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V kaģd®m bodŊ ļasov®ho  z§znamu lze zobrazit hmotnostn² spektrum



Proļspojen²?

Å mŢģemevjedn®analĨzez§roveŔseparovat, identifikovat a kvantifikovat sloģitou

smŊsl§tek (m/z prekurzorŢ a MS/MS spektra), kombinace vĨhod obou technik

Ÿ alternativn²zpŢsob je izolace l§tekpo jejich chromatografick®separaci a

n§sledn®zmŊŚen²hmotnostn²ch spekter pro jednotliv®l§tkyoff-line technikou

(pracn®, ļasovŊ n§roļn®a pro sloģit®smŊsi l§teknebo l§tkyve stopov®

koncentraci ve smŊsinemus² bĨt vŢbec provediteln®)

Å analyzovan®l§tkyjsou neseny v toku plynu (GC, prŢtok ukapil§rn²chkolon asi 1 

ml/min) nebo kapaliny (HPLC, asi 1 ml/min nebo m®nŊ), kter®jsou v obrovsk®m

nadbytku a mus²bĨtodstranŊny pŚed vstupem do vakuov®ļ§stipŚ²stroje, v

souļasnostijiģrutinn²pouģit²

Spojen² hmotnostn² spektrometrie a separaļn²ch technik

Volba podm²nek?

Å Ļasto nutnĨ kompromis pŚi optimalizaci podm²nek separace a hmotnostn²ho 

spektrometru (napŚ. u LC/MS urļit® pH nebo aditiva zlepġuj² ¼ļinnost separace, 

ale doch§z² k potlaļen² tvorby iontŢ pŚi ionizaci) 

Å Mobiln² f§ze a veġker§ aditiva mus² bĨt kompatibiln² s hmotnostn²m 

spektrometrem 



Vhodnost ionizace a typy analytu pro separaļn² techniky

Separaļn² 

technika

VhodnĨ IontovĨ zdrojNejļastŊjġ² typ analytu

GC/MS EI, CI, APCI tŊkav® termostabiln² l§tky,

sp²ġe nepol§rn²

LC/MS ESI, APCI, APPI vŊtġina analytŢ ï z§leģ² na 

ionizaļn²  technice

CZE/MS ESI biopolymery, iontov® 

slouļeniny

SFC/MS ESI, APCI, APPI sp²ġe nepol§rn² aģ stŚednŊ 

pol§rn² l§tky

TLC (offline) MALDI, ambientn² desorpļn² 

techniky 

rŢzn® ï sp²ġe separace 

tŚ²d, pŚeļiġŠov§n²

Å Analyz§tory mohou bĨt voleny libovolnŊ podle potŚeby ï velmi dŢleģitĨ 

parametr v pŚ²padŊ rychlĨch separac² je skenovac² rychlost (z§znam alespoŔ 

10 bodŢ na p²k) ï nejvyġġ² u TOF (QqTOF).

Å MagnetickĨ sektorovĨ analyz§tor je kombinov§n zejm®na s technikami 

pracuj²c²mi za vakua EI (CI) ï n²zk§ skenovac² rychlost (speci§ln² aplikace ï

analĨza dioxinu, PCB).



GC/MS



Å 1957 prvn² spojen² GC/MS (Holmes, Morrell), 1967 prvn² komerļn² GC/MS

Å v minulosti se pro spojen²GC/MS s n§plŔovĨmi kolonami s vyġġ²miprŢtoky

nosn®hoplynupouģ²valyrŢzn®separ§tory, jejichģc²lembylo odstranŊn²nadbytku

nosn®hoplynu pŚed vstupem do iontov®hozdroje aanalyz§toru

Å v souļasnosti zcelarutinn²metoda, t®mŊŚvĨhradnŊse pouģ²v§vespojen²s

kapil§rn²mikolonami (prŢtok ca. 1 ml/min)

Å nosnĨ plyn s analytem se zav§d² pŚ²mo do iontov®ho zdroje ve vakuu, kde vakuovĨ 

syst®m odstran² pŚebyteļnĨ nosnĨ plyn

Å kapil§ra je pŚed vstupem do iontov®ho zdroje vyhŚ²v§na, aby nedoch§zelo ke 

kondenzaci analytŢ pŚi pŚechodu do vakua

Å iontov® zdroje: EI nebo CI, (APCI)

Å pouģit²EI umoģŔuje pŚ²m®softwarov®porovn§n²namŊŚenĨchspekter s knihovnami 

spekter v poļ²taļi (stovky tis²cspekter)

Å hmotnostn² analyz§tory: Q, IT, TOF, QqQ, (magnetickĨ sektorovĨ analyz§tor ï 

speci§ln² aplikace)

Spojen² plynov® chromatografie a hmotnostn² 

spektrometrie ( GC/MS)



Å nosnĨ plyn v GC/MS je nejļastŊji helium, protoģe lze snadno odļerpat vakuovĨmi 

pumpami, je inertn² a tak® se aktivnŊ ¼ļastn² ionizaļn²ho mechanismu

1/ He je ionizov§no urychlenĨmi elektrony:

 He + e-­ He+. + 2e-

a vznikl® ionty potom ionizuj² analyt pŚenosem n§boje (ĂCharge transferñ)

 He+. + M ­ M+. + He

2/ anebo mŢģe doj²t k vybuzen² helia do excitovan®ho stavu:

 He + e-­ He* + e- (hvŊzdiļka oznaļuje excitovanĨ stav)

a n§sledn® PenningovŊ ionizaci (na tomto mechanismuje zaloģen DART)

 He* + M­ He + M+. + e-

Rozd²l mechanismu ionizace oproti Ăklasick®ñ EI

Å dalġ²mi alternativami nosn®ho plynu jsou H2 (reaktivn² plyn- mŢģe doj²t k degradaci 

slouļenin) a N2 (nelze pouģ²t vysok® prŢtoky, pokles citlivosti, prodlouģen² doby 

analĨzy)



Procesov§n² dat pŚi GC/MS - dekonvoluce

Maud M. Koek a kol., Metabolomics 7 (2011) 307ï328.

Å pŚi rychlĨch separac²ch je ļasto probl®m koeluce p²kŢ 

Å s vyuģit²m speci§ln² matematick® operace, dekonvoluce, je moģn® urļit, kter® 

hodnoty m/z pŚ²sluġ² dan®mu p²ku a t²m tedy pro jednotliv® rekonstruovan® p²ky 

vygenerovat pŚ²sluġn§ ĂpŚeļiġtŊn§ñ hmotnostn² spektra (souļ§st² komerļn²ch 

softwarŢ)



Procesov§n² dat pŚi GC/MS ï dekonvoluce  a 

n§sledn® porovn§n² spekter s NIST knihovnou

T. Ļajka, Comprehensive Analytical Chemistry 61 (2013) 271-302.

Nonan-2-ol 
1,7,7- trimethylnorbornan-2-on 

(kafr), 



GC/APCI-MS

Å MŊkk§ ionizaļn² technika ï m®nŊ fragmentace neģ EI ï Sn²ģen§ fragmentace 

mŢģe zajistit vyġġ² citlivost, MS/MS pro v²ce informac² 

Å Atmosf®rickĨ tlak na vĨstupu z GC a vstupu do MS, umoģŔuje vyġġ² prŢtoky plynŢ 

(velmi rychl® analĨzy), kombinace s rŢznĨmi analyz§tory QqQ, QTOF, ICR-MS 

(petroleomika - ropnĨ prŢmysl))

Å Pro efektivn² ionizaci pouģit² make-up plynŢ (N2, CO2, N2O).

Å Lze jednoduġe vymŊnit ionizaļn² sondu a prov§dŊt LC/MS.

https://www.agilent.com/cs/library/technicaloverviews/public/5990-7544en_lo%20CMS.pdf



GC/APCI-MS

http://www.waters.com/waters/en_US/Waters -Atmospheric -Pressure -Gas-

Chromatography -%28APGC%29/nav.htm?cid=10100362&locale=en_US



GC/APCI-MS (N2 jako make -up)

(vĨmŊna n§boje, 

IEvoda = 12.62 eV)

(pŚenos protonu)

(vznik aduktŢ)

(IE = 15.58 eV)

(vĨmŊna n§boje)

(pŚenos protonu)



GC/EI-MS versus GC/APCI -MS

D. X. Li a kol., Analytica Chimica Acta 891 (2015) 43-61.



GC/APCI-MS



C²len® analĨzy - vyuģit² SIM m·du

Å SIM (selected ion monitoring) ï z§znam pouze vybran®ho iontu (v²me, co chceme 

analyzovat).

Å VĨrazn® zvĨġen² citlivosti ï aģ 100x a zjednoduġen² interpretace spekter

Å Z§sadn² krit®ria v pŚ²padŊ mŊŚen² SIM: 

īm/z by nemŊla bĨt moc n²zk§ ï n²zk® hodnoty m/z nejsou pŚ²liġ reprezentativn² - 

jsou bŊģn® pro mnoho slouļenin

īvybranĨ ion by mŊl bĨt strukturnŊ reprezentativn² ï molekul§rn² ion, nebo jeho 

pŚ²mĨ fragment

īvybranĨ ion by se nemŊl shodovat s ionty pŚ²tomnĨmi v pozad² (m/z 17, 18, 28, 

32, 40, 43, 44), ionty v dŢsledku krv§cen² kolony (napŚ., m/z 73, 147, 207, 281, 

355), term§ln² degradace septa, nebo pŚ²tomnĨch plastifik§torŢ (nejbŊģnŊjġ² - m/z 

149).

Å NŊkdy se vyuģ²v§ i pro z§znam homologick® s®rie slouļenin (napŚ. fragmenty o 

m/z 57, 71, 85 - typick®pro n-paraf²ny;m/z 74 pro methyl estery mastnĨch kyselin; 

m/z 91, 105 ï alkylbenzeny; m/z 149, 167 pro ftal§ty).



GC/MS - C²len® analĨzy - vyuģit² SIM m·du

P.Otero, J. Chromatogr. B 997 (2015) 229-235.



GC/MS profilov§n² pro urļen² geografick®ho 

pŢvodu propolisu (charakteristickĨ Ăotiskñ)

V.Kaġkoniene®, Cent. Eur. J. Chem. 12 (2014) 736-746.



GC/MS profilov§n² - charakteristickĨ Ăotiskñ 

pŚ²tomnĨch slouļenin

PLS-DA grafzn§zorŔuj²c²

kl§strov§n² vzorkŢpodleodrŢdy

jablek (SPME-GC-HR-TOF-MS 

analĨzatŊkavĨchl§tek). Jednotliv® 

promŊnn® (m/z s charakteristickĨch 

retenļn²m ļasem jsou zobrazeny 

ġedŊ, hvŊzdiļkou oznaļeny ty 

vĨznamn®, kter® nejv²ce pŚisp²vaj² k 

rozdŊlen²

T. Ļajka, Comprehensive Analytical Chemistry 61 (2013) 271-302.



(U)HPLC/MS



Å 1973 prvn² spojen² HPLC/MS (Baldwin, McLafferty), 1977 prvn² komerļn² LC/MS

Å Pokud bychom chtŊli spojit s EI - technicky mnohemn§roļnŊjġ²vesrovn§n²s GC/MS

- m²sto1 ml/min nosn®hoplynu (pro GC/MS) mus²mepŚed vstupem do hmotnostn²ho

analyz§toruodstranit 1 ml/min kapaliny (pro HPLC/MS)

- pŚ. 18 ml vody (1 mol) = 22.4 l plynu (1 mol plynu, zauj²m§ za norm§ln²ch podm²nek objem 

22,4 litru), tzn. 1 ml vody je po odpaŚen² 1.2 l plynu

Å u ionizaļn²ch technik pracuj²c²ch za atmosf®rick®ho tlaku (ESI, APCI, APPI) se mobiln²f§ze

pŚ²mo¼ļastn²ionizaļn²hoprocesu, dnes uģ  je spojen² LC/MS rutinn² z§leģitost

Å Knihovny pro HPLC/MS jsou menġ²neģpro GC/EI-MS a spektra se v²celiġ²podle podm²nek

mŊŚen²a typu pŚ²stroje. RozġiŚuj²v r§mcispecializovanĨchoblast²: napŚ. proteomick® 

knihovny, metabolomick® knihovny, laboratorn² knihovny pro omezenĨ rozsah l§tek (napŚ. 

skupiny zak§zanĨch drog, pesticidŢ ļi podobnŊ definovan§ skupina zn§mĨch c²lovĨch 

analytŢ), vŊtġinou se jedn§ o knihovny MS/MS spekter (na rozd²l od MS spekter u GC/EI-MS) 

Å Porovn§vat spektra z²skan§ na podobn®m LC/MS syst®mu (stejn§ ionizace a typ analyz§toru)

Å spektra je velmi ļasto nutn®interpretovat manu§lnŊ (zkuġenosti oper§tora, porovn§n²s

analogickĨmitypyl§tekļi literaturou)

Spojen² vysoko¼ļinn® kapalinov® chromatografie 

a hmotnostn² spektrometrie (HPLC/MS)



Pumpa KolonaD§vkovaļ

KapalinovĨ chromatografUV

detektor

Hmotnostn² spektrometr

Iont.

zdroj

Analyz§-

tor
Detektor

Č HPLC-UV

syst®m

a) UV chromatogram

b) TIC chromatogram

c) EIC (RIC) chromatogramy

d) MS spektra vġech p²kŢ

(ESI, APCI) (Q, IT, TOF)

Sch®ma (U)HPLC/MS syst®mu

vĨsledky jedn® 

HPLC/MS analĨzy

HPLC/MS/MS (analyz§tory QqQ, 

QqTOF, LIT-Orbitrap apod.



Å Pouģit² (U)HPLC umoģŔuje separaci l§tek ve smŊsi a t²m identifikaci stopovĨch 

neļistot, izomerŢ, atd.

Å VĨsledek HPLC/MS analĨzy je stejnŊ jako u GC/MS z§znam intenzity vybranĨch 

m/z v ļase.

Å Hmotnostn² spektra elu§tu z HPLC mŊŚen§ s urļitou frekvenc² (rychlost²) ï z§vis² 

na pouģit®m analyz§toru (jeho skenovac² rychlosti), ġ²Śce p²ku, kvalitŊ separace, 

poģadavc²ch na analĨzu (pH, aditiva, apod.), atd.

Å MŊŚen² spekter v cel®m rozsahu m/z nebo jen v urļit®m intervalu (SIM) - ovlivŔuje 

rychlost sbŊru spekter a citlivost. 

Å Po analĨze m§me moģnost vyvolat spektrum v urļit®m ļase, lze prŢmŊrovat 

spektra v urļit®m ļasov®m intervalu (integrace p²ku), moģnost vyvolat z§znam 

intenzity sign§lu urļit® m/z v ļase (rekonstruovanĨ iontovĨ chromatogram), atd.

(U)HPLC/MS analĨza
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TICC

velikost TIC v urļit®m ļase (jednom spektru/bodŊ)

ChromatografickĨ p²k by mŊl m²t nejm®nŊ 8 bodŢ 

(prŢmŊrovanĨch spekter)



CelkovĨ iontovĨ proud

(Total Ion Current, TIC)

Å souļet intenzit vġech mŊŚenĨch iontŢ ve spektru (vļetnŊ ġumu)

Chromatogram z§kladn²ho p²ku spektra (ze z§znamu)

(Base Peak Chromatogram, BPC)

Å z§znam intenzity pouze z§kladn²ho (nejintenzivnŊjġ²ho) p²ku spektra

Å podobnĨ TICu, ale nen² ovlivŔov§n ġumem nebo ionty s n²zkou intenzitou

RekonstruovanĨ (extrahovanĨ) iontovĨ chromatogram (ze z§znamu)

(Reconstructed/Extracted Ion Chromatogram, RIC/EIC)

Å zpŊtnŊ vyvolanĨ z§znam intenzity jedn® m/z v ļase

Å identifikace koeluce p²kŢ

Å identifikace stopovĨch koncentrac² v ġumu, atd.

Chomatogram  vybran®ho iontu (SIM) ï viz dŚ²ve (u QqQ lze dŊlat dalġ² selektivn² 

skenov§n² sken iontu prekurzoru, sken vybran® iontov® reakce (SRM) nebo sken iontŢ 

neutr§ln²ch ztr§tï viz. kvantitativn² MS ï pŚ²ġt² hodina)

ZpŢsoby z§znamu (U)HPLC/MS analĨzy



Chromatogram celkov®ho iontov®ho proudu (sign§l vġech mŊŚenĨch m/z)

Extrakce konkr®tn²ho iontov®ho proudu (m/z) z TICC

RekonstruovanĨ (extrahovanĨ) iontovĨ chromatogram 

(sign§l pouze konkr®tn² m/z)

EIC - 542.202

EIC - 540.186

EIC - 556.218



Å ionizaļn² technika se vol² podle typu analytu

Å API techniky (ESI, APCI, APPI) - nejbŊģnŊjġ² Śeġen² pro vŊtġinu aplikac²

 - tyto techniky znamenaly naprostĨ prŢlom v Śeġen² spojen² HPLC/MS - nyn² 

d²ky API je HPLC/MS naprosto rutinn² a spolehliv§ analytick§ technika s obrovskĨm 

vĨznamem pro strukturn² analĨzu organickĨch l§tek ve smŊs²ch, stopovou analĨzu a 

zejm®na d²ky ESI zcela nov® moģnosti v oblasti biochemie

 

Å ionizace a desorpce laserem za ¼ļasti matrice (MALDI)  - on-line (nen² tak ļast®) 

nebo off-line spojen²

Å konvenļn² elektronov§ ionizace (EI) s pouģit²m Particle Beam pŚevodn²ku ï m®nŊ 

obvykl®, ale pro specifick® aplikace mŢģe bĨt smyslupln® kvŢli moģnosti vyuģit² EI 

knihoven spekter

Å v minulosti dalġ² techniky: ionizace termosprejem (TSI), ionizace urychlenĨmi atomy 

ļi ionty (FAB/FIB), atd. - dnes se prakticky nepouģ²vaj² vzhledem k vĨraznĨm 

pŚednostem a univerz§lnosti API technik

Ionizaļn² techniky pro HPLC/MS



Volba ionizaļn² techniky a polarity z§znamu
Å ESI a APCI (APPI) standard vŊtġiny komerļn²ch HPLC/MS syst®mŢ 

Å polarita z§znamu iontŢ

 - z§znam kladnĨch iontŢ ï vŊtġina slouļenin

 - z§znam z§pornĨch iontŢ ï sulfonov® a karboxylov® kyseliny, 

(poly)hydroxyslouļeniny, nitroslouļeniny, halogenslouļeniny, apod.

biopolymery, 

nekovalentn² komplexy, 

organokovy, 

vysokomolekul§rn² 

synthetick® polymery

nepol§rn² 

slouļeniny

iontov® organick® 

slouļeniny

ĂbŊģn®ñ organick® 

slouļeniny (neiontov®)



Vliv pH

Å sn²mek pŚevzat z pŚedn§ġky doc. J. Cvaļky (ĐOCHB, Praha)



Vliv pH v proteomick® analĨze

Å sn²mek pŚevzat z pŚedn§ġky doc. J. Cvaļky (ĐOCHB, Praha)



Å Volba ionizace dle povahy analytu (viz vĨġe), prŢtok mobiln² f§ze Ÿ 

optimalizace prŢtokŢ suġ²c²ch a zmlģuj²c²ch plynŢ

- APCI, APPI ï 0.1 aģ 1 ml/min (zvl§d§ aģ 2 ml/min)

- ESI ï 0.1 aģ 1 ml/min

- nanoESI - nl/min

Volba MS syt®mu

Å hmotnostn² analyz§tory

- MS vs. MSn - strukturn² analĨza, rozliġen² izobarickĨch slouļenin

- MS skeny (QqQ) - pro zjednoduġen² spekter, kvantitativn² analĨza

- rozliġovac² schopnost a spr§vnost urļen² m/z - dle poģadavkŢ na analĨzu

Å rychlost z§znamu hmotnostn²ch spekter - podle pouģit® techniky a ġ²Śky p²kŢ

 - HPLC - p²ky v Ś§dech des²tek s, vŊtġina hmotnostn²ch spektrometrŢ (analyz§torŢ)

 - UHPLC - jednotky s, potŚeba vysokou skenovac² rychlost² (>10 spekter/s, TOF, 

QqTOF, QqQ, IT, LIT)

Å geometrie iontov®ho zdroje - ovlivŔuje 

kvalitu spekter, obecnŊ sprejov§n² pod 

urļitĨm ¼hlem zvyġuje odolnost proti 

kontaminaci matric², solemi, umoģŔuje 

pouģ²t vyġġ² prŢtoky 



Å HPLC podm²nky mus² zaruļovat dobrou separaci l§tek a z§roveŔ nesm² negativnŊ 

ovlivŔovat ionizaci a t²m citlivost detekce, vŊtġinou se hled§ vhodnĨ kompromis

Å teplota separace - nem§ vliv

Å prŢtok mobiln² f§ze - nem§ pŚ²mo vliv na kvalitu sign§lu, ale nutn® zmŊnit prŢtoky 

suġ²c²ch a zmlģuj²c²ch plynŢ, pŚ²padnŊ pouģ²t dŊliļ toku

Å sloģen² mobiln² f§ze - z§sadn² vliv na kvalitu spekter (mus² dobŚe rozpouġtŊt 

analyt a aditiva, snadno se zmlģovat, odpaŚovat, umoģnovat ionizaci analytu, 

nesm² poskytovat intenzivn² ionty pozad² a kontaminovat iontovĨ zdroj)

ī zmŊna sloģen² v ļase - vŊtġinou ovlivnŊn² ionizaļn² ¼ļinnosti a t²m intenzity 

sign§lu (proto u kvantity nutn® intern² standardy koeluj²c² s danĨm analytem)

ī obsah a sloģen² aditiv ï mŢģe doj²t aģ k ¼pln®mu potlaļen² sign§lu, nŊkdy 

naopak pro podporu ionizace (tvorba aduktŢ v ESI, napŚ. vĨbuġniny)

Å typ sorbentu - kvalitn² kolona nesm² ovlivŔovat MS spektra

Å parametry kolony (d®lka, ġ²Śka, velikost sorbentu) - ovlivŔuj² pouze hodnotu prŢtoku 

mobiln² f§ze a t²m prŢtoky suġ²c²ch a zmlģuj²c²ch plynŢ

HPLC parametry (ne)ovlivŔuj²c² MS spektra



Volba rozpouġtŊdel pro HPLC/API-MS
Å vģdy nejvyġġ² moģn§ ļistota rozpouġtŊdel i aditiv kvŢli sn²ģen² iontŢ pozad² (pro 

kvantitativn² analĨzy je potŚeba validovat, zdali vyhovuje)

Å redestilovanou vodu neskladovat (nejm®nŊ kaģdĨ druhĨ den ļistou, pokud nen² ve 

smŊsi s organickĨm rozpouġtŊdlem)

Å odvzduġnŊn², filtrace

Å mobiln² f§ze mus² umoģŔovat separaci analytu, snadno se zmlģuje a odpaŚuje, 

umoģŔuje ionizaci analytu, neposkytuje sign§ly pozad², nekontaminuje iontovĨ 

zdroj

Å ESI - sp²ġe pol§rnŊjġ² rozpouġtŊdla, kter§ podporuj² vznik iontŢ v roztoku

 - voda, metanol, acetonitril, etanol

Å APCI, APPI - mus² podporovat pŚenos protonu v plynn® f§zi, pol§rn² i nepol§rn²

 - voda, metanol, acetonitril, 2-propanol, aceton, chloroform, toluen, hexan



RP-HPLC (syst®my s obr§cenĨmi f§zemi) ï ESI, (APCI, APPI)

ī nejbŊģnŊjġ², pol§rn² mobiln² f§ze - obvykle vodnĨ methanol nebo acetonitril, lze i ethanol, 

2-propanol, atd. (aditiva HCOOH, CH3COOH, NH3 (pŚ²padnŊ amonn® pufry))

ī nejlepġ² odezva obvykle pŚi vysok® koncentraci organick®ho rozpouġtŊdla ca. 70 ï 90% 

(nemus² platit univerz§lnŊ) ï obvykle se ale zvedne i pozad² (ġum)

ī pŚi vysok®m aģ 100% obsahu vody zvĨġit prŢtok a teplotu suġ²c²ho a zmlģuj²c²ho plynu 

(niģġ² citlivost)

ī 100% acetonitril pŚi APCI vyģaduje ļastŊjġ² ļiġtŊn² vĨbojov® elektrody (tvorba grafitick®ho 

uhl²ku na elektrodŊ), obecnŊ je lepġ² 100% organiku nepouģ²vat

NP-HPLC (syst®my s norm§ln²mi f§zemi)

ī vŊtġinou ġpatnŊ kompatibiln² s ESI, lepġ² kompatibilita s APCI (APPI)

ī Pouģit² nepol§rn² mobiln² f§ze (hexan, toluen) v mobiln² f§zi mus² bĨt urļitĨ obsah (>5%) 

proton-donorn²ho rozpouġtŊdla (m²siteln®ho), napŚ. 2-propanol (ve 100% hexanu vŊtġinou 

nen² ģ§dnĨ sign§l)

ī snaha vyhnout se halogenovanĨm rozpouġtŊdlŢm (CH2Cl2, CH3Cl, CCl4) kvŢli zvĨġen® 

kontaminaci a zhorġen² stability sign§lu

HILIC (chromatografie hydrofiln²ch interakc²)

ī smŊs acetonitrilu nebo metanolu a vody, pŚ²padnŊ aditiv (min. 2.5 % H2O (v/v))

ī kompatibiln² s ESI i APCI, volba podle povahy analytŢ

Kompatibilita HPLC syst®mŢ s API technikami



Kompatibilita mobiln²ch f§z² pro HPLC/MS
Å HPLC syst®my s obr§cenĨmi i norm§ln²mi f§zemi, HILIC

 - bezvod® mobiln² f§ze bez proton -donorn²ho rozpouġtŊdla mohou  pŢsobit pot²ģe 

zejm®na pŚi ionizaci  elektrosprejem

Å aditiva v mobiln² f§zi

 - obsah a povaha aditiv je kritickĨ parametr pro spr§vnou ionizaci analytu

 - u ESI: kysel® mobiln² f§ze vhodn® pro mŊŚen² kladnŊ nabitĨch iontŢ, bazick® mobiln² f§ze 

pro mŊŚen² z§pornŊ nabitĨch iontŢ (napŚ. kyselin) (viz vĨġe) ï slouļeniny chceme v roztoku 

ionizovan®

 - pŚednost maj² tŊkav§ ļinidla v co nejniģġ²ch koncentrac²ch, vysok§ ļistota (LC/MS)

 - vhodn§ pro  MS: kys. mravenļ² nebo octov§, amoniak (0.05 ï 1%), octan nebo 

mravenļan amonnĨ (0.5 ï 10 mmol/l), TFA (0.05 - 0.2%) m®nŊ vhodn§ (vĨrazn® potlaļen² 

ionizace)

 - nevhodn§ pro  MS: anorganick® kyseliny (fosforeļn§, s²rov§), alkalick® hydroxidy, 

anorganick® pufry (napŚ. fosf§tovĨ), detergenty, atd. obecnŊ l§tky s n²zkou tŊkavost²

 - ion-p§rov§ HPLC ï konvenļn² netŊkav§ ļinidla (tetraalkylamonn® soli, sulfonov® kyseliny) 

mus² bĨt nahrazeny tŊkavŊjġ²mi analogy (di- a trialkylamonium acet§ty, perfluorovan® 

karboxylov® kyseliny, cca 1 ï5 mmol/l)



Postupn® sniģov§n² sign§lu v HPLC/MS

https://www.agilent.com/cs/library/eseminars/public/

Making%20LC%20Methods%20MS%20Friendly.pdf



D. Temesi & B. Law, LC GC International 12, 175 (1999)

Vliv aditiv v  mobiln² f§zi na potlaļen² odezvy
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Pokles na 20 -30% odezvy pŚi nejniģġ² chromatograficky pouģiteln® koncentraci!

Vliv koncentrace aditiv na ESI odezvu 
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Marrakesh , 30.4.2011 ï zdevastovan§ kav§rna Argana  Cafe 

po vĨbuchu bomby obsahuj²c² TATP

HPLC/ESI+-MS

Mobiln² f§ze: ACN/5mM CH3COONH4

(70:30, v/v)

 

pŚ²davek Na+, K+, NH4
+ do  roztoku 

analytu podpoŚ² ionizaci 
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Adukty  s kationty pŚi MS identifikaci TATP

triacetone  triperoxid  (TATP)



Vliv aditiv mobiln²ch f§z² na hmotnostn² spektra

Contaminants  Brochure  - EMD Millipore

Ļistotu aditiv je potŚeba experiment§lnŊ ovŊŚit pŚed mŊŚen²m vzorkŢ



N§sledky pouģit² nevhodnĨch aditiv

Nevhodn§ aditiva mohou m²t z n§sledek:

ī v pŚ²padŊ pouģit² netŊkavĨch pufrŢ Ÿ vĨrazn® zneļiġtŊn² iontov®ho zdroje 

(potlaļen² ionizace, sn²ģen² c²tivosti) 

ī velmi intenzivn² ionty na pozad² (interference, potlaļen² ionizace, neģ§douc² 

tvorba aduktŢ s tŊmito ionty) ï pamŊŠovĨ efekt - mohou bĨt pŚ²tomny i nŊkolik 

mŊs²cŢ Ÿ ļasto tedy nutn® kompletnŊ vyļistit iontovĨ zdroj a iontovou optiku a 

pŚ²padnŊ i kvadrup·l a kolizn² celu (analyz§tory pracuj²c² za vysok®ho vakua ï 

TOF, ICR, Orbitrap se neļist²)H. Rutters a kol., Rapid Commun. Mass Spectrom. 14, 122ï123 (2000)



Neģ§douc² sign§ly v hmotnostn²ch spektrech
Å neļistoty, sign§ly pozad², matriļn² ionty

Å je nutn® pouģ²vat co nejļistġ² rozpouġtŊdla a aditiva urļen® pro LC/MS - vyġġ² stupeŔ 

ļistoty, niģġ² obsah neģ§douc²ch kovŢ

Å vyvarovat se kontaminaci zmŊkļovadly z plastŢ (plastov® n§dob², rukavice, ġpiļky 

pipet), kr®mŢ na ruce, atd.

Å bŊģn® kontaminanty v MS - ftal§ty, silikony, polymery, atd.

Shrnuj²c² ļl§nek:

Interferences and contaminants encountered in modern mass spectrometry  

B. O. Keller, a kol., Analytica  Chimica  Acta  627 (2008) 71ï81.

(v pŚ²loh§ch excel soubor se seznamy iontŢ, kter® pŚ²sluġ² potenci§ln²m interferenc²m)



HPLC-Chip -MS

M. Ghitun, E. Bonneil, L. C¹t®, G. L Gauthier and P. Thibault, Advantages of 

using Intelligent Sample Loading with the HPLC-Chip for automated sample 

enrichment, 2019.



HPLC-Chip -MS

https://www.selectscience.net/selectscience-tv/videos/agilent-hplc-chip+ms-a-breakthrough-microfluidics-based-technology/?videoID=164



CZE/MS



Å 1987 prvn² spojen² CZE/MS (Smith)

Å alternativa k HPLC pro separaci iontovĨch l§tek

Å technicky obt²ģnŊjġ² oproti HPLC/MS, nelze povaģovat za zcela rutinn², urļit® 
probl®my s citlivost² a robustnost² syst®mu

Å sloģitŊjġ² Śeġen² vkl§d§n² separaļn²ho a sprejovac²ho napŊt², aby se navz§jem 
neovlivŔovala

Å nekompatibilita pouģitĨch pufrŢ s MS (potlaļen² ionizace ï sn²ģen² citlivosti, 
kontaminace) 

ī vhodn§ n§hrada konvenļn²ch netŊkavĨch pufrŢ (napŚ. fosf§tov® nebo bor§tov®) 
za tŊkavŊjġ² analyty, napŚ. 10 mM octan amonnĨ

ī prŢtok v CZE je d§n elektroosmotickĨm tokem, kterĨ je znaļnŊ z§vislĨ na pH 
(nutn§ optimalizace)

Å velmi n²zk® prŢtoky - vŊtġinou nanoESI

Spojen² kapil§rn² z·nov® elektrofor®zy a 

hmotnostn² spektrometrie (CZE/MS)



Z§kladn² typy spojen² CZE/ESI-MS
1/ CZE/MS s pŚ²davnĨm tokem (pomocn®) kapaliny (ñSheath-Flow Interfaceò)

Å nejrozġ²ŚenŊjġ², nejrobustnŊjġ²

Å probl®my s citlivost² kvŢli naŚedŊn² elu§tu (ale zvĨġen²m prŢtoku lze n§slednŊ 

kombinovat i s klasickĨm ESI

2/ CZE/MS s vodivĨm kapalnĨm spojen²m (ñLiquid-Junction Interfaceò)

Å m®nŊ rozġ²Śen®, obl²ben® u ļipovĨch technik

3/ CZE/MS bez pŚ²davn®ho toku (pomocn®) kapaliny (ñSheathless Interfaceò)

Å spojen² on-line s nanoESI

Å nejcitlivŊjġ², ale nejm®nŊ robustn²

Å technicky n§roļn®, ļast® probl®my



CZE/MS s pŚ²davnĨm tokem kapaliny

Å separaļn² CZE kapil§ra je vyvedena aģ na konec ESI sondy, kde doch§z² ke sm²sen² 

s vodivou pŚ²davnou kapalinou pŚiv§dŊnou koaxi§ln² vnŊjġ² kapil§rou

Å na ġpiļku kapil§ry je vloģeno napŊt² 2ï5 kV Ÿ uzavŚen² elektrick®ho obvodu pro 

CZE a z§roveŔ napŊt² potŚebn® pro funkci elektrospreje

Å prŢtok CZE Ś§dovŊ des²tky aģ stovky nl/min, prŢtok pŚ²davn® kapaliny 1ï3 Õl/min Ÿ

zŚedŊn² analytu ca. 10ï100kr§t (sn²ģen² citlivosti)

Å pŚ²davn§ kapalina s pŚ²davkem elektrolytu je nutn§ kvŢli: 

 - dosaģen² minim§ln²ho prŢtoku pro stabiln² sprej (min. 1 Õl/min)

 - vodiv®mu spojen²

 - 60ï80% voda/metanol (2-propanol, nepouģ²vat ACN - rozpouġt² polyimidov® pokryt² 

kapil§ry) s obsahem elektrolytu (obvykle 0.1ï2% organick® kys. nebo amoniaku, 

popŚ. 10 mM octan amonnĨ), prŢtok 1ï3 Õl/min (co nejniģġ² kvŢli zŚedŊn² analytu)



Å CZE kapil§ra nekonļ² ve ġpiļce elektrospreje, ale ¼st² do n§dobky s elektrolytem 

(kapalnĨ mŢstek), kam je vloģeno napŊt² potŚebn® pro ESI (sprejovac² napŊt²) a 

z§roveŔ pro ukonļen² elektrick®ho obvodu CZE (separaļn² napŊt²)

Å analyt difunduje / proud² pŚes malou mezeru do ESI kapil§ry

Å kl²ļov® je pŚesn® nastaven² mezery mezi separaļn² a ESI kapil§rou (10ï20 Õm), vŊtġ² 

mezera Ÿ rozġiŚov§n² z·n Ÿ ztr§ta ¼ļinnosti (Ź poļet pater)

CZE/MS s vodivĨm kapalnĨm spojen²m



Å UmoģŔuje velmi n²zk® prŢtoky (10 ï 1000 nl/min)

Å PŚ²m® spojen² CZE s nanoESI (speci§ln² ¼prava ġpiļky - vytaģen² do z¼ģen®ho 

konce 5 ï 30 Õm (n§chyln® k ucp§v§n²)

 Ÿ vodiv® spojen² pŚes (A) pokovenou ġpiļku, (B, C) kovovĨ dr§tek vloģenĨ pŚes 

ġpiļku nebo pŚes d²ru v nanoESI kapil§Śe, (D) dŊlen² toku s kovovĨm pouzdrem, 

(E, F) spojen² pŚes kovovĨ ruk§v, (G) spojen² na principu mikrodialĨzy, (H) kovovĨ 

emiter

Å z·ny nejsou zŚeŅov§ny Ÿ nejvyġġ² citlivost (aģ atto moly ) Ĭ nejniģġ² 

robustnost

CZE/MS bez pŚ²davn®ho toku kapaliny

G.Bonvin  a kol. J. Chromatogr. A 1267 (2012) 17ï31



TLC/MS



Å 1969 prvn² spojen² TLC/MS (Kaiser), odpaŚen² molekul z TLC skvrn do proudu 
plynu

Å TLC se vyuģ²v§ pro svou jednoduchost, ġirokou ġk§lu povrchŢ, moģnost 
derivatizace atd.

Å off-line spojen² - l§tky jsou nejdŚ²ve separov§ny a n§slednŊ jsou TLC skvrny 
obsahuj²c² molekuly analytu mŊŚeny pomoc² MS:

Å laserov® techniky - MALDI, SALDI

Å ambientn² ionizaļn² techniky - DESI, DART

Spojen² tenkovrstv® chromatografie a hmotnostn² 

spektrometrie ( TLC/MS)

(laser, DESI solvent)

Å alternativn² zpŢsob spoļ²v§ v izolaci skvrny 

(seġkr§b§n², vystŚiģen²), extrakci analytu 

do kapaliny a n§sledn® analĨze pomoc² 

MS ï pracn® a riziko kontaminace 

stacion§rn² f§z²

Å extrakce rozpouġtŊdlem a n§slednĨ pŚenos 

do MS (LESA, eluļn² TLC/MS) ï ESI



TLC/MS

https://theanalyticalscientist.com/techniques-tools/state-of-the-art-tlc-ms



TLC/MALDI -MS

https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007%2F978-94-007-7864-1_62-1

ī nalepen² TLC destiļky na MALDI destiļku nebo pouģit² speci§ln²ho adapt®ru 

(identickĨ postup jako pŚi hmotnostnŊ spektrometrick®m zobrazov§n²) ï x, y 

posuvnĨ syst®m pro 2D analĨzu

ī v pŚ²padŊ DART nebo DESI analĨzy odpad§ krok nan§ġen² matrice



TLC/LESA -ESI-MS

https://www.youtube.com/watch?v=ERayC_xg_d8



ĂEluļn²ñ TLC/MS

https://www.sigmaaldrich.com/technical -documents/articles/analytix -reporter/50 -years -of -tlc -ms.html



ĂEluļn²ñ TLC/MS

https://advion.com/products/expression-2/plate-express/



- phosphatidic acid (PA)

- choline (PC)

- ethanolamine (PE)

- serin (PS)

- glycerol (PG)

Polar head groups  (hydro philic part )

Å H

Å CH2CH2N(CH3)3
+

Å CH2CH(CO2)NH3
+

Å CH2CH(CO2)-NH3
+

Å CH2CH(OH)CH2OH

Ali phatic chains  (hydro phobic part )

Å Acyl (-OCO-R)

Å Alkyl (-O-CH2-R, ether)

Å Alkenyl (-OCH=CHïR, plasmalogen)

Å Chain length

Å Linear vs. branched

Å Saturated vs. mono/polyunsaturated

Å cis- vs. trans- double bonds

Å Positions of double bonds

Glycerol

Å Different positions of fatty acyl chains

Å Regioisomers (R1R2R1 vs. R2R1R1/R1R1R2) 

Å Enantiomers (R1R1R2 vs. R2R1R1)

TLC je vhodn§ pro separaci tŚ²d slouļenin

Example:

Glycerophospholipids



Separace jednotlivĨch lipidŢ v r§mci 

tŚ²dy (RP)

Separace lipidovĨch tŚ²d (HILIC)

Time

Time

OH

OH

OH

OH

OH OH
OH OH

Flow

Flow

Separace tŚ²d lipidŢ pomoc² HILIC vs. RP-LC



TLC gangliosidŢ - Svennerholm  (1963)

foetal

 brain

newborn  

brain

adult  brain

(total , grey  and white  matter )

infantile  amaurotic

idiocy  (Tay-Sachs  brain)

juvenile  amaurotic

idiocy  (Spielmeyer -Vogt )

L. Svennerholm, Chromatographic separation of human brain gangliosides, J. Neurochem. 10 (1963) 613



19 gangliosides subclasses  

+ sulfatides , PG, PI, LPI, PS

(in aqueous phase)

Å Conditions : column Ascentis Si (150Ĭ2.1, 3 ɛm), negative-ion ESI, m/z 50ī2000,

gradient of acetonitrile, 10 mM aqueous ammonium acetate and acetic acid
R. H§jek, Anal. Chem. 89 (2017) 12425

HILIC/ESI-MS extraktu gangliosidŢ 



HILIC/ESI-MS extraktu gangliosidŢ 

Å Conditions : column Ascentis Si (150Ĭ2.1, 3 ɛm), negative-ion ESI, m/z 50ī2000,

gradient of acetonitrile, 10 mM aqueous ammonium acetate and acetic acid
R. H§jek, Anal. Chem. 89 (2017) 12425

Sphingoid base, 

e.g., sphingosine = 18:1 (CN:DB)

N-linked fatty acid = N-acyl (e.g., FA 18:0)

Fatty acid composition d18:1/16:0 (36:1)

CH3
O

OH

NH

O CH3



ESI-

RP-UHPLC/MS: analĨza > 500 lipidŢ v plazmŊ

ESI+
Human plasma

Z. VaŔkov§ et al., Anal. Bioanal. Chem., doi: 10.1007/s00216-021-03492-4
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