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Fontos folyadékkromatografias merfoldkovek —I.

1903 Mihail Szemjonovics Cvet orosz botanikus novényi szinanyagok tanulmanyozasara kifejlesztette az
oszlopkromatografias eljarast, ezzel megalkotta az els6 folyadékkromatografias rendszert (oszlopkromatografia).

1937-ben az Erzsébet Tudomanyegyetemen (Pozsonybdl helyezték Pécsre 1921-ben) Zechmeister Laszlé és
Cholnoky Laszlé a karotinoidok vizsgalataval, azok kromatografias elvalasztasaval foglalkozott. Megjelentették az
els6 kromatografias konyvet: ,Die chromatographische Adsoprtionsmethode” cimmel.

1952-ben, a megoszlasi kromatografia terén végzett munkassagukért Archer John Porter Martin és Richard
Laurence Millington Synge, Nobel-dijat kaptak.

A ’60-as évek kozepére a mezbgazdasag és gyogyszeripar szamara olyan elvalasztasi technika kifejlesztése valt
szukségessé, amellyel megvaldsithatd a nem illékony komponensek elvalasztasa és pontos mennyiségi
meghatarozasa. 1964-65-ben az els6 ilyen készuléket Horvath Csaba épitette meg a Yale Egyetemen. A mddszert
nagyhatékonysagu folyadékkromatografianak (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) nevezte el.

A HPLC ,gyermekkora” az 1960-70-es évekre tehet6. Az els6 HPLC készulékek a '60-as évek végén kerlltek
kereskedelmi forgalomba. A kezdeti HPLC-elvalasztasok folyadék-folyadék megoszlason vagy adszorpcion alapultak
és szabalytalan alaku, 50-300 um szemcseméret(i ipari szorbenseket (szilikagél, aluminium-oxid, aktiv szén)
alkalmaztak.



Fontos folyadékkromatografias meérfoldkovek — Il.

» A '70-es években megoldottak a kis szemcseméretl (10-15 um) szorbensek elGallitasat és hatékony oszlopok
toltését. A kémiailag kotott allofazisok kifejlesztése a folyadék-folyadék megoszlasos kromatografia sok problémajat
megoldotta. A hidrofob csoportokkal boritott, un. forditott fazisu toltetek széles korben kerultek alkalmazasra,
megnovelve az elvalaszthato komponensek korét, lehetévé tették a gradiens elucidé alkalmazasat.

» Hosszu ideig csak a szamitdgépes vezérlés és adatgydijtés jelentette a fejlesztést. Ez a rendszer lett a gyogyszeripar
f6 analitikai modszere. A kolonna toltetek viszont, amelyek dontd tobbségét a szilikagél alapuak jelentették, a nagy
fémion tartalmuk, nagy szilanolcsoport aktivitas és a kis boritottsaguk miatt szamos feladat megoldasanal nehezen
reprodukalhatéva tették a modszereket. Sokszor sarzsrol sarzsra valtozotak a kolonnak fellleti fizikai-kémiai
tulajdonsagai és ez visszakoszont az elvalasztasban. Ekkor a f6 feladat a kolonnatechnoldgia fejlesztése volt. Kisebb
fémion tartalmu, kisebb szilanolcsoport aktivitasu, jol boritott alléfazisok és sarszrol sarzsra vald azonossag
jelentették a f6 célokat. A '90-es évek végére, a 2000-es évek elejére a kolonnatechnoldgia teriletén sikerilt ezeket
elérni, st megjelentek az 5 um alatti szemcseatmérdji toltetek és a monolitok.

» 2004-ben kereskedelmi forgalomba keril az els6 1000-bar nyomdsesést bird, kis zdénadiszperzidju
folyadékkromatografias rendszer, melyet UPLC™-nek (Ultra Performance Liquid Chromatograph) neveztek el. A
készulék megjelenésével egy id6ben megjelenik az els6 sub-2-pum-es toltet is.

» 2007-ben Halo™ néven forgalomba hozzdk az els6é modern héjszerkezet( toltet, majd két évvel kés6ébb, 2009-ben
yvilaghodito” utjara indul Kinetex™.



The ,,Hungarians” (Hungarian Mafia)
P

Fig. 95. As Fig. 83. The “Hungarians”: [. Molnar, Cs. Horvath, L. S. Ettre, G. Szekely, 1. Halasz and E. sz.
Kovits.
J. Chromatogr. 500 (1990) 52.



Kromatografias technikak csoportositasa

A komponens vandorlasat (migracidjat) okozo erd

nyomaskilénbseg elektromos erdtér
hatasara mozgo fazis hatasara mozgo fazis

I |

mozgofazis dllofazis elnevezes kapillaris elektroforézis
. , ] ] - micellaris elektrokinetikus kromatografia
gaz folyadék gaz-folyadék kromatografia kapillaris gélelektroforézis
elektrokromatografias modszerek
gaz adszorbens gaz-szilard kromatogréfia
e
szilard
folyadék folyadékkromatografia
folyadék
szilard
fluid szuperkritikus kromatografia

folyadék




Kromatografias technikak csoportositasa

Elvalasztas célja (terméke)

Informacio Anyag
Analitikai kromatografia Preparativ kromatografia
Kis koncentracidk Nagy koncentracidk
Szimmterikus csucsok Aszimmetrikus csucsok
Mind&ségi, mennyiségi informacio: Kihozatal
kromatogram Tisztasag




Analitikai folyadekkromatografia
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Kromatogram

Detektor altal szolgaltatott elektromos jel az id6 fuggvényében abrazolva

Detektorjel

25

20 -

15 A

10 A

Kromatogram alapjan:
e minta osszetétel (mindségi analizis)
e alkotok koncentracidja (mennyiségi
h analizis)
e elvalasztas hatékonysaga
e elvalasztas szelektivitasa
e elvalasztas mechanizmusa (izoterma,
specialis esetekben)

1dé




Kromatografias csucs (sav)

h
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ot — retencios ido

e h — csucsmagassag
e W — csucsszélesség
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Retencio, visszatartas

Eltérd vandorlasi sebesség - eltéré ido az oszlopon torténd keresztiilhaladasra

Retencios id6, t : az analizis kezdete és a komponens detektorban tortené megjelenése
kozott eltelt id6, komponensre jellemzé - mindségi informaciot hordoz

o t,— holtid6, a mozgo fazisban eltoltott idS

t.=t, +t' , ,
R0 R o t'. — netto retenciods id6, az alléfazison eltoltott id8
n, 1 U, « U,— mozgofazis linearis sebesseége (pl. cm/perc)
U,=u =u = _ . (g
A~ Yo n_+n. 0 . (1+k) « n_—komponens menny!se,ge a m,oz,gof. ban
1+n— « n_—komponens mennyisege az alléf.-ban
m

tR:JL dZ: L — L (1+k)=1t,(1+k) ha k allandd az analizis soran!!!
o Ua Up U



Retencio, visszatartas

Retencios terfogat, V: a retencios idé alatt felhasznalt mozgdfazis mennyisege (ml)

V=t:F « F—mozgofazis térfogatarama (ml/perc)

Retencids tényez6, k: komponensek vandorlasi sebességét befolyasold paraméter

t— 1, « K—megoszlasi hanyados, Henry-allandé:
t, termodinamikai egyensulyi allando
o (p - fazisarany

Retencios id6, t.: fligg a mozgofazis sebessegétdl, oszlophossztol, retencids tenyez6tol
Retencios terfogat, V. : fligg az oszlophossztdl, retencios tényez6tdl
Retencids tényez6, k: fligg a retencids tényez6tol




Retencio jellemzése

C A

S 1. komponens
(ng/g —hg/g)

. r o |
linearis |,

szakasz |
%

Izoterma: kapcsolat az allé és mozgofazisbeli
egyensulyi koncentraciok kozott

Linearis (kis koncentraciok)

2. komponens

CS: qS bsCm: K Cm

Langmuir (egyréteg)

C — qS bsCm
> 1+b.c,
BET (tobbréteg)
} quSCm

Cy CS_

(ng/mL — pg/mL)

(1_ bl Cm)(l_ bI Cm+ bs Cm)



Elvalasztas sikere

Sikeres az elvalasztas, mert. ..
¢ a2 komponensek kiilonboz6 id6pontban érkeznek a detektorba
e keskenyek a csucsok (sok komponens valaszthato el)

Szelektivitas

Az elvalasztas termodinamikai lehet6ségét mutatja meg

o ha =1, elvalasztas nem lehetséges
k, K, t R A o ha > 1, elvalasztas lehetséges
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Elvalasztas hatékonysaga
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Elvalasztas hatékonysaga
- elméleti tanyérszam, elméleti tanyérmagassag -

t2 2 t2

H=

csucsmaximum N -_

0,5 h

2
L_ O,
o W’ W, N L

o a sav kilepesi sebessége, u,

0,6 h
2

I\ 0,_0,

40

o= (1 k)= —to(l k)——t

uA

Kromatografias csucs szorasa (szélesséege):
« a komponens savjanak szorasa az oszlopban, o,

gi: HL= L_ Mindegyik komponens savja ugyanolyan széles!!!

TRT

A csucsszélesség egyenesen aranyos a retencios idovel



Detektor jel
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Elvalasztas hatékonysaga
- csucskapacitas -

Mﬂﬂﬂﬂﬁ/\ nNtRn_tRl
W

n:1+tnidt

tlw
4

o

4 6 8 10 12
1d&

Maximalisan (potencialisan) elvalaszthaté komponensek szama




Zonaszélesedés okai

Savszélesedés:

« 0szlop el6tti hatasok (injektalas, csovek, 6sszekottetések)
o oszlopon beliili savszélesedés

« 0szlop utani hatasok (detektor, csovek, osszekottetések)

Kromatografias rendszer hatékonysagaban
mindharom tényez6 kiemelten fontos szerepet jatszik!




tdnyérmagassag, um

10

Zonaszélesedés okai

- oszlopon beliili savszélesedés -

2
o,~=HL
B
Knox-egyenlet: H= Auy*+=+Cu,
Ug
10
B
10 van Deemter-egyenlet: H= A+—+Cu,
Uy
H
L\ ] -
- L e—<
\] e ° Blu
o—o &
o__ oo © -
L J
1IO 2IO 3|0 4IO 5|O
P p . Hemin
mozgofazis sebesseg, cm/min

u (cm/sec)



Zonaszélesedés okai

- ,,orvény diffazido” -

Befutott utak kiilonboznek

9. 09 0.0 00 _ A

vegso zona

induld zéna

H= A vagy H=A uj®




Zonaszélesedés okai
- molekularis diffuzio -

Savszélesedés koncentracio gradiens miatt

L
0°=2D, t=2D_ —
Uy
Komponens zénaja 5
rovidebb tartézkodasi idé utan =92 2D, _ B

Komponens zénaja
hosszabb tartézkodasi id6 utan

Aramlas irdnya

u (cm/sec)



Zonaszélesedés okai
- anyagatadasi gatlas -

Porusdiffuzio Adszorpcio kinetikaja

a) ! b)

F [mL/perc] #0 |
4."

H=Cu,

w}l] mozgofazis

allofazis

B/u

Uy u §
H 0 ¢ —2 H (0/¢ —O
r p kads u (cm/sec)




Gradiens elucio

Az elvalasztas soran a mozgofazis dsszetételének megvaltoztatasa a mintakomponensek
retencidjanak fokozatos csdkkentése céljabal.

Ll m .. .
50% ACN 1) 70%ACN Inzulin

1.5 _ Citokrom c
St LY M=13,000

Benzol
M=78

1. Simazine

2. Monolinuron
3. Metobromuron
4., Diuron

5. Propazine e — —————————— [
6. Chloroxuron 5 20 40 60 80 100 120 140 0 2 4 6 8 10 0.5 Nonapepti
7. Neburon
8. Prometryn 50% ACN 70% ACN 30-85% B in 7 min M=1400
9. Terbutryn 8 9
123 4 5 .°
0.0
ACTH-(1-26)
Jt -051 ]M=4400 | 1 ]
- T T . 20 30 40 50
4 5 % ACN
1. Altalanos elucids probléma 2. Nagymolekulak elvalasztasa

3. Univerzalis analitikai modszer




Gradiens kivitelezése

(a) (b) (c)

%B %B %B
Linearis Konkav Konvex
1d6 1d6 do
(e) (f)
(d)
%B °%B °%B
Szakaszos Késleltetett Lépcsod

1dé Id6 dd



Retencio a gradiens kromatografiaban

lzokratikus

L
th == = to (L+K)

tr — to
to

k =

Gradiens

u/m—m dt
_:t
o k() 7

kle] = kw exp(—=S ¢)

A
p[t] = po + —
tg

A
b= Sty =%




Hatékonysag a gradiens kromatografiaban

Izokratikus Gradiens
02 =Hz 02=HzG
y 2
02 =Hz (1+k> o =Hz (1+k[L]> G
uop uo
4 4
Wt (14 k) > W~ ——to(1+ k[L]) G
\/NO( ) \/NO( [L])
G_1+p+%p2
(1+ p)°
SLAyp Kk[0]

P = ug tg 1+k[0]



CsUcs szélessés, sec

Csucsszélesség a gradiens kromatografiaban

—_— S5 =5
S=10
| —— s =15
—_— 5 =20

4 === izokratikus

/
4/
/

Csucsok kevésbé, vagy
egyaltalan nem

szélesednek (szemben
az izokratikussal)

B

Retencids idd, min




Csucskapacitas a gradiens kromatografiaban

- VN 1 g+15(027n—1)-|—9no7'n(1-|-k1_,n)
n_1—|—Taln( 1+[§3+O nmax:IGIi_r}nDGngmd:1+@|n(1+kﬁﬂ,n)
b:StO? O:\/1+b+%b2
< 1.0 -
| | |
) L
0
1.0 0.8 1
0.8 - %0.6
0.6 - gJ04
Haaunnnm
0.4 1 —— S = 5,lgko = 0.91 0.2
—— S =10, Igko = 2.04
—— S =15, Igko = 3.28
0.2 1 —— S =20, Igko = 4.57 0.0 J k
0 5 10 _ 1'5 , 20 25 30 ' 0 i é é éll 5



Oszlop egyensulyba hozasa

- két injektalas kozott -

elsd injektalas

5 3
+
M/\7

idd (min)

masodik injektalas
8

2

idé (min) 4

ekvilibralasi ido:
teq > 2 tO




Oldoszer tisztasag

1077 TFA:ACN gradiens
£ 8
o
X
2 Mindig végezziink
@ “blank” analizist!
=
©
O
S
a
<

| | | | | | | | |

Time (min)



0.1
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< MetOH/PO,
[6h]
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=
©
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3 215 nm
< /-'I/
0.0 254 nm
| T { T | 1 | |
0 2 4 6 8 10
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qo | MetOH/NH,Ac
S
<
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Q
C
@
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5 0.0
3 254 nm
<
-0.1
| | | | | |
0 10 20 30 40
Time (min)

Alapvonal torzulas

Mozgofazis “detektalhato-
saga” befolyasolja >
torésmutaté nem lehet!

2.0
)
< THF/PO,
T
= 215 nm
£
o
1]
Ko
b 254 nm
T T T T 1 | [
0 2 4 6 10 12
Time (min)
MetOH/NH,HCO,
0.1 —
2
o 00
6]
c
E 215 nm
8—-0.1 1
<
254 nm i
-0.2 -
| 1 | |
0 2 4 6 8 10

Time (min)




Folyadékkromatografiasan vizsgalhato vegyuletek

Alapfeltételek (szukséges, de az elvalasztashoz nem elégséges):
e oldani tudjuk a mozgofazisban a vegyuletet vagy vegyuleteket,
e oldas kozben ne tortenjek kemiai atalakulas,
e az oldhatésag meérteke megfeleljen a detektalas megszabta
kovetelményeknek,
e oldatban az elemzés id6tartama alatt ne valtozzon a szerkezete,
e a meghatarozandé komponenseknek legyen megfelel6 visszatartasa.




Folyadékkromatografias rendszer

mozgbdfazis

gazmentesito

— 0sszekotd vezetek

nagynyomasu szivattyu(k)

vezerlo €s adatgyiijto
szamitogep

automata mintaadagolo

kolonna termosztat

detektor




Mozgofazis tarolasa és gaztalanitasa

(a) mobile phase

~ "%, N

mobile phase
— p» out

<4“— in
B

(0) ‘ b %
%10 Y —» out

/—

gas-permeable tubing

mobile phase

dissolved gas

reservoir



kimeno szelep | Fi

dugattyu

f
motor o |
bemend szelep f”*
]|
dugattyt tomités k )

dugattyu

A mozgofazist szallitd rendszer

e egyenletes térfogataram
* pontos

® nagy nyomas:

HPLC: 150-400 bar
UHPLC: 550-1200 bar

e kémiai ellenallas

e mechanikai stabilitas

HIGH PRESSURE SEAL

FLUSH UTION RETURN —.
QUTLE ECK VALVE
FLUSH SOLUTION

WASHES PISTOMN

SAPPHIRE PISTON

BACKUP WASHER

INLET

FLUSH SOLUTION INLET

PISTON FERRULE

BEARING
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A mozgofazist szallitdo rendszer
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Gradiens rendszerek
kisnyomasu, kvaterner nagynyomasu, binaris

d)

-
LB
) ek |
B

o)
N /
f

Nagynyomasi Kisnyomasu
Késleltetési térfogat  Kisebb Nagyobb
Levegd mentesités Nem sziikséges Sziikséges lehet
Pontossag (%B) +1% +1%
Pontossag (F) Erintett Kevésbé érintett

Komplex keverékek 1 pumpa/oldészer 3-4 oldészer




A mozgofazist szallitd rendszer

Alacsony nyomasu gradiens




A mozgofazist szallitdo rendszer

Magas nyomasu gradiens




Mintaadagolas — |.

a) Minta b) Minta
Hulladék Hulladék
b N 1 b S
Z £ W
%) 3 3
" —§» Kolonna T
-‘"{'}"\_ -f"ﬂ"l_

Mintahurok Mintahurok
(loop) + (loop) *

Mozgofazis Mozgofazis

—3= Kolonna



Mintaadagolas — I.
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Mintaadagolas — Il.

a) » Hulladék
)3 6(;—0

'&)‘ <4 / Kolonna

Mozgo6fazis
Mintabeméro \
fecskendo | I

- Ta
i
Hulladék
. , Minta
Timoso ——> wa

b) » Hulladék
.OT,\@.
(5 3 6 H—a
Molon na
Mozgofazis
Mintabeméro
fecskendo |
L%J L]
Hulladék Ta
. , Minta
Timoso—» HH_!J
|




Folyadekkromatografias oszlop

Az elvalasztas helyszine. l

Main column
Porous titanium frits (plastic) Porous titanium frit
Entrance \ Exit

Guard Anuc{ized
aluminum
jacket

column



Toltetes oszlopok

N=2000
plates
Particle size
~ . =4.0 um
e H . ~2-dp .
e H~¥3-5-dp T (a)
16 |- N
3
e HPLC: <400 bar = 141 s N =7 500
w
o UHPLC: <1200 bar 2 12f ¢ Particle size plates
5 S =1.7 um
2 10 3
- & (b)
2 8 S
o 2.7 um Fused-core
6 .
Superficially porous Particle size
4= 1.8 um =1.7 um
2 | | | | |
0 2 4 6 8 10 (@) | | | |
Linear flow rate (mm/s) 0 1 2 3 4 5
Time (min)
Particle size Retention time Plate number Required pressure
dp, (pum) (min) (N) (bar)
5.0 30 25 000 19
3.0 18 42 000 87
1.5 9 83 000 700
1.0 6 125 000 2 300




2.6 pym

Kinatex
Core-Shell ]

Particle

0.35 ym Parous Shell

P e
P 4

1.9 pm Core Shell

1.7 pm

Kinetex™ |
Core-Shell

Parucle

Tomdrmagvu toltetek

! 5
4
2 3
1 5 7
02— 6
0.23 um Porowus Shall o 8
- &)
y I 1.25 pm Core Shell § SuperfIC|aI|y 0.25 mwm
y '6 porous
§ particle
01—
’ 2
0 | 1 | | I | | | I | 1 1 | I | | | | I
0 19 30 45 60



Monolit oszlopok

o kis nyomasesés

o viszonylag nagy H

e hosszu oszlop = nagy
hatékonysag

00019035 5 ym
Monolithic silica rods. Structure of rod showing Enlarged view. Invisible 13-nm pores
~2-lLm pores. are located within the silica skeleton.
1,503 5
) ’) ’ .’ . :
1404 2. generacios monolit 40 - ] - porézus 1.7 im, (1000 bar)
= 1. generaciés monolit : = 1. generécios monolit y . M
N i i . ] monolit (200 bar)
] e 2. generaciés monolit
30 - | E-04 1
~ 100 4 E-0
£ _
m .
Q. 80- 'E )
é 1 = b= 10 min
< 60- = .
g | ~
< - 1.6-05 4 B
\ S ? to = 2,3 min
i s \\ <
- héjszerkezetii 2,7 pm (600 bar) 5 3 N
) ; ‘ N=2(|) o0 | uozema T l=imm
0-6 04— y ; — é —— T — ] ""~..‘to=0,1 - .
o ® 4 1.E-06 T e T
u (mm/sec) u (mm/sec) 1E+03 1.E+04 1.E+05 1.E+06



HPLC

UHPLC

250 x 4,6 mm

100 x 4,6 mm

100 x 3 mm

100 x 2,1 mm

50x 2,1 mm

30x2,1 mm

50x1 mm

Oszlop valasztas

2699
1080
459
225
113
68

26

atméro

100X

alléfazis tomege

(¢))




Detektalas

Detektor: jelatalakitd
A rajta keresztil folyd oldat valamely fizikai-kémiai tulajdonsagat alakitja at koncentracié aranyos, mérhet6 elektromos
jellé.

Detektorok min6ségi kovetelményei:

« nagy erzekenyseg, megjosolhato jelnagysag Minta specifikus Tomb fazis Csatolt technikak
o minden mintara valaszjelet ad, vagy el6re lathaté

szelektivitas UV-vis torésmutatd MS
« nem befolyasolja jelentGsen a hémérséklet és fluoreszcencias fényszoras FTIR
térfogataram elektrokémiai korona kistilési NMR
o m(ikodését nem befolyasolja a mozgofazis PR
3 ) radiokémiai
Osszetétele e .
« kis hozzajarulds az oszlopon kiviili térfogathoz vezetokepessegl
o megbizhato, egyszerl hasznalat kemilumineszcens
« koncentraciéaranyos jel kiralis

o nem destruktiv
o mindségi informaciot is szolgaltat
o gyors valaszid6 (nagy frekvencia)

Nincs olyan detektor, ami mindegyik kritériumnak megfelel!
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Detektalas
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Detektalas (UV-Vis)

Kromatogram
1.00 |
7 Vé 7 .o 77 DSD'
® nagy érzékenység (e fliggd)
e széles linedris tartomany 5 89
. 7 < -
e kis cellatérfogat 0.40
e kevéshé érzékeny a h6mérséklet és a mozgofazis térfogataram 0.207 ;
valtozasara 0.001 : : : : :
’ , 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 4.50
e megbizhato id6 (perc)
e egyszer(ien kezelhetd
UV-spektrum

e nem destruktiv
JU@L
e valaszjel valtoztathatd (hulldmhossz valtassal) s 'O
. 7 e s of o UEICI-I

e gradiens elucioval kompatibilis

260.0
2880,

0.804
0704
604",

S

AU

o rogzitett hullamhosszu (manapsag mar nem)
o Vvaltoztathatd hulldamhosszu (el6re bedllithatd, akar tobb is)
o diéda-soros (széles hulldmhossz tartomany)

0.404

0.304

0.204

0104

0.004

22000 24000 26000 28000 30000

A (nm)



Detektalas (UV-Vis)

Szur0 Rés

UV-lampa

Racs

Detektor
cella

Fotodi6da

Referencia
dioda

akromatikus detektor
lencse cella

@O, Ih(ﬁm ..........

vis-lampa  UV-lampa szUrd

Mozgofazis Mozgotazis

vvvvvvvvvvvvv

diddasor




Detektalas (fluoreszcens)

UV besugarzas = flureszcencia

100x érzékenyebb, mint az UV-vis (ha a minta
fluoreszcens)

o kevéshé széles linearis tartomany (nyomanalitikara elég)
o eluenst,V:nem tul érzékeny

_________ : . gradiens kompatibilis (ha az eluens nem fluoreszcens)
______________________ o limitalt alkalmazési kor

minta be

minta ki

eny 3.683 Furosemide
4.586 Indapamide (IS)

szUird Vag;/ N
monokromator L foteslektron | |
1]
oroz' Il |
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Detektalas (fluoreszcens)

abszorbancia

[ | spektrum I
3
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S L 1o
= N.
fo) 1©
S fluoreszcensH =
0 emissziés | @
o |+ 4 3
© spektrum | N
m\
B 72
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Detekta

Evaporative Light Scattering Detector
(ELSD)

minta bemenet

porlaszté nyomas allité —

e porlasztas
nitrogén bevezetés —

porlaszté — |

fltétt elparologtatd —— /
mozgofazis

o |
minta cseppek < 2 // SR g

\C
,’: | detektalas
o1 —n *
\e kiaramlas fotodetektor

mozgofazis -~
bemenet

s
gaz
bemenet

as (ELSD, Corona CAD)

porlaszté detektor

szaritd csb

/ ioncsapda

kollektor

mozgofazis

' masodlagos gazaram,
nagy része

pozitiv toltés létrehozasa

a pozitiv toltés(i részecske  korona kisulés altal
halad a detektor felé

Corona Charged Aerosol Detector (Corona CAD)



folyadekkromatograf

Detektalas (MS)

tomegspektrometer
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tdmeganalizator

detektor

| |
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Folyadékkromatografias modszerek osztalyba sorolasa a mozgo- és allofazis szempontjabol

Elnevezés

normal fazisu folyadékkromatografia
(NP-HPLC, NPLC)

forditott fazisu folyadékkromatografia
(RP-HPLC, RPLC)

forditott fazisu ionpar-folyadekkromatografia
(RP-IP-HPLC, RP-IP-LC)

hidrofil kdlcsonhatasi kromatografia (HILIC)

optikai izomerek elvalasztasa (kiralis HPLC)

ioncserés nagyhatékonysagu kromatografia

(IEC, IE-PLC)

nem vizes méretkizarasos kromatografia (SEC)
(régebbi nevén gél permeacids kromatografia, GPC)
vizes méretkizarasos kromatografia (SEC)

(régebbi nevén gélszlirés, GFC)

hidrofob kolcsonhatasi kromatografia (HIC)

Allofazis
polarisabb

apolarisabb

apolarisabb

polarisabb
optikailag aktiv

Ionos

apolaris, nagy porus
atmerdgji

polaris, nagy porus
atmeérdjd

mersékelten apolaris

Mozgofazis

apolarisabb

polarisabb

polarisabb
+

hidrofdb ion

kevésbé polaris

NP, RP, PO

puffer, vagy ion tartalmu viz és
szerves olddszer

szerves olddszer

puffer

negativ sogradiens
(1-4 mol/L)



Folyadékkromatografias modszerek osztalyba sorolasa a mozgo- és allofazis szempontjabol

Modszer Vegyiilet jellege Kizaro ok

ionos jelleg, nincs polaris csoport a vegytletben,
nagy polaritasu anyagok

RPLC apoloraris ionos jelleg kis apolaris résszel, nagy polaritas

RP-IP-LC ionos nem ionos vagy nem ionizalhato

HILIC
IEC

NPLC kozepesen polaris

nagy polaritasu, ionos apolaris, és ionos allapotba nem hozhato

enantiomerek

ionos nem ionos vagy nem ionizalhato
SEC/GPC apolaris polimer polaris polimer ionos vagy ionizalhatd csoporttal
SEC/GFC biopolimerek apolaris polimerek

HIC biopolimerek kis molekula



Forditott fazis (Reversed Phase, RP)



Szilikagéel alapu allofazisok

A szilikagél tulajdonsagai: lasd normal fazis
A szilikagél fellleti modositasa

A szilikagél alapu allofazissal szemben tamasztott altalanos kdvetelmények az aldabbiak:
» mechanikailag stabil legyen az adszorbens
» kis szemcseatmérd és eloszlds
» energetikailag homogén felllet
» j6 porusszerkezet (ne legyenek mikropdrusok)
» apolaris fellletl legyen az alléfazis (moddszer specifikus feltétel az RPLC-ben)

O
O

A gyakorlatban alkalmazott allofazisok nagy része valamilyen modositott — Si—OH — Si—OH
szilikagél. Mivel nagy mechanikai stabilitassal bir 400-4000 bar-ig, az o/ CH, o/ CH,
alkalmazas szempontjabdl nincs nyomaskorlat. A szilikagél gyakorlatilag \ - HCl \

. : f . , v . —Si—OH = Cl—Si—C,gH,; > Si——0—S8i—CgHy;
polikovasavnak tekinthetd, minek kovetkeztében savas karakter( hidroxil- / /
csoportok (szilanol) boritjak feliletét. Ezt a fellletet, a szilanolcsoportokon O\ CHs O\ CH,
keresztll, modositjak leggyakrabban szilanizaldsi reakcidval. —Si—OH —Si—OH

O
O

FelUletmodositas monofunkcios klor-szilannal.



Szilikagél alapu allofazisok

S CH

3

0 Poroézus

S afe ,
-, szilikagél

C18-as felUletmddositas:

» Fellleti boritottsag (umol/m?) kis boritottsdgl — nagy boritottsagu

» Fellletmddositd jellege: pl. mono-, di- vagy triklor szilan / ,,arnyékold”

A szilikagel fObb tulajdonsagar: csoportok / kontrollalt polaritds (embedded)...

> Szilkagél tipusa: A, B vagy C » Utodszilanizalas (endcap) jellege
> Atlagos pérusatmérd (d)) mikropdrus - makroporus

> Fajlagos felulet (m?%/g)

» Fajlagos porustérfogat (Vp)



Szilikagéel alapu allofazisok

A modositott szilikagél pH tlrése

>
>

Az alkalmazhatd pH tartomany felsé korlatjat a szilikagél
oldhatdsaga szabja meg, amely 8-9-es pH folott jelent8sen
né. A kétszeres utdszilanizaldssal kezelt, illetve a hibrid
fazisok esetében, a felsé pH-hatar 10-12-ig tolhato ki.

Alacsonyabb pH-n viszont a szilanizalassal a fellletre felvitt
csoportok hidrolizisének sebessége jelentésen megnd, igy
az alkalmazhatdsag also korlatja pH = 1-2 kdzo6tt van. A
szilikagél fellletén lévé fémionok gyengitik a kdzellikben
lévd Si-O-Si(CH5),-R kotest, ami a hidrolizis sebességét alsé pH hatar felsé pH hatar

1
megndveli, az alkalmazhatdsag alsé pH-értékét noveli. I S T S S S N
1 2 7 8 9 14

hidrolizis sebessége
szilikagel oldhatdsag




a) b)
&)
0-Si-C18 0-Si-C18
OH _H;0 OH S
&)
0-Si-C18 0-Si-C18

\@/

szilikagél

,Hagyomanyos” a) és ,ledrnyékolt” b)
feliletmaddositasu szilikagél alapu
all6fazisok (pl. Zorbax-SB).

,PH-tlrd” alléfazisok




Szilikagél alapu allofazisok
Monomer modositasu allofazisok

A monomer moédositasu szilikagél allofazisokat ez alapjan harom kategériaba sorolhatjuk:
» nagy fellleti boritottsagu: alkilcsoport feliileti koncentracié > 3 umol/m?
» kozepes fellleti boritottsagu: alkilcsoport felileti koncentracié ~2 — 3 pumol/m?
» kis fellleti boritottsagu: alkilcsoport fellleti koncentracié < 2 umol/m?

szabad szilanol csoport

_

o e Kélcsénhatasi lehetéségeket a vizsgalando
1 I g hando \ anyag és az dlléfdzis feliilete kbzott.,

utészilanizalt csoport

szilikagél
w
o)
I
\K
Z—

<—» apolaris (hidroféb) kh.
<4—» polaris (hidrofil) kh.

Ha a nem reagalt szilanol csoportok hatdasanak kikiszobolésére utdreakciot
alkalmaznak, akkor utdszilanizalt, fazist kapunk és ezzel lecsokkentjik a hozzaférhetd CH,
szilanol csoportok szamat. Ha az utdreakciot monofunkcids szilannal hajtjuk végre
Un. end capped fazisokat kapunk. Atmeneti és polimer médositasnal a legnagyobb
meérték( a valtozas. Az utdszilanizalas hatasara teljesen eltérd tulajdonsagu toltetet
alakul ki, igy az end capped és nem end capped allofazisok nem felcserélhetdk.

Cl—Si——(CHy)3—NH,
CHs,

A dimetil-propil-amino-kldrszilan
specidlis utdszilanizalo szer.



,Hagyomanyos” C18-as allofazisok

mAU
120 lex  Hydrophaobicity index
k'(7)9.95 Planar cognitive ability index 1. Amitriptyline (basic compound)
o/ 121 2. 8-Quinolinol (coordination compound)
a 21 |
: 3. Testosterone (polar compound)
i z i 3 4. Naphthalene (-t interaction)
= 5 5 5 ~ 5. Ibuprofen (acidic compound)
6. Propylbenzene (hydrophobicity)
7. n-Butylbenzene (hydrophobicity)
e 8. o-Terphenyl (planar cognitive ability)
9. Triphenylene (planar cognitive ability)
2
| K'(7)18.18
ol ) [K711815 [a(5/8)1.56
3 i i E 7 g g Column ¢ 5um, 150 X 3.0 mml.D.
ks A e o Eluent 1 20 mM KHsPO4-H3PO4 (pH 3.1)/methanal (25/75)
] 10 20 30 40 min Flow rate ! 0.425 mL/min
Temperature : 40T
Detection ! UVat 265 nm

Injection T 4L



mAU —

Kulonbozo feluletmodositas

120
80 —
il 2
40 - 1“ 3 - minteraction Hydrophobicity Shape recognition ability Secondary Interactions
4 6
a 5 7 8 9
o | M A A YMC Triart C18 ,
: — ‘ — : ; Triart C8 _
0 5 10 S 5 20 #7128 min. Triart C18
mAU — 5 . 4 it
120 / / " sitanol
-7 contribution
e (at acidic pH)
oH
e\ YMC Triart C8

9
" -

T
15 min.

YMC Triart Pentaflourophenyl

min.

Triart PFP

Amitriptyline (basic compound)
8-Quinolol (coordination compound)
Testosterone (polar compound)
Napthalene (x - 7t) interaction
Ibuprofen (acidic compound)

o-

Propyl benzene (hydrophobic compound)
n-butylbenzene (hydrophobic compound)
o-Terphenyl (shape selectivity probe)

. Triphenylene (shape selectivity probe)

AOF OO SN Oy S UL DR B ==

Column 5 pm, 150 X 3.0 mml.D.
20 mM KHoPQO4-H3PO4 (pH 3.1)/methanol (25/75)

0.425 mL/min

Eluent

Flow rate
Temperature : 40C
Detection UV at 265 nm

Injection T4l

ionic sensitivity
(at neutral pH)

Triart C18 ExRS

tailing
tendency

Triart Phenyl



RP mozgofazis

A forditott fazisu folyadékkromatografiaban alkalmazott mozgofazisokkal szemben tamasztott altalanos kdvetelmények a kovetkezdk:
» tisztasagi kovetelmény:
» alehetd legtisztabb olddszert kell hasznalni,
» azolddszer nem tartalmazhat szilard anyagot,
» j6 UV-fény atereszt6képesség (UV cut-off),
> kis viszkozitas,
» a mintakomponenseknek jol kell oldédniuk a mozgdfazisban,
> kis toxicitas,
» modszer specifikus kovetelmény, hogy a mozgdfazisnak polarisabbnak kell lennie, mint az alléfazisnak.

Fzeknek a kritériumoknak a viz &ltaldban Oldéser UV cut-  Torésmutatdo Viszkozitas Forraspont Polaritas
megfelel, hiszen kell6 tisztasdgban 190 nm-ig off (nm) (20°C) (cP) (°C) (P’)
nem nyel el UV-fényt és kis viszkozitast (n=1cP).  Acetonitril 190 1,3441 0,38 81,6 5,8

A szerves molekuldk tekintélyes része azonban ~ Dioxan 215 1,4224 1,37 101,3 4,8
nem  oldddik  vizben, a  mozgdfizis  Etanol 210 1,3614 1,20 78,0 n.a.
olddképességének  novelését  tehat vizzel ~ Metanol 205 1,3234 0,55 64,7 5,1
elegyedd olddszerek hozzaadagoldsaval oldjuk  2-Propanol 205 1,3772 2,40 32,3 3,9
meg. Tetrahidrofuran 212 1,4072 0,55 66,0 40

Viz 190 1,3330 1,00 100,0 10,2



RP mozgofazis

viszkozitas (cP)

A
3 H viz - 2-propanol
viz - etanol
2-propanol
— 2 viz - metanol
viz - acetonitril
etanol >
— 1 u
1/2
metanol AYM)°T "
oy = — I k
acetonitril 0.6 g
| 1 | 1] ] ] 1 1 | k
0 50 100 . . . , 3
Wilke-Chang Osszefliggés
szerves oldoszer tartalom (v/v%) 8 88 k

metanol

acetonitril

@:}E ki
d2 - A d dpz U
(: > A J1(k)~="+ f, (k) ——
Darcy—térvé};y ’ ' 1 u ' ]

tetrahidrofuran

v

(PSZENES



RP mozgofazis

IS

Kalium-foszfat (pH=7,0) oldhatésaga kiilénbézdé
Osszetételll viz-szerves oldbszer elegyekben.

%B MeOH AcN THF
50 > 50 mM > 50 mM 25 mM
N ¢ 60 > 50 mM 45 mM 15 mM
O % 70 35 mM 20 mM 10mM
w @ 80 15 mM 5mM <dmM
90 5 mM 0 mM 0
| Kilénb6zé pufferek oldhatésaga
e — Z;:: kllonb6zé Gsszetételli viz-acetonitril elegyben.
: Wb 15 ammonium- ammonium-  kalium-  ammonium-  kalium-
5 A — [uen %B acetat foszfat foszfat foszfat foszfat
- pH=5,0 pH=3,0 pH=3,0 pH=7,0 pH=7,0
60 > 50 mM > 50 mM > 50 mM >350 mM 45 mM
I 70 >50mM  >50mM  >50 mM 25mM 20 mM
L 80 > 50 mM 35 mM 20 mM 5 mM 0 mM
25 mM 5 mM 0 mM 0 mM 0 mM




RP mozgofazis

Néhany vegyllet pKs értéke vizes kérnyezetben.

Puffer pPKa pH tartomany UV cut-off
Trifluorecetsav <2 <25 210nm (0,1%)
Foszfat (pK1) 2.1 1,1-31 < 200nm (10mM)
Citrat (pKy) 3,1 21-41 230nm (10mM)
Formiét 3,8 28-48 210nm (10mM)
Citrat (pK3) 47 3,7-57 230nm (10mM)
Acetat 4.8 38-58 210nm (10mM)
Citrat (pK3) 54 44-64 230nm (10mM)
Karbonat (pK1) 6,4 54-74 < 200nm (10mM)
Foszfat (pK;) 7,2 6,2-8,2 < 200nm (10mM)
Trietanolamin 7,8 6,8-8,8 200nm (10mM)
Tris 8,3 73-93 205nm (10mM)
Dietanolamin 8,9 7,9-99 200nm (10mM)
Ammonia 9,2 82-10,2 200nm (10mM)
Etanolamin 95 85-105 200nm (10mM)
Karbonat (pK>) 10,3 93-113 < 200nm (10mM)
Dietilamin 10,5 95-11,5 < 200nm (10mM)
Trietilamin 11,0 10,0-12,0 < 200nm (10mM)
Foszfat (pKs) 12,3 11,3-13,3 < 200nm (10mM)

A

0,20M
0.9

0,10M
0.6
05 0,05M

-
4,0 8,0 pH

A pufferkapacitas valtozasa a pH-val
€s a koncentracidval foszfat puffereknél.



RP mozgofazis

Kromatografias szempontbdl a vegylletek négy csoportra oszthatok:

»kromatografids szempontbdl semleges vegyuletek, a) és b) csoport
= a) csoport: aromas és alifas szénhidrogének, halogénezett aromas és alifas szénhidrogének
v" nem sziksége pH kontroll

= b) csoport: alkoholok, éterek, észterek, aldehidek, ketonok, nitrilek, nitro-vegytletek, azo-vegyiletek
v’ allofazis szempontjabdl sziikség lehet pH konrollra

»savas jellegl funkcids csoportot tartalmazé vegylletek
v pH konroll sziikséges

»bazikus funkcids csoportot tartalmazo vegyiletek
v pH konroll sziikséges

»ionos vagy ionizdlhato vegyuletek
v pH konroll sziikséges




RP mozgofazis

A k‘
a) b) a) c) b)
ionvisszaszoritasos e " ionvisszaszoritasos
kromatografia // kromatografia
o / NHz
"‘J
i
l‘f‘

pK, = 4,2 (logP 1,89)

o @/“H3 / pK, = 4,6 (logP 0,94)
_-‘

teljes ionizacio telies ionizacio _,.--/"
. > : >
| H
pKa pH pKa P
A pH-retencids tényez6 fliggvény savas vegylletek esetében. A pH-retencids tényezd fliggvény bazikus vegylletek esetében.
a) ionvisszaszoritott forma a) teljesen ionizalt forma
b) teljesen ionizalt forma b) ionvisszaszoritott forma

c) mindkét forma jelen van a mozgoéfazisban c) mindkét forma jelen van a mozgdfazisban



RP mozgofazis

N e
2 A .
D/l/i;:go ( e st e g

lpH 11.3 N

. _ NH,
Uracil 2: Prokain (pKa=8,05) )

pH 7.2 HO
NH CH;
& y %Q
c
0 \CHE

N~
A
pH 21 3: Fenuron ,:,/
[min] é 4: 3-nitrobenzoesav

(pKa=3,36)



Gradiens elucio szUkségesseége a forditott fazisu folyadekkromatografiaban

A kromatografias gyakorlatban sokszor el6fordul, hogy az elvalasztani kivant vegytletek kromatografias tulajdonsagai nagyon
eltérnek egymastol, ilyenkor az izokratikus elvalasztas nem lehetséges, mert izokratikus rendszerben a nagyobb megoszlasi
hanyadossal jellemzett komponensek nagy retencidval elualddnak, szélesednek és szinte beleolvadnak az alapvonalba. Az

eluenserdsség novelésével viszont a kevésbé visszatartott komponensek kozott romlik a felbontas, koelucio johet |étre.
Ezt nevezzik altalanos ellcids problémanak.

- izokratikus -, gradiens

1 3 1 3

_ T 6

12 - 5

. | 2 / 8
4 5 ¢ . 1 4

' 7 s L L
L A

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I | I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
0 10 20 1.0 2.0

Erre a problémara jelenthet megoldast a gradiens elucid alkalmazasa. A gradiens elucié alkalmazasaval jelent8sen le tudjuk

csokkenteni az elemzési id6t eltérd kromatografias tulajdonsagl komponensek esetén és elérhetd, hogy azonos szélességl
kromatografias csucsokat kapjunk.



Hidrofil kolcsdnhatasi kromatografia
(Hidrophilic Interaction Chromatography, HILIC)



Polaris kdlcsénhatas
kialakitasanak
lehet8sege
szUkseges.

Lehet nagy =
szilanol

aktivitasu

vagy polaris
modositasu '
RP fazis, de lehet
ioncseréld, CSP.... is.

Nem feltétlenl
szUkséges
ionos jelleg(
molekula,

a lényeg,
hogy polaris
(pl. cukrok)
legyen.

Viztartalom:

min. 3% - max. 40%
Szerves rész:
gyakorlatilag csak acetonitril
(97% - 60%)
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A HILIC ,,népszer(sege”

Kulcsszd: HILIC
Kulcsszd: HILIC + MS

1990 f

A.J. Alpert alkalmazta el6szor a ,HILIC” kifejezést a
viztartalmu allofazis réteg és a nagy szerves oldoszer
tartalmd mozgofazis kozotti kolcsdnhatas leirasara.
(A.J. Alpert, J. Chromatogr. 499 (1990) 177—-196)
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Retencidos mechanizmus

Hidrofil megoszlas a fellleten levd
vizréteg és az aprotikus szerves

, . Mozgdbfazis szerves rész gyakorlatila
olddszer kdzott 8 gy g

csak acetonitril (97% - 60%)

A felUleten lévd szilanol csoportok
alacsony pH-n semlegesek, de
magasabb pH-n kation cserél§
jellegliek

Legalabb 3% vizet kell tartalmaznia a HILIC
mozgofazisnak, hogy visszatartas kialakuljon.



HILIC allofazisok

Elvarasok a HILIC allofazissal szemben:

»mechanikai stabilitas,

»kis szemcsedtmérd és kis szemcsedtmérd eloszlas,

»mikropdrus mentesség,

»a fellleten nem lehetnek (nagyon eltéré mennyiségben) nagyban eltéré kolcsénhatasi erésségl szorpcids helyek,
Ugy hogy a nagyobb polaritasu felllet kicsi a kisebb polaritasuhoz képest.

A HILIC-ban hasznalhato polaris fellileteknek, ennek megfeleléen, a kdvetkezd lehetbsegeink vannak:

»szilikagél allofazis
»fém-oxid allofazisok
(aluminium-oxid, cirkdonium-oxid, titan-dioxid)

, . , , . , A szilikagél ionizacidja nagymértékben fligg a pH-tol
»polarisan moédositott szilikagélek

. o . , T . 4 <pKa<7 :
(amino, nitril, diol, kisboritottsagu alkil mddositott) H-kotés kation csere
> anioncserélék oM ™, o 9 . %
> kationcserélék ST Y , Si// /IS' . /ji// //!S'//
> kettés ionos (zwitter-ion) all6f4zisok SILE L | | .
% specialisan modositott alléfazisok | | | P
0 4 8 12

(pl. optikailag aktiv all6fazis)
a szilikagél beoldédasa
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Meghatarozoé retencios folyamat

ioncsere

polaris kdlcsonhatasok

HILIC allofazisok

% of applications
10 15 20 25 30 35 40

Bare/hybrid silica
zwitterionic
amide

diol

aminopropyl
cyanopropyl .

fluorophenyl .

other phases F

~ 60%




HILIC mozgofazis

A mozgofazissal szemben tamasztott kovetelmények a HILIC-ban:

» A HILIC-ban hasznalt mozgofazisoknak is eleget kell tenni azoknak az altalanos feltételeknek, amelyeket akar a normal,
akar a forditott fazisu folyadékkromatografiaban megkdveteltiink. Az altalanosan megadott kovetelmények mellé j6n az a
HILIC megszabta kovetelmény, hogy kevésbé kell polarisnak lenni, mint az allofazis feltletén kialakult vizrétegnek.

»A HILIC modszernél a mozgofazisnak kis mennyiségl vizet minden esetben kell tartalmaznia, mivel altaldanosan
elfogadott, hogy az allofazis fellletén kialakult vizréteg és a kevésbé polaris mozgofazis kdzotti eltéré megoszlas
eredményezi a komponensek eltérd vandorlasi sebesseget.

» A HILIC gyakorlata szempontjabdl fontos olddszerek ellcids eréssége: viz > metanol > acetonitril > tetrahidrofuran

»A nagy szerves olddszer tartalom miatt a puffer tipus megvalasztasa kritikus. A szervetlen pufferek, igy a foszfat
pufferek a nagy szerves olddszer tartalmU mozgofazisokban nem oldddnak. Mas szavakkal inkompatibilisek a
mozgofazissal. A pufferek kozul csak a szerves komponens tartalmuak johetnek széba.

Kiilbnb6z8 pufferek oldhatésaga
kulénb6z6 Gsszetételll viz-acetonitril elegyben.

ammonium- ammonium- kalium- ammonium- kalium-

%B acetat foszfat foszfat foszfat foszfat
pH=5,0 pH=3,0 pH=3,0 pH=7,0 pH=7,0
60 >50 mM > 50 mM > 50 mM >50 mM 45 mM
70 >50 mM > 50 mM > 50 mM 25 mM 20 mM
80 > 50 mM 35 mM 20 mM 5mM 0 mM
90 25mM 5mM 0mM 0mM 0mM

»pH tompitd hatasu anyagokként, azaz a folyadékkromatografids gyakorlatban pufferként hasznalatosak a kovetkezd
anyagok: ammonium-acetat, hangyasav, ecetsay, trifluorecetsav.



HILIC mozgofazis
Mozgofazis pH-ja
» A pH jelent8s befolyassal van a protonfunkcios csoportot tartalmazd molekulak toltésallapotara, polaritdsara.

Ezaltal a pH befolyasolja az ionos kdlcsdnhatasokat és a molekulak hidrofil jellegét.
» A pH befolyasolja az alléfazis fellletén 1évd szilanol csoportok aktivitasat.

Pufferek és a puffer koncentracio hatasa

» A HILIC-ban a puffer koncentrascid hasonld hatast fejt ki a mint az

-
. , ;[ , s e . , H=5.0 H=7,0
» ioncserés kromatografia (IEX) esetén. A puffer koncentrdcid novelése MeCN (V/Vv%) | P> o

csokkenti a bazikus jellegd molekulak retencigjat. 70% >30 >30

» Legtobb esetben az ammodnium-formidtot és ammonium-acetatot 80% >50 45
alkalmaznak pH tompiténak a HILIC gyakorlataban. 90% 25 20
95% 15 10

97% 10 5



HILIC mozgofazis

aprotikus - - =--=======- - e e e e e e mmm—— - - - > protikus
gyengeeluens —— - - - -~ - - - - - ——— - - - - > erds eluens

N

Mozgéfazis:
ACN / ammdnium-formiat (pH=3,0)

1: acenaftén
2: uracil

3: hipoxantin
4: citozin

90% ACN 5: adenin

4

/L /SL 95% ACN
0 220 240

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2
Minutes

- Az acetonitril a legszélesebb kérben hasznalt olddszer a HILIC gyakorlatdban.




Milyen kolonnatechnologiat hasznaljunk?

A nagy szerves olddszer tartalom miatt a HILIC technikanal
2-3-szor kisebb viszkozitas varhatd, mint a forditott fazisnal.

- Monolitok:
Kevésbé érdekes, hiszen a mozgodfazis viszkozitdsa nem
korlatozo tényezd.

- Sub-3um héjszerd toltetek:

Ki lehet hasznalni a héjszerkezet el6nyeit a HILIC esetében
is, de még viszonylag kevés héjszerkezet(i HILIC all6fazis van
kereskedelmi forgalomban.

- Sub-2um teljesen porozus toltetek:

Legelterjedtebben hasznalt kolonna tipus, ugyanis az UHPLC
technika két nagy hatranya a megnovekedett nyomasesés és
az ebbdl eredd surldédasi hdé nem relevans a HILIC esetében.

4.0 -

2.0

500 -

400 -+

o fully porous 1.7 um

= core-shell 2.7 um

a fully porous 1.5 ym

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0

10.0 12.0

u (m'm/s)

o fully porous 1.7 um

= core-shell 2.7 um

a fully porous 1.5 um

10.00 15.00

u (mmf/s)

5.00
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H N NH,

HILIC alkalmazasok

Alléfazis: 100x4,6 mm ZIC-HILIC, 5 pum

\ AcN/viz = 85/15 (v/v%)

AcN/viz =90/10 (v/v%)

¥ AcN/viz = 95/5 (v/v%)

Id6 (perc)



HILIC alkalmazasok - gyégyszeranalitika (HILIC vs. RPLC)

AU >
X N I~
| = >
0.08 HILIC > 3 g 2 S Column Amide
] ) ) [= 5 2.1 x 100 mm, 1.7um
0.06.] Gradient 90-75% ACN in 3min z > -
T @ 0.4mL/min, pH 6, T=45C, x 2 3
1 A=220nm >F 2
0.04 oo
/ 238 bar
0.02
°°°/\/b\/W\"_J T Winutes
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00
AU |
0.10 - 3
] > x x
f RPLC > o | 3 s .
| > = : Column BEH C18
0.08 - : : : v R e 2.1 x50 mm, 1.7um
1 Gradient 10-80%ACN in 4min (o T g < o J
0.06 @ 0.4mL/min, pH 9, T=45C, T § +
| A=220nm Column CSH C18
0.04 2.1 x50 mm, 1.7pm )
: 827 bar
0.02 -
| /_\ Minutes

-—_ttrrrr > ————
020 040 060 080 1.00 1.20 140 160 180 2.00 220 240 2.60 2.80 3.00( 3.20 >3.40 3.60 3.80 4.00



HILIC alkalmazasok — szénhidratok analizise

Simultaneous separation of three monosaccharides
and six oligosaccharides.

A TSK-Gel Amide-80 column was used at 80°C together
with post-column labeling by benzamidine followed by
fluorescence detection. linear gradient, 80%—60%
acetonitrile, in water.

Peaks:
(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)

d-ribose
d-fructose
d-glucose
laminaribose
laminaritriose
laminaritetraose
laminaripentaose
laminarihexaose
laminariheptaose

200

100

Time (min)




HILIC alkalmazasok — nukleozidok analizise

Optimized separation of nucleosides.

Column: 10 cm X 2.1 mm, 2.7-um d; Ascentis Express ﬁh:

OHS5 (Sigma-Aldrich); mobile-phase A: 5 mM ammonium 237

acetate, adjusted to pH 5.0 with acetic acid, in 95:5 20

acetonitrile—water; mobile-phase B: 5 mM ammonium 45-

acetate, adjusted to pH 5.0 with acetic acid, in 80:20 40+ 0 o

acetonitrile—water; gradient: 0% B held for 1 min, 0- g 35 i ;

100% B in 10 min, held at 100% B for 1 min; flow rate: 0.3 S 304 " | $g

mL/min; column temperature: 25 °C; detection: UV ﬂ:ﬁ 75 - = o | |9 @
absorbance at 250 nm; injection volume: 2 uL; sample 20 T = - | ‘ I S
concentration: 10—-100 pg/mL. . Y NS - i -
Peaks: ribothymidine, 2.75 min; uridine, 3.07 min; 2- ) || : {l | | =
thiocytidine, 4.62 min; 2'-O-methylcytidine, 5.28; 10 - | | | 1
pseudouridine, 6.08 min; inosine, 6.50 min; 5- 51 $ || || | |
methylcytidine, 7.53 min; cytidine, 7.79 min; guanosine, 0 P T —_—
8.60 min; 3-methylcytidine, 9.02 min; 1-methyladenosine, 0 1 2 2 4 5 b/ 8 9 10 11 12 13

Retention time (min)

10.29 min; 7-methylguanosine, 11.11 min.



HILIC alkalmazasok — peptidek analizise (HILIC vs. RPLC)

4 ﬁﬁfrhe model peptides have molecular weight between 1 and 6 kDa

AU 6
0.30 1 Column: C18 2.1x150mm, 1.7ym S
Gradient: 10 to 90% ACN in 20 min
0.25 7] Conditions: 30C, 400 yL/min., V;,;=5 pL
L

0.20 7 ___.-!,r:m‘

1 N s
0.15 12 ':;‘ 2 1_‘-&-

1 L.
0.10 - .

8 e e '-_‘1:
0.05 7
0.00 7 o
— 1 T — T T DR T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 10.00 Minutes

AU |

7: Column: Amide 2.1x150mm, 1.7ym
0.16 7 Gradient: 90% ACN for 3 min then 90 to 62% ACN in 6 min

E Conditions: 30C, 500 pL/min., Vin= 5 bL H I L I (
0.12
0.08 13 4z s

] 5 9 8

E 2
0.04

- * x|
0.00 T—— N =

L L L I L I L - T L

0.00

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

J. Ruta et al., J. Chromatogr. A., 2010, 1217, 8230-8240

——
10.00

—
11.00

———
12.00 13.00 Minutes

Very distinct elution order between RPLC and HILIC but similar peak shape



HILIC alkalmazasok — mAb glikan analizis

Glycosilation profile is one of the main critical

quality attributes (CQA) of a mAb
(toxicity, efficacy)

Fab —

|

( Wide range of glycans: \

YeY VY

M5 GO FGIcNac GO

lgG-based glycoprotein structure
composed of around 95% protein and
5% glycans

O
=E;> ? Ez; §z %;i
GOF GIF G2F G3F G4F
GIMNANA  |e2mANA2  E2ANGNA2

G2HNANA G2HNGNA

Q Galactose W = N-Acetyl Glucosamine
=Mannose m = N-acetyl Neuraminic Acid

\ A Fucose 1 = N-glycolyl Neuraminic ACiU




Optikai izomerek elvalasztasa (kiralis HPLC)



Kiralitas; enantiomerek

Vegyuletek, |

s 'L Vd . e C
amelyek tukorképukkel nem azonosak: HHN, ~CooH

2

egymassal fedésbe nem hozhat6 tukorképek

. PN . , = enantiomerek
azonos: - a legtobb fizikai tulajdonsag

(olvadaspont, szin, oldhatésag, UV elnyelés barmely hullamhosszon, ...)
- kémiai reakciok nemkiralis reakciopartnerrel

elter6: kolcsonhatas masik kiralis szerkezettel!

- igy peéldaul az éld szervezet épitbelemeivel

Két, kulonbozonek tekintendd vegyulet!



Kiralitas; enantiomerek

N7 HO,C ‘ NO, HO,C ‘ NO,
HO,C NO HO,C NO
<= o T
—
c Fe
o Ph Ph Sa . o Ra
Centralis kiralitas /zcj\ Atropizoméria
Ph Ph
Ph

Planaris kiralitas
(kiralis ferrocénszarmazék)

D B
A
c . /
Kiralis ad tAnszs ‘K /C=C=C
Iralls adamantanszarmaze c \B Helikalis kiralitas
Axialis kiralitas (P-heptahelicén és M-heptahelicén)

(kiralis allénszarmazék)



Centralis kiralitas

Centrdlis kiralitds: az aszimmetriacentrumok vagy kiralitdscentrumok leggyakrabban olyan
atomok, amelyek koriil legalabb négy kiilonboz6 ligandum taldlhat6 (a nemkoto elektronpar is
ligandumnak szamit).
o Vegyiiletek kirdlis szénatommal
CHj

HO/L‘B'l
o Vegyiiletek négy vegyértéki egyéb kirdlis atommal

©
@)

| @
/N'f;A

)

o Vegyiiletek harom vegyértéku kirdlis atommal (megjegyzés: a N ilyen tipusu
vegyiileteinek enantiomerei dltaldban igen konnyen egymasba alakulnak, nem
1zolalhatok.)

As.,
PR i



Kiralis toxikologia

@) O
‘ ey N N
Izlelhet6 kiralitas: k -~ “OH k NOH
VA o /=
HN H H NH,
S-aszparagin (édes) R-aszparagin (keser()

Szagolhato kiralitas:

s

S-limonén (citrom illat) R-limonén (narancs illat)



Kiralis toxikologia

OH 10 fuggetlen kiralitascentrum
HO :G»“\OH 210 = 1024 lehetséges konfiguracio, 1024 sztereoizomer
O
HO OH

megkulonboztetett, szamunkra fontos (,jo enantiomer”):

- eutomer, 1 db
ehhez képest, pontos tukorkép (,rossz enantiomer”):
természetes Ltukorbéli _
laktoz laktoz” - disztomer, 1 db
nem tukorkép, de nem is azonos

- diasztereomer, 1022 db

A diasztereomerek mar akiralis rendszerben is elval(hat)nak!

akiralis kolonnan elvi maximum: 512 csucs (mindegyikben egy tukorképi par)
kiralis kolonnan elvi maximum: 1024 csucs



Kiralis toxikologia

Box 1| The thalidomide tragedy: the myth of a missed opportunity

The thalidomide tragedy of 1961 is a landmark in drug regulation. Thalidomide is a racemate — of a glutamic-acid
derivative — and in 1984, in the foreword of a book about X-ray crystallography'*’, the following statement appeared:
“The thalidomide tragedy would probably never have occurred if, instead of using the racemate, the ( R)-enantiomer had
been brought on to the market. In studies ... it was shown that after i.p. administration only the ( §)-(—)-enantiomer
exerts an embryotoxic and teratogenic effect. The ( R)-(+)-enantiomer is devoid of any of those effects under the same
experimental conditions”. This quote has been widely used subsequently, and was even alluded to in the citation for the
2001 Nobel Prize in Chemistry, which was awarded to Knowles, Noyori and Sharpless for the development of catalytic
asymmetric synthesis, and has had a great impact on the development of new drugs'!.

Regrettably, the proposal that the thalidomide tragedy could have been avoided if the single enantiomer had been used
is misleading, for two reasons. First, it is based on unreliable biological data: the studies purporting to show that (S)-(-)-

thalidomide is more teratogenic were in the mouse — a species that is generally regarded as unresponsive — and involved
very high doses'”. However, earlier work in the rabbit, the species that is most sensitive to thalidomide, showed clearly the
equal teratogenic potency of its enantiomers'*, Second, the chiral centre in thalidomide is unstable in protonated media : . . 2
, . , , .1 (S)-Thalidomide (R)-Thalidomide

and undergoes a rapid configurational inversion' %, . ;
teratogén . nyugtaté

So, the individual enantiomers of thalidomide are both

inverted rapidly to the racemic mixture and also

degraded rapidly by opening of the glutarimide ring — ,;ﬁ\\
processes that occur faster in vivothan in vitro'*®, O*ﬁv’"'}f;-_f
Theretore, even if there were differences in the toxicity /‘li/h ~\ 12 Tabletten
of the enantiomers of thalidomide, their rapid 0
racemization in vivo would blunt them such that they 07 NS0 (0 n te r u
could not be exploited. This case shows the importance H _
of considering data in full and not leaping to (R)-(+)-Thalidomide Hypnotikum
conclusions, however tempting these might be.
FR—

Agranat, I., Caner, H., Goldwell, J. Nature Reviews Drug Discovery 2002, 1, 752-768 (p.757)



Enantiomer elvalasztasi lehetosegek

100

Others — |
biotranszformacio 90 - loln 1
aszimmetrikus katalizis '§ sull
. , A £ 80~
folyadék-folyadék E NMR
extrakcio c 70~
9
membranok T ot GC
<7eNnZ0rok I enantiomer elvalasztasi %
technikak © 50 =
kristalyositas S 40
g3
e © L
kapMan§. A 5’3“ HPLC
elektroforézis kromatografia =
8 20-
$
| M\Ii
0 - h H h _ ! S—Fc

95 99 99 01 03 05 07 10 12
Year

Shen, J., Okamoto, Y. Chem. Rev. 2016, 116, 1094-1038



Kromatografias modszerek az optikailag aktiv izomerek
elvalasztasara

szuperkritikus fluidum
kromatografia (SFC)

N

kapillaris
elekktrokromatografia (CEC)

gazkromatografia (GC)

kromatografias
technikak

\ 4

folyadékromatografia (LC)

ellenaramu
kromatografia (CCC)

szimulalt mozgdagyas
kromatografia (SMB)

'

vékonyréteg
kromatografia (TLC)

nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia
(HPLC)




Folyadekkromatografias modszerek az optikailag aktiv izomerek
elvalasztasara

A folyadékkromatografia a modszerek konnyl valtoztatasa, a sok eltéerd jellegl kolonna valaszthatosaga miatt
az optikailag aktiv anyagok egyik f6 elvalasztasi modszere. Barmilyen kromatografias modszernél az
elvalasztas alapja a diasztereomer par képzés a vizsgalt vegyulet és a szarmazékkeépzod, illetve az alléfazis
vagy a mozgofazis optikailag aktiv komponense kozott. Az optikai izomerek elvalasztasara alkalmazhato
kromatografias mdodszereket két f6 tipusba lehet sorolni:

-kozvetett (indirekt)

-kozvetlen (direkt) meghatarozas.

Torténetileg a kozvetett meghatarozas alakult ki el6szor. A kozvetett meghatarozas soran az enantiomerek
elvalasztasat diasztereomer elvalasztasra vezetjlUk vissza, akiralis kozegben, a kolonna eldtti
szarmazékképzéssel, amit ,precolumn” technikanak is neveznek.
Kozvetlen meghatarozas soran a kiralis molekulakat kiralis kozegben valasztjuk el, igy lehet az allé- vagy a
mozgofazis kiralis. Tehat az elvalasztandd enantiomerek eltér6 kolcsOnhatasa az alléfazissal, illetve a
mozgofazisba tett kiralis szelektorral szabja meg az elvalasztast.



Kozvetett (indirekt) meghatarozas

(R,S)
R1 R2

X

H 0=~-C~ 0
BzO OBz
(S\R) dibenzoil-borkésavanhidrid
Rl' ~R2 (R,R)
N
H

El6nyok: - ,olcs6” kolonna

R1 R2
N OH
O O
BzO OBz
(R,S)(R,R)
Rl' ~R2
N OH
O O
BzO OBz
(S.R) (RR)

diasztereomerek,
akiralis kolonnan is elvalaszthatok

- detektalas (a diasztereomerek fajlagos UV elnyelése eltér!)

- megfordithaté sorrend a tukorkeépi reagenssel

Hatranyok:

- munkaigényes

- a reakciosebesség eltérhet



Kozvetlen (direkt) meghatarozas

-Az elvalasztando vegyulet és a szelektor kozott akkor jon Iétre a stabilis kapcsolat, ha az elvalasztanddé molekula legalabb
harom ponton tud kotédni. Ezt az ugynevezett harompontos kotédés modelljét Dalgliesh irta le el6szor 1952-ben és a mai
napig ez az elmélet a legelfogadottabb a minta és a szelektor kozotti kdlcsonhatasok értelmezésére.

-A 80-as években Pirkle és Pochapsky a modellt ugy modositotta, hogy a harom kolcsonhatas kozul legalabb egynek
sztereoszelektivnek kell lennie.

> Al
— B'} D (+)-enantiomer

—> C'

Al
B""">_ C?

D

(-)-enantiomer

- Direkt meghatarozas esetén elég, ha ideiglenes a kapcsolat a kiralis megkulonboztetést adé anyaggal!
- Kiralis (pontosabban: enantiomertiszta) adalék a mozgdéfazisban folyamatos koltség, zavarhatja a detektalast.
- Kiralis (pontosabban: enantiomertiszta) allofazis egyszeri koltség, kényelmes.



A kozvetett eés kozvetlen kiralis folyadékkromatografias
modszerek osszehasonlitasa

Elénydk

Kozvetett modszerek

Kozvetlen modszerek

Az elvalasztas altalaban egyszeribb, a felbontas nagyobb.

Az elucios sorrend kovetkeztethet6 illetve megfordithato
(antipdd reagens).

A detektalas als6 hatara csokkentheté megfeleld
szarmazekképzb reagens alkalmazasaval.

Az akiralis kolonna olcsobb.
A modszerfejlesztés kevésbé idbigényes.

A szelektivitas novelhetd (elbtisztitas).

A kiralis szelektor nagy enantiomer tisztasaga biztositott.

Az enantiomerek azonos molaris abszorbanciaval
rendelkeznek.

Racemizacio ritka az analizis soran.

Funkcids csoporttal nem rendelkez6 racematok is
elvalaszthatok.

Preparativ célra egy Iépésben hasznosithato.

A hémeérséklet valtoztatasaval jobban befolyasolhaté a
szelektivitas, mint kozvetett modszerek esetén.

Egyszerl mintael6készités és kromatografalas.




A kozvetett eés kozvetlen kiralis folyadékkromatografias
modszerek osszehasonlitasa

Hatranyok

Kozvetett moédszerek

Kozvetlen modszerek

A szarmazeékképzd enantiomer tisztasaga kritikus.

A képzbdott diasztereomerek molaris abszorbanciaja
kUlonbozik (bar a kilonbseég lehet Kicsi is).

A szarmazékképzeés soran racemizacio
|éphet fel.

A reagens feleslege és a melléktermékek zavaré
csucskeént jelentkezhetnek.

Az enantiomerek visszanyerése tovabbi miveleteket
igényel.

A szarmazékképzés iddigenyes lehet.

Az elméleti tanyérszam kisebb, mint a hasonlo
szemcseatmeérdju RP fazisok esetén.

A deszorpcio kinetikaja egyes esetekben igen lassu.

Az ellucids sorrend és a kiralis kolcsonhatasok mibenléte
nem jelezhet6 elbre.

Nincs altalanosan hasznalhato kolonna.

A kiralis kolonnak rendkivul érzékenyek a
munkakorulmények valtoztatasara.

Draga az alléfazis.




Kiralis a

|6fazisok csoportositasa

Allofazis tipusa

Tipikus szelektor

Fobb kolcsonhatasok

Ligandum cserés

aminosav-fém komplex

komplexképzddeés

Donor-akceptor
(Pirkle-tipusu)

n-savas, n-bazisos csoportok

n-1 €s dipol

Polimer

modositott celluldz és amildz

polaris (H-hid) és n-n

ciklodextrinek

zarvanykomplex-képzeés,

V. Zarvanyk I kiralis koronaéterek
arvanykompiex H-hid, sztérikus, n-n
ciklofruktanok
elektrosztatikus, H-hid, n-nt
: i ibioti makrociklusos glikopeptid ’ Y
V Makrociklusos antibiotikum iklu glikopepti hidroféb. sztérikus
: L e , ionos, polaris, n-t és
VI. loncsere-alapuak anion-, kation és “zwitter-ion” alapuak > . o
sztérikus
VII. Fehérje természetes fehérje ionos és hidrofob
szelektiv szorbens (pl.: szerves molekula, L.
VIII. Molekulalenyomat sztérikus

makromolekula, sejt)




Kozvetlen kiralis folyadekkromatografia

A mar megismert elv:
eltéro kolcsonhatas masik kiralis szerkezettel

koncentracio

A A
6

=)
[ s >

enantiomertiszta kiralis toltet

a tukorképi part eltéré meértékben tartja vissza

All6fazis:
széleskori szelektivitas a hasznos
legjobban bevaltak: médositott poliszacharidok (gydgyszeripari alkalmazasok ~ 90 %-a)

Mozgofazis:

kuldnféle eluensek - eltérd kiralis Uregek - sokféle eltérd szelektivitas
a mozgofazis polaritasa szerint kiilonféle médok



A kulonbo0z0 allofazisok hasznalatanak gyakorisaga

amino-tetrahidro-fenantrén alapuak
ciklodextrinek

cinkona alkaloid ionos fazisok
ciklofruktanok

makrociklusos (gliko)peptidek
glikoprotein fehérje fazisok

egyuttesen a gyogyszeripari alkalmazasok 10 %-at adjak

90%: poliszacharid alapuak!
erdsen polaros, illetve ionos anyagokra kevésbé jok
ilyen esetekre: QN-AX / QD-AX, ZWIX(+) [ ZWIX(-)

Francotte, E. Advances in Pharmaceutival Analysis (supplement to LCGC Europe) 2016, 29 (s10), 31-37



Poliszacharid alapu kiralis alléfazisok
Torténeti attekintés

Természetes homokiralis poliszacharidok felhasznalasa:
1951 Kotake aminosav-szarmazekok elvalasztasa papirkromatografiaval

Altalanosabb kiralis felismeré képesség:
1973 Hesse, Hagel mikrokristalyos celluléz-triacetat
amorf: sokkal gyengébb felismerés
1984 Okamoto szilikagélre boritas: megvaltozott szelektivitas + mechanikai stabilitas
1986 Okamoto (Daicel) Chiralpak AD = ADMPC (DMPC = 3,5-dimetil-fenil-karbamat)
Chiralcel OD = CDMPC
2004 Francotte (Daicel) immobilizalt valtozatok:Chiralpak IA = ADMPC
Chiralpak IB = CDMPC
Chiralpak IC = CDCPC
... tovabbi szelektorok, generikus valtozatok
pl. ADMPC = Lux Amylose-1 boritott, Lux i-Amylose-1 immobilizalt
CDMPC = Lux Cellulose-1 boritott
CDCPC = Lux i-Cellulose-5 immobilizalt

A természetes alapanyag hatranya: nem all rendelkezésre a tukorképi kolonna.
A sorrend pedig fontos! Konnyebb a dolgunk, ha a kicsi csucs elualédik el6bb.
Bizonyos komplementaritas kimutathaté ADMPC és CDMPC kdzott.




Poliszacharid alapu kiralis alléfazisok

~ 80 % szilikagél, ~ 20 % kiralis szelektor

Modositas: = eészter = karbamat
_{O Me
O .
amiléz: Y = OH \ Chiralpak AD
H Lux Amylose-1
Me
0.0
o_q _
celluléz: ¥ = OH Chiralcel OD
Y o} Chiralcel OJ Lux Cellulose-1
° 0 Lux Cellulose-3
n Me
O_< Chiralpak IC
Lux i-Cellulose-5
boritott: film a szilikagél feliletén oldhatatlansaga tartja meg a kolonnaban

a szilikagélhez rogzitve, vagy keresztkotésekkel, tul jol oldodo szelektorok (pl. IC) csak ebben a valtozatban

lehetséges kdlcsdnhatasok:
H-kotés akceptor, H-kotés donor, dipol-dipdl, TT-TT , sztérikus (kiralis uregek)

Sokféle lehet6ség — széleskorl szelektivitas — az el6rejelzés szinte lehetetlen



Lancvég

3,5-dimetil-fenil-
karbamat

5-klor-2-metil-fenil-
karbamat

3-klor-4-metil-fenil-
karbamat

3-klor-5-metil-fenil-
karbamat

4-klér-3-metil-fenil-
karbamat

(S)-alfa-metil-benzil-
karbamat

3-klor-fenil

3,5-diklér-fenil

4-metil-benzoat

Gyarté
Tipus
amiléz

celluléz
amiléz

celluléz
amiléz
celluléz
amiléz
celluléz
amiléz
celluléz
amiléz
celluléz
amiléz
celluloz
amiléz
celluléz
amiléz

celluloz

Phenomenex (Lux)

boritott
Amylose-1
Cellulose-1

Amylose-2

Cellulose-2

Cellulose-4

Cellulose-3

immobilizalt
i-Amylose-1

i-Cellulose-5

Chiral Technologies (Daicel)

boritott
Chiralpak AD
Chiralcel OD
Chiralpak AY
Chiralpak AZ
Chiralcel Oz

Chiralcel OX
Chiralpak AS

Chiralcel OJ

immobilizalt
Chiralpak 1A
Chiralpak 1B

Chiralpak IF

Chiralpak 1G

Chiralpak IH

Chiralpak ID

Chiralpak IE
Chiralpak IC

Leggyakrabban hasznalt poliszacharid alapu kiralis alléfazisok

YMC (Chiral Art)

boritott
Amylose-C

Cellulose-C

immobilizalt
Amylose-SA
Cellulose-SB

Amylose-SE
Cellulose-SC

Cellulose-SJ



Poliszacharid alapu kiralis alléfazisok

b)

* polaros csoportok a szelektor belsejében
. aromas gyurik a szelektor

« kiralis Uregek
alapveto6 a szerepuk a megkulonboztetésben
fuggnek az elballitasi technoldgia apro kulonbségeitél
—> azonos szelektoru kolonnak elvalasztasa kissé eltérhet,
lehet egy racematra jobb, egy masikra rosszabb

a) celluléz 3,5-dimetil-fenil-karbamat (CDMPC)
b) amiléz 3,5-dimetil-fenil-karbamat (ADMPC)



Multimodalis mukodés

Normal fazisu, NP maod: alapolddszer: heptan,
polaros modosito: tipikusan 5-40 % ROH (IPA, EtOH, MeOH/EtOH=1/1)
CSAK immobilizaltaknal: nem-standard eluensek DKM, EtOAc, THF, toluol, aceton, ...
(10 pl etil-acetat injektalasa tonkretesz egy 250 x 4,6 mm-es boritott kolonnat!)

Leggyakoribb az alkalmazasok kozott, j6l kihasznalja az elsésorban polaris kolcsonhatast

, RP maod: MeCN / viz (puffer), MeOH / viz (puffer)
ritkdbb a megfelel6 elvalas, nagyon polaros az eluens
boritott: vizet akkumulal

Polaris szerves olddszer, PO maod: MeOH, EtOH, IPA, MeCN és ezek keverékei
Elényok: - altalaban jobb oldhatdsag (gyogyszeripari kdrnyezetben)
- jellemzéen kis nemspecifikus kdlcsonhatas (alapkoncepcio)
- jol automatizalhato
- persze a holtidd kdzelsége nem jo ...
Médszeratadasnal szivesebben fogadottak, mint az NP mdédszerek
A szelektor oldhatésaga is valtozik az osszetétellel, nemcsak az elucids erd!
Megengedett tartomany — kolonnaleiras. Megengedett eluensek bizonyos 6sszetételeit tilthatjak.




Poliszacharid alapu kiralis alléfazisok

O\/\O
Bisoprolol W/ /\Q\O/\V\HJ\
OH
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Conditions for both columns:
Dimensions: 250 x 4.6 mm
Mobile Phase: 0.1 % Diethylamine in Hexane /
0.1 % Diethylamine in Isopropanol (80:20)
Flow Rate: 1 mL/min
Detection: UV @ 220 nm
Temperature: Ambient



Poliszacharid alapu kiralis alléfazisok

o]
Mephobarbital

N\
N
o~
H

0

Lux Cellulose-1

U\ |

Lux Cellulose-1

a= 1.46 a=1.00
I\ Y -
Lux Cellulose-2 “ Lux Cellulose-2
= 1.07 a= 1.45
—_———— J oA,

Lux Cellulose-4

a=1.00 I\

Chlormezanone

Lux Cellulose-4

a=1.14

M

0 1 2 3

S. Khater, Y. Zhang, C. West, J. Chromatogr. A, 1363 (2014) 294-310
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Review

Recent developments on polysaccharide-based chiral stationary phases for
liquid-phase separation of enantiomers

Bezhan Chankvetadze*

Institute of Physical and Analytical Chemistry, School of Exact and Natural Sciences, Thilisi State University, Chavchavadze Ave 1, 0179 Thilisi, Georgia




loncseréld kiralis allofazisok

\\N kdlcsdnhatasok

m—Tr
kdlcsonhatasok

ionos
kdlcsonhatasok




loncseréld kiralis allofazisok

s0% o
O &
."‘\O

MeO

N
Chiralpak ZWIX+)™ Chiralpak ZWIX(-)™
(8S, 9R) (8R, 95)
(175, 275) Chiralpak ZWIX(+) (1”R, 27R)

Quinine-based (8S, 9R, 17§, 27S5)

Chiralpak ZWIX(-)
Quinidine-based (8R, 9S, 1"R, 2'R)



loncseréld kiralis allofazisok

ZWIX(+H)™ OM ZWIX(-)™
tBu”” OH

0 HN\
Fmoc
Fmoc-Asp(OtBu)-OH  §
L
’ 1l'ime (min) ’ 11I'ime (min) é
CHIRALPAX ZWIX(+) CHIRALPAX ZWIX(-) ™ ™
Quinine-derivatized (8S,9R) Quinidine-derivatized (8R,9S) ZWIX(+) ZWIX( )
= ©, Fmoc-Asp(OtBu)-OH Fmoc-Asp(OtBu)-OH
SO; SO,
K‘I 1" ":} : 4 0031 0.04 L
3 b 3
e 4 § ;
o G o
g 0,01 §
(1*S,2"S) (1"R,2'"R) o
Chiral selectors of CHIRALPAK ZWIX - = = L R R
Time (min) Time (min)

Gy. Lajko, I. llisz, G. Téth, F. Fildp, W. Lindnerd, A. Péter, J. Chromatogr. A, 1415 (2015) 134-145



