000

—r—TTT
2005

—T T
2010 2015
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Spojeni separa €nich technik a hmotnostni spektrometrie

e vramcijedné analyzy midZzeme separovat a identifikovat komplexni smés
e MS" — strukturni informace
 kombinace vyhod obou technik

* izolace latek na zakladé chromatografické separace a nasledné zméreni hmotnostnich spekter
pro jednotlivé latky

|
|
LC ",v UV detektor

Kolona

RP, NPLC,

HILIC MS

iontovy
zdroj

=P analyzator = detektor

o ziskané zaznamy — UV chromatogram
TIC chromatogram AP TOF, IT, Q
RIC/EIC chromatogram (ESI, APCI)
MS spektra vSech piku
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Rezimy spojeni pro p

3 rezimy, predpoklad uspéchu:
- eliminace toku MF
- interface mezi metodami (API techniky)

(komercni spojenti)

+ klasické komer¢ni spojeni

+ Siroce rozsSifené (ESI, APCI,...)
— interface

— redukce prutokové rychlosti MF

In-line  (pohybujici se pas, drat)
+ redukce tlaku

off-line (nanaseci komora/zafizeni, déli¢ toku, T-valve)

+ oddéleni separace od MS
+ archivace vzorku
+ redukce tlakt

renos hmoty

— | Insulator

/
MS ,r'f Solvent Ean From LC
“’" i evaporation
e | | g
] am e |
= (s T
KZ ¥ —— )
II'q.. 1 L] Il_
II E C‘\,:JI . _\_-___./
"I a7 ) o
- - )
Heater tip "Clean-up l l .\ | | F'
heater” :
e Pump Pump Wi E}cit

4m3fh 12m3th

Kalkulace velikosti kapky
podle Poisseuille rovnice
pro laminarni tok:

flow rate
\capillary radius
AN 4 ~ pressure

\ _ TR Ap difference

t 8yl

~
absolute viscosity capillary length

— snizeni rozliSeni separace pfi sbéru
— casoveé naroc¢néjsi; nékdy nerealizovatelné (stopové koncentrace)
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Stanoveni priorit u LC analyzy

Druh analyzy — kvalitativni, kvantitativni, analyticka, preparativni

Informace o vzorku (fyzikalné chemické parametry)
- pocet sloucenin pfitomnych ve vzorku, strukturni a molekularni vzorec slouéeniny
- pKa slouceniny
- jeho koncentraéni rozsah, rozpustnost analytu (pevny vzorek)
- povaha matrice

Pfeduprava vzorku
- povaha matrice
- extrakce, zakoncentrovani
- eliminace interferenci x ochrana kolony

Vybér vhodného zpusobu detekce (selektivita, citlivost)
- prvni volbou je UV-VIS detekce, nasledné MS

4. Volba poc¢ate¢nich podminek separace — volba LC mdédu, typu eluce

5. Optimalizace separa¢nich podminek — na zakladé dosazenych vysledku

- to, R, N, As, drift zakladni linie, tlak, interferencni piky, spotfeba rozpoustédla, atd.

6. Uprava separacnich podminek pro dany kol

7. Validace metody (pro rutinni analyzu)
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Volba chromatografickeho systému

Jakou separa €éni techniku vybrat pro kterou latku?

kovové chelaty (RPLC)

MNormal phase with bare silica {adsorption)

Hexane Normal phase with bonded phase silica Organické latka
Me0OH and MeOH:H,0
— (rganic ——» or — Heversed phase
ACN and ACN:H,0
Molecul ' Zena
x:,:;;itar e THF —# (el permeation (small molecules) VeIIkOSt - MR vztazena k 2000 g/mOI
<2,000 rozpustnost
- S —— - voda — neelektrolyt (RP, NP, HILIC)
— elektrolyt (IEX, IP)
— Aqueous Reversed phase with jonization control Stédl
lonic Aeversed phase with ion-pair agent - Org' rozpous edla
Reversed phase with bare silica — alkoholy (RP HIL'C NP)
lon exchange ' !
— uhlovodiky (RP, NP)
— g Organic » (el permeation
IMalostie strukturni rozdily — nepolar. ¢asti
weight y o p ’
>2,000 o molekuly, f€i skupiny
— Aqueous » |on exchange with wide-pore material !

Reversed phase with wide-pore material
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Parametry ovliv nujici LC separaci

teplota — vliv na viskozitu a difuzni koeficient (1T = 1 ucinnost)
- vySSi teplota pro urychleni analyz
- nékdy lepsSi nizsi teplota, degradace vzorku
- nékdy omezeni ze strany SF

typ sorbentu — vliv retenci solutu a jejich selektivitu

pratok MF — vliv na ucinnost separace

slozeni MF — vliv na selektivitu a rozliSeni
- slozeni rozpoustédel, linear vs. gradient (zména v ¢ase)
- prfidavek aditiv, pH

parametry kolony
- primér — kapacita roste se ¢tvercem priaméru kolony
- delka — s 1 délkou se 1 ucinnost (pocCet teoretickych pater), tlak a doba analyzy
- velikost ¢astic — snizovanim jejich rozméru roste ucinnost (specificky povrch), ale i
pracovni tlak
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LC parametry (ne)ovliv nujici MS spektra

teplota separace — bez vlivu

typ sorbentu — kvalitni kolona nesmi ovlivhovat MS spektra

prutok MF — neni pfimy vliv na kvalitu signalu, nutné vSak zménit prutoky plynu

slozeni MF — vyrazny a zasadni vliv na kvalitu spekter
- slozeni rozpoustédel, gradient — ovlivnéni ioniza¢ni ucinnosti (intenzity signalu)
- pfidavek aditiv — potlaceni signalu, nékdy naopak (neutralni latky, ESI)

parametry kolony — ma vliv na hodnotu pratoku MF, tim volba suSiciho a zmlZujiciho plynu.

20+
100

18+

24+ 16+

ESI spektrum myoglobinu (16955 Da)

Relative Abundance

&0 B0D 1000 1200 1400
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Obecné zasady LC/MS analyzy

* slozeni MF — volba rozpoustédla, aditiva (dostate¢na t€kavost, nekontaminuji zdroj)
- chlorovana rozpoustédla - 1 kontaminace zdroje a horsi stabilita signalu
- tékava aditiva — HCOOH (0,1%, 2mM u MeCN), CH,COOH (0,2%), amoniak (0,05-1%)
- pufry 5-10 mM (HCOONH,, CH3COONH,)
- POZOR ion-parova €inidla (tetraalkylamonné soli, sulfonové kyseliny) — silna az
nevratna kontaminace!

RPLC — MeOH, MeCN, Ize i EtOH, 2-propanol (vétsinou nejlepsi odezva pfi €, ,,~70-90 %)
- 1 az 100% obsah vody — nutné 1 F, teplotu suSiciho a zmlzujiciho plynu (nizsi citlivost)
- 100% MeCN pfi APCI vyzaduje CastéjSi ¢isténi vybojové eldy (tvorba grafického uhliku
na eldé)
- pIné kompatibilni s MS — API techniky v zavislosti na polarité analytu a slozeni MF

NPLC — lepSi kompatibilita s APCI néz-li s ESI
- nutny obsah proton-donorniho rozpoustédla (>5%), napf. 2-propanol (100% hexan bez
signalu)
- kompatibilni s MS — vétSinou APCI, APPI; ESI nevhodny pro nepolarni rozpoustédla

HILIC —viz RPLC
- kompatibilni s MS — API, ESI
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e pfiprava MF
- rozpousStédla nejvyssi kvality (LC/MS)
- zabezpecit vzajemnou misitelnost
- filtrace a odplynéni MF !

e pfiprava vzorku

- filtrace pred analyzou (0,22 ym porozita, PTFE, PVDF, nylon) objern () pramér filr
- davkovany objem dle kapacity kolony x zhorSeni separace < 4
- oplach davkovaciho zafizeni x kontaminaci <100 25

 kolona
- dostateCna ekvilibrace (10-20x V,,)
- skladovani — vymyti aditiv (pufry, kyseliny)!, uchovani ve smési vody (]) a rozpoustédla
- CiSténi dle fady protokolt — smés vody (1) a rozpoustédla - IPA/THF - smés vody (|) a
rozpoustédla
- predkolony (prodlouzeni zivotnosti), in-line filtry (mechanické necistoty z MF)
- minimalizace mrtvého objemu — co nejkratSi a nejuzsi kolony
spojky s min. mrtvym objemem
- termostatovani kolony
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Volba MS systemu

zaznam kladnych iontd — univerzalni (vétsSina sloucenin)

zaznam zapornych iontd — organokovy, halogenované sloucéeniny, slouceniny obs. karboxy,

polarita molekul

Molecular Weight

sulfo, nitro skupiny, atd.

100,000 4
n,epolarnl Electrospray lonzation

latky

10,000 - Q
1000 S

APCI
. . . . [
organické slouceniny
100 - (neiontové)
10 ,
Monpolar Yary Polar

Polarity

biopolymery, vysokomolekularni
polymery, organokovy

iontoveé organickeé slouceniny
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slozeni MF
- NP — nepolarni rozpoustédla, vhodné APCI, APPI
- RP —techniky ESI, APCI, APPI

prutok MF
-az 1 ml/min - APCI, APPI
- < 0,5 ml/min (podle obsahu vody) — ESI
- dle pratoku a slozeni MF je nutné upravit prutoky
suSicich a zmlzujicich plynu

geometrie iontového zdroje — vliv na odezvu signalu
odolnost x kontaminaci

sprej
B : ERPR pohyb ientd
Lo | -=> pohyb balastu

vstup do éerpané &asti
L I |

(b) vychyleni mimo osu, (c) pod uhlem 45°, (d) ortogonalni sprej, (e) Z(M,..)-sprej

hmotnostni analyzatory

- MS/MS, MS" — strukturni analyza, rozliSeni izobarickych sloucenin

- MS skeny — jednodussi spektra, kvantitativni analyza

podle pozadavku na analyzu — rozliSeni a pfesnost uréeni hmoty
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| Optimalizace LC/MS metody

— separace cilovych latek

— usnadnéni identifikace a kvantifikace (rozliseni jednotlivych latek; ion
suppression; 1 citlivosti analyzy; identifikace stopovych latek)
— LC podminky co nejméné ovlivhovat kvalitu signalu v MS

— metoda pokus a omyl
matematické modely a statistické postupy

LC cil?  — separace latek pro kvalitativni a kvantitativni analyzu
— eliminace vlivu LC na MS signal

A &

nastroj? — SF; MF; teplota separace
— rozmeéry kolony, pfip. jejich kombinace; velikost a typ sorbentu; pratok

kvalita (zavisle proménne)? — kapacita systemu, selektivita, uc¢innost, rozliseni

- vybér podminek na zakladé odliSnosti mezi separovanymi latkami (polarita, funkéni skupiny, ...)
- vybér kolony — sorbent, rozméry (zaCinat s kratSi kolonou)
- volba MF, pfidatnych aditiv, volba pH (dle vlastnosti analytu)
- test navrzenych podminek a jejich postupna optimalizace
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RPLC

— C18 (C8, fenylova)
— MeCN, MeOH, vodna sloZzka s 3 ws :
—pH3a9 " F B H&.ﬁ.

Postup
1) analyza na C18 koloné pfi pouziti MF 100% MeCN

2) pridavek vodneé slozky do MF podle retence latek, prip. volba jiného separacniho systému
3) vliv pH na separaci — hrani¢ni hodnoty pH v kyselé a bazické oblasti

4) zopakovani 1-3 kroku pro jinou MF a jinou kolonou/typ sorbentu

5) srovnani vysledkld a vybér MF (slozZeni, typ eluce), kolony (typ SF, pramér zrnéni) a pH

6) na zakladé ziskanych vysledkl provedeme pfipadné dalSi testy — kolona, MF, aditiv

7) optimalizace pro dosazeni optimalnich podminek - 1R, | doba analyzy
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NPLC

— Si (-NH,)
— hexan, heptan/IPA, MeCN (bez zbytkove vihkosti !)

OH

NPLC — horsi reprodukovatelnost analyz a rozliSeni
— APCI, APPI

Postup
1) analyza pfi pouziti MF 100% hexanu s pfidavkem IPA ¢i MeCN

2) 1 ¢i | modifikatoru podle retence latek, pfip. pfejit na HILIC systém v pfipadé vysoké retence
polarnéjSiho rozpoustédla

3) test dalSich kolon (-NH,)

4) optimalizace pro dosazeni optimalnich podminek - 1R, | doba analyzy
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HILIC

— HILIC
— MeCN, voda > 3 %, aditiva

HILIC — tékavéjSi solventy — 1 citlivost v MS v porovnani s RPLC

Postup
1) analyza pfi pouziti MF s vySSim obsahem vody (kontrola retence latek)

2) uprava podminek podle retence latek (obsah vody, aditiv)
3) na zakladé ziskanych vysledkl provedeme pfipadné dalSi testy — kolona, MF (aditiv, pH)

4) optimalizace pro dosazeni optimalnich podminek - 1R, | doba analyzy

Gradientovéa separace pantothenatu (2), Acetyl-CoA (3), AMP (4),
CoA (5), ADP (6), ATP (7) na ZIC-pHILIC PEEK koloné

150%2,1mm, 5um. OH
N OH
MF (v/v): MeCN (A), 10mM (HN,),CO, + 0,2% NH,OH HOX\I \/\cn)/
Gradient: 0-15min 20-60% B, 15-20 min 60% B, ekvilibrace 15 min 4 5 6

20% B 1 2 q n A 7

2 4 6 8 10 12 53

Retention Time (min)




Dekuji za pozornost
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