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Cél, az elemzési idő csökkentése
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Cél, az elemzési idő csökkentése
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Nő

Állandó

F [mL/min]
u [mm/sec] (εT = 0,65)

I.D. 2,1 mm I.D. 3,0 mm I.D. 4,6 mm

0,1 0,31 0,40 0,07

0,5 1,56 0,77 0,33

1,0 3,13 1,53 0,65

2,0 6,25 3,07 1,30

2,35x2,05x

4,8x



Cél, az elemzési idő csökkentése
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Oszlop méret V0 (µL), εT=0,65

250 x 4,6 mm 2699

100 x 4,6 mm 1080

100 x 3 mm 459

100 x 2,1 mm 225

50 x 2,1 mm 113

30 x 2,1 mm 68

50 x 1 mm 26

HPLC

UHPLC

10X

100X

Hossz 

(mm)

Átmérő 

(mm)

Térfogat 

(mL)

Állófázis 

tömege (g)

250 4,6 1,32 2,9

50 4,6 0,26 0,58

50 2,1 0,056 0,121

Cél, az elemzési idő csökkentése



teljesen porózus 2µm

szemcseátmérő

alatti töltetek

monolitok

A gyors folyadékkromatográfia

megvalósítási lehetőségei

héjszerkezetű töltetek

emelt hőmérséklet



Gyors folyadékkromatográfiás „történelem”

- 1995: H. Chen, Cs. Horváth – fehérjék elválasztása

120°C-on (elemzési idő 10 sec).

- 2000: Első generációs monolit kolonnák megjelenése.

- 2004: Kereskedelmi forgalomba kerül az első UPLC™

készülék és ezzel egy időben megjelenik az első

sub-2-µm-es töltet is.

- 2007: Halo™ néven forgalomba hozzák az első modern

héjszerkezetű töltet.

- 2011: Második generációs monolit kolonnák megjelenése.



Teljesen porózus 2µm szemcseátmérő alatti töltetek

tanal ÷ 9

5 µm

N ≈ HPLC

Gyors elválasztások

150 mm

1,7 µm

50 mm

N ≈ 10’000

tana< 2 perc (k=10)

Nagy felbontás
N ≈ 90’000 

tana< 20 min  (k=10)

tanal ≈ HPLC

150 mm
450mm

N × 9

5 µm 1,7 µm



Kolonnán kívüli zónaszélesítő hatások
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valódi hatékonyság

Waters Acquity I-Class

Waters Acquity UPLC

Waters Alliance

N=20000

N=18200

N=15500

N=7100

50 x 2,1 mm Kinetex 1,3µm



Kolonnán kívüli zónaszélesítő hatások

A kromatogram bonyolult fizikai-kémiai folyamatok eredménye, a
koncentráció profil pontos leírása nem lehetséges. Tekintsük eloszlásnak
a zónát, amit várható értékkel és varianciával (σ) jellemezhetünk.
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Teljesen porózus 2µm szemcseátmérő alatti töltetek



Speciális készülék kialakítások

Jellemző kolonnaméret: 50x2,1mm

Jellemző szemcseátmérő: 1,7μm

Jellemző kolonnaméret: 150x4,5mm

Jellemző szemcseátmérő: 3-5μm

Maximálisan alkalmazható 

bemenő nyomás

400 bar          >1000 bar

HPLC rendszer UHPLC rendszer

Kolonnán kívüli

variancia

>100 µL2 <10 µL2



Speciális készülék kialakítások

Magas nyomású gradiens

A szivattyú (pumpa) után kever 

(annyi pumpa kell ahány 

oldószert keverünk)

Kis késési térfogat

Alacsony nyomású gradiens

A szivattyú (pumpa) előtt kever 

(elég egy pumpa)

Nagy késési térfogat

A megnevezés a mozgófázis

keverési módjára vonatkozik,

nem a készülék nyomás

teljesítményére!

http://www.sepscience.com/images/Articles/HPLCSol/02/Figs-1.jpg
http://www.sepscience.com/images/Articles/HPLCSol/02/Figs-1.jpg
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Áramlási sebesség: 0,5mL/perc

Késleltetési térfogat (dwell volume, VD)

hatása az elválasztásra



t (perc)1,00,5 1,5 2,0 3,0 3,5

a)

b)

c)

VD = 0,5 mL

VD = 0,3 mL

VD = 0,1 mL

Késleltetési térfogat (dwell volume, VD)

hatása az elválasztásra
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Waters Acquity I-Class

Waters Acquity UPLC

Waters Alliance

N=20000

N=18200

N=15500

N=7100

Állófázis: 50x2,1mm Kinetex C18, 1,3μm UPLC: RS > 2,5

HPLC: RS < 1,5

Kolonnán kívüli térfogatok (extra column volume, Vec, σ
2

ext)

hatása az elválasztásra



1.0 2.0 3.0

Time (min)

Vec = 5µL

Vec = 10µL

Vec = 25µL

Vec = 50µL

Az összekötő vezetékek térfogatának hatása a zónaszélesedésre

Kolonnán kívüli térfogatok (extra column volume, Vec, σ
2

ext)

hatása az elválasztásra
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Detektálás során legalább 20 pont/csúcs mintavételi sebességet kell beállítani!

Kolonnán kívüli térfogatok (extra column volume, Vec, σ
2

ext)

hatása az elválasztásra
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hatása az elválasztásra



retenciós tényező (k) gradiens idő (perc)

20 mintavételi pont/csúcshoz szükséges

mintavételi frekvencia (Hz)  

Kolonnán kívüli térfogatok (extra column volume, Vec, σ
2

ext)

hatása az elválasztásra



Héjszerkezetű töltetek

 

héjszerkezetű

töltet

teljesen porózus

töltet



Héjszerkezetű töltetek



Héjszerkezetű töltetek

~ 60-61% aktív rész

~ 75% aktív rész



Héjszerkezetű töltetek



50 x 2,1 mm Luna Omega C18, 1,6 µm (teljesen porózus)

50 x 2,1 mm Kinetex C18, 1,7 µm (héjszerkezetű)

Teljesen porózus vs. héjszerkezetű töltetek



Monolitok



Monolitok

Elválasztás (100x4,6mm) monolit oszlopon.

F = 1 mL/perc; p=18bar a)

F = 5 mL/perc; p=85bar b)

F = 9 mL/perc; p=153bar c)



Hőmérséklet hatása a folyadékkromatográfiás elválasztásra

Vogel-Fulcher-Tammann 

(VFT) összefüggés

Darcy-törvény Wilke-Chang összefüggés



Hőmérséklet hatása a folyadékkromatográfiás elválasztásra



forráspontok légköri 

nyomáson

nyomás hatása a forráspontra

Hőmérséklet hatása a folyadékkromatográfiás elválasztásra



Hőmérséklet hatása a folyadékkromatográfiás elválasztásra



Hőmérséklet hatása a folyadékkromatográfiás elválasztásra

van’t Hoff-egyenlet
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Hőmérséklet hatása a folyadékkromatográfiás elválasztásra

Tfal , ηfal

TC > Tfal

ηC < ηfal

TC , ηC Zónaszélesedés

Tbe , ηbe Tki , ηki
Tbe < Tki

ηbe > ηki

Retenció csökkenés

Extrém nagy nyomáson a súrlódási energia hővé alakul,

ami befolyással lehet az elemzésre.



Gradiens elúció

A kromatográfiás gyakorlatban sokszor előfordul, hogy az elválasztani kívánt

vegyületek kromatográfiás tulajdonságai nagyon eltérnek egymástól, ilyenkor az

izokratikus elválasztás nem lehetséges, mert izokratikus rendszerben a nagyobb

megoszlási hányadossal jellemzett komponensek nagy retencióval eluálódnak,

szélesednek és szinte beleolvadnak az alapvonalba. Az eluenserősség

növelésével viszont a kevésbé visszatartott komponensek között romlik a

felbontás, koelúció jöhet létre. Ezt nevezzük általános elúciós problémának.
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Gradiens elúció

Erre a problémára jelenthet megoldást a gradiens elúció alkalmazása. A gradiens

elúció alkalmazásával jelentősen le tudjuk csökkenteni az elemzési időt eltérő

kromatográfiás tulajdonságú komponensek esetén és elérhető, hogy azonos

szélességű kromatográfiás csúcsokat kapjunk.

1.0 2.0

1
2

3

4

5
6

7 8

0 10 20

1 2

3

4 5 6 7 8



Gradiens elúció

Attól függően, hogy milyen paraméter változtatásával csökkentjük a visszatartást,

beszélhetünk:

 oldószer gradiensről

 hőmérséklet gradiensről

 pH gradiensről (peptidek esetén jelentős)

 ionpár kromatográfiában ionpár- (elvi) vagy só gradiensről

 szerves vegyület ioncserés elválasztásánál oldószer-, só- vagy hőmérséklet

gradiensről

Azt a függvényt, amely szerint változtatjuk a paramétert nevezzük gradiens

alaknak:

lineáris a), lépcsős b), egyéb függvény szerinti (pl. CB = A en) c) és kombinált d)



Gradiens elúció

Izokratikus elemzés
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Az izokratikus rendszer hatékonysága az ún. elméleti tányérszámmal (N) jellemezhető:



Gradiens elúció

A gradiens rendszer hatékonysága az ún. csúcskapacitással (n) jellemezhető:

Zóna kompresszió a gradiens elúcióban



Gradiens elúció

Rendszerek (készülék / kolonna) n Rs,krit p (bar)

Aquity UPLC I-Class / Kinetex C18, 1,3 μm 203 2,49 779

Aquity UPLC I-Class / Kinetex C18, 1,7 μm 181 2,28 369

Aquity UPLC I-Class / Kinetex C18, 2,6 μm 159 1,54 246

Aquity UPLC / Kinetex C18, 1,3 μm 172 1,87 758

Aquity UPLC / Kinetex C18, 1,7 μm 143 1,45 356

Aquity UPLC / Kinetex C18, 2,6 μm 119 1,34 234

Különböző UPLC rendszerek összehasonlítása

Acquity UPLC I-Class σ2
ext = 2 µL2

Acquity UPLC σ2
ext = 8 µL2



Gradiens elúció

Gradiens elúciós technika alkalmazása.

mérés előtti szakasz a)

az erősebb mozgófázis összetevő növelése b)

visszaállási szakasz a kiinduló mozgófázisra c)

beállási idő az új mérés előtt d)



Gradiens elúció

túl erős az induló gradiens

túl gyenge az induló gradiens

optimalizált gradiens



Gradiens elúció

Vd = 500 µL

Vd = 300 µL

Vd = 100 µL

http://www.sepscience.com/images/Articles/HPLCSol/02/Figs-1.jpg
http://www.sepscience.com/images/Articles/HPLCSol/02/Figs-1.jpg


Folyadékkromatográfiás

módszeroptimalizálás



Módszeroptimalizálás

modellvegyületek



Módszeroptimalizálás

ACD szoftverrel meghatározott logD – pH függvény
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Módszeroptimalizálás

Az optimalizálás során célunk:

 Megfelelő mérési paraméterekkel rendelkező módszer fejlesztése

 Legalább alapvonalas elválasztás a kritikus csúcspárra nézve

 LD és LQ értékek rendben legyenek

 Keskeny és szimmetrikus csúcsalakok

 Megfelelően robusztus módszer fejlesztése

 A módszer reprodukálható legyen

 A módszer transzferálható legyen

 A módszer napjaink követelményeinek megfelelően rövid legyen!
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Az amlodipin és szennyezői elválasztása izokratikus körülmények között.

a) Mozgófázis összetétel = 70%A - 30%B, T = 30 °C, pH = 2,5

b) Mozgófázis összetétel = 60%A - 40%B, T = 30 °C, pH = 2,5

c) Mozgófázis összetétel = 50%A - 50%B, T = 30 °C, pH = 2,5

Izokratikus elemzés



Izokratikus a) vs. gradiens b) elemzés



Az amlodipin és szennyezői elválasztása gradiens körülmények között.

a) gradiens 10 perc (10%B → 90%B), T = 30 °C, pH = 2,5

b) gradiens 10 perc (30%B → 90%B), T = 30 °C, pH = 2,5

c) gradiens 10 perc (50%B → 90%B), T = 30 °C, pH = 2,5

Gradiens elemzés



Hőmérséklet hatása az elemzésre

Kromatogramok különböző hőmérsékleten.

a) gradiens 10 perc (30%B → 90%B), T = 20 °C, pH = 2,5

b) gradiens 10 perc (30%B → 90%B), T = 30 °C, pH = 2,5

c) gradiens 10 perc (30%B → 90%B), T = 50 °C, pH = 2,5



pH hatása az elemzésre

Kromatogramok különböző pH-n.

a) gradiens 10 perc (30%B → 90%B), T = 30 °C, pH = 2,5

b) gradiens 10 perc (30%B → 90%B), T = 30 °C, pH = 5,0

c) gradiens 10 perc (30%B → 90%B), T = 30 °C, pH = 10,5



Optimalizált kromatogram
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Kolonna inkompatibilitás

A
B

D E

F API GH

Acquity HSS C18, pH=2,0 Acquity HSS C18 SB, pH=2,0

Acquity HSS C18, pH=7,0 Acquity HSS C18 SB, pH=7,0
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Nagy felületi borítottságú

C18-as állófázis A

(Acquity HSS C18)

Nagy felületi borítottságú

C18-as állófázis B

(Hypersil GOLD)

Közepes felületi borítottságú

C18-as állófázis

(Titan C18)

Alacsony felületi

borítottságú

C18-as állófázis

(Acquity HSS C18 SB)

Kolonna inkompatibilitás

R. Kormány, K. Tamás, D. Guillarme, Sz. Fekete, J. Pharm. Biomed. Anal., 146 (2017) 220-225



A DryLab szoftver működési elve



Quality by Design szemlélet

 A gyógyszeripari szabályozó hatóságok irányelveiben

szerepel, hogy minden olyan paramétert, ami az

eredményeket befolyásolja, a tudományos ismeretek alapján

előre kell jelezni.

 Ez vonatkozik a gyártást ellenőrző analitikai eljárásokra, így a

legtöbbet alkalmazott folyadékkromatográfiás módszerekre is.

 Ezt a megközelítést nevezik Quality by Design (QbD) elvnek.

 A DryLab szoftver egy lehetséges megoldást kínál a Quality

by Design elv folyadékkromatográfiás alkalmazására.



Quality by Design szemlélet

 A szoftver a Horváth Csaba és munkatársai által leírt

szolvofób elméleten alapszik.

 Az elmélet szerint a fordított fázisú folyadékkromatográfiában

a víznek köszönhető a retenció.

 (kdibenzantracén,vízben=400, kdibenzantracén,acetonitrilben=1).

 Erre alapszik a DryLab kísérlettervezési (Design of

Experiments, DoE) filozófiája, ahol a gradiens elúciónak

központi szerepe van.



„A” eluens: vizes puffer

„B” eluens: szerves oldószer

tG1 T1 T1 

T1 tG2

tG1

T2 
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tG2
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A DryLab modell felépítése



Kísérlettervezés

Design of Experiments, DoE

A DryLab modell felépítése



Tervezési tér

Design Space, DS

Módszer 

alkalmazhatósági határ

Method Operable

Design Region, MODR

Rs,krit

A DryLab modell felépítése



Rs,krit

A DryLab modell felépítése



A DryLab hatékonysága

R. Kormány, I. Molnár, J. Fekete, D. Guillarme, Sz. Fekete, Chromatographia, 77 (2014) 1119-1127

DryLab

Mérés



A DryLab hatékonysága

R. Kormány, I. Molnár, J. Fekete, J. Pharm. Biomed. Anal., 135 (2017) 8-15

DryLab

Mérés


