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Cvet, az els6 kromatografus

Russian Botanist
Mikhail Tswett (1872-1919)

From Tswett's notebook (1910) on early
chromatographic experiments
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Mozg6 fazis/All6 fazis
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A mozgo fazis az allo6 fazissal
érintkezik egy hatarfeltleten.

Egyenletesen aramlik.

Atlagos szorpcidja kisebb
mertekl, mint a legkevésbé
kotédé minta komponenseé.

—elucios technika

A minta bevitel dugoszerien
torténik.

A kulonboz6 anyagoknak
mas-mas a megoszlasi
hanyadosa az all6 fazison.
— Elvalasztas torténik az
anyagok kulonboz6
sebessége kdvetkeztében.



Oszlop kromatografia / Reteg kromatografia

Elvalasztd
oszlop

Szemcsés toltet

Oszlop kromatografia

Papir, vagy
szemcsékkel
boritott szubsztrat

Papir kromatografia
Vékonyréeteg kromatografia (VRK)




A mozgo és allofazis allapota

szerinti felosztas

Mozgo fazis
Gaz Folyadék Szilard
Gaz
Allo fazis | Folyadék
Gaz- Folyadék
kromatografia kromatografia

Szilard




GC oOsszehasonlitasa HPLC-vel I.

Himt= 0
CEal il CEE
= e

A
~arEn
Tipikus GC kapillaris oszlop Tipikus HPLC oszlop
30 m x 0,25 mm i.d. 15cm x 4,6 mm x5 um
Meghatarozhato anyagok
* illékonysag (250°C alatt megfeleld tenzio)  oldékonysag a mozgofazisban
* derivatizalas hibat vihet be a kvantitativ mérésbe * sz¢les polaritasi tartomany,
* molekulatomeg: < 500 Da ionos vegyiiletek is elemezhetdk
» molekulatomeg: nincs fels6 korlat,
feherjek 1s
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GC osszehasonlitasa HPLC-vel Il.

magas homérséklet (akar 350°C)
—ho0stabilitas

sok GC detektor (pl. FID) destruktiv
tipikus érzékenység: ng-pg

Minta

/

Y
O«
All6 fazis Mozgo fazis
HATEKONYSAG

Korilmények

szobahomérséklet (80°C-ig)
az UV detektor nem destruktiv
tipikus érzékenyseg: ng

Kolcsonhatasok

Minta

O
/ \
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Allo fazis ~ Mozgo fazis,
SZELEKTIVITAS



HPLC elvalasztasi modok

Semleges
Gyenge sav
Gyenge bazis

Vizben
oldhatatlan
vegyuletek

lonos vegyuletek,
savak, bazisok

lonos vegyuletek,
szervetlen ionok

Makromolekulak,
polimerek

Forditott fazis

Normal fazis

lonpar

loncsere

Meéretkizaras

Apolaris
C18, C8,C4,
ciano, amino

Polaris
Szilikagél
Aluminium oxid

C18, C8

Anion-, vagy
kationcseréld
gyanta

Polisztirol
szilika

Polaris
Viz/szerves modositok

Apolaris

Szerves
olddszerek/polaris
modositok
Viz/szerves oldoszer-
ionparkepzdk
Vizes/puffer

ellenion

Gél szilreés - vizes
Gél permeacios -
szerves

10



wavg ﬂtR

11



Hogyan befolyasolja az elvalasztast a
retencios tenyezo?

1 1k
R =-JNZ

4 o ‘k+1

Hesolution as a f'uncion of retention factor (k)

’

e 1<k<10

ﬁ'f Area where k has |lttle effect

Lir
{15 :
1=k=5 -k has greatest effect

- J .
{0 K 5

Fesolution

-
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Szelektivitas
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Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Mivel tudjuk a szelektivitast befolyasolni?
mindennel, ami megoszlasi hanyadost befolyasolja:
V.

S
Lot K
g K
1Vm

Szerves oldoszer tipusa
Mozgodfazis pH-ja

Eluens er6sség és adalékok
Allofazis

HOémérseéklet
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Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Szerves oldodszer tipusa

3

2 5

A j\ AWAACN(A)
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Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Mozgofazis pH-ja

I |
! Mobile phase i Mobile phase
pH 5.1 . pH5Z
5 -
A .I. E' | _--__EE
A \ ' :I.i-. WiIVREN Y !'
T I E— “u re " ' re e - 16




Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Eluens erdsség és adalékok

LN I

] | ] | I [
Mohile phase octane Mohile phase octane
sulphonic acid conc.: 57 mhd sulphonic acid conc.: BOmbd
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Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

All6fazis

; Colurmn: ZORBAX Eclipse XDB-CN

1 h Mobile Phase: 35:65 ACNWater

4
3 5

* ’ A I B 7

||_| I M
0 : 10 15 20

4,5 Column: ZORBAX Eclinse ¥DB-Phenyl

1 2 Mobile Phase: 45:52 ACMN Water
J—ka
;
Ve 18

0 5 10 15 20
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Hogyan befolyasoljuk az elvalasztast a
szelektivitassal?

HOmérseéklet

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Column Temperature; 22°C Column Temperature: 44°C
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Hogyan befolyasolja az elvalasztast a

szelektivitas?

1 1k
R=-JNZ

4 o/ k+1

Ha o = 1, nincs elvalasztas

Ha a 1,1-r6l 1,15-re n0O, akkor a felbontas ~1,5-szorosére no!

a = 1,1 feletti szelektivitas értekek mar a rutin HPLC-ben j6 elvalasztast biztositanak,
R>1,5.
— K, 10%-kal nagyobb, mint K,

Folyadek-folyadék extrakcional, hogy 99% tisztasagot elérjiink 2 anyagra, az kell, hogy
K,=100 ¢és K,=0,01, vagyis o = 10.000 kellene.
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Hatekonysag
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Plate Height

Hatekonysag

Elméleti tanyérszam: analogia frakcionalt desztillacio

Tower Height

column len

H

Heated

(equatesto

gth)

-~

Carbon Number
Range C40-C35
Narrow
distribution

Tower Height

(equatesto

column length)
.

Carbon Number
Range C40-C20
Broad
distribution

L

Heated
crude oll

fcr?r?\e o HPLC Analogy — L’gl"';' .
hoiler > v Distillation Column
Distillation Column
High Efficiency Distillation Process Low Efficiency Distillation Process
H elm¢leti tanyérmagassag HETP height equilvalent to a theoretical plate 22
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van Deemter egyenlet (HPLC kolonnakra és toltott GC oszlopra!)

H=A+B/u+Cu

JA” tag: eddy (angolul 6rvény) ,,diffazid”

1,
H
(mm)
H-T
0,5
Hmin:0,409
Bl 4 .
A
0 ‘ ‘ ‘
0 5 8.7 10 15 G (emis) 20
opt ’

,Cs” tag: allof.—smozgdf. anyagatmenet

,B” tag: linearis diffuzié ellenallésa

distance distance

_—
o
~—

solute concentration

g

solute concentration




Mi okoz zénaszélesedést?
1. Orvénydiffuzié - A

elter6 aramlasi csatornahosszak es keresztmetszetek
— kolonna toltés inhomogenitasai
—  szemcseatmérd nem teljesen egyforma

a kolonnaban az aramlasi sebesseg sugariranyban
valtozik — laminaris aramlasi profil

initial final
band profile band profile

A

distance distance

fon
B
az aramlasi sebessegtol fliggetlen

solute concentration
solute concentration
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Orvénydiffuzié csokkentése

* jol toltott kolonna valasztasa
e szemcsemeret csokkentése
e sZUk szemcseméret eloszlas

1 ' : \J f\\‘»’ | r

b 000 (e

Large Particles

Small Particles
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Mi okoz zonaszélesedest? 2. Hossziranyu diffuzio - B

a beinjektalt mintadugo szeélein a koncentraciogradiens miatt
longitudinalis (hossziranyu) diffuzio tortenik
. leger6sebb az oszlopon
. oszlopon kivul is
tul hosszu, vagy tul nagy atmeroja kapillarisok
csatlakozasok

detektor cella
t<t, Einstein 0sszefiiggés

5 2t,D: 2Dt

(@) s

5

solute concentration

solute concentrat

| A

distance distance
—] - | s

az aramlasi sebességgel forditottan aranyos 26




Oszlopon tortend hossziranyu diffuzio
csokkentese

* nagyobb aramlasi sebesseg alkalmazasa

Longltudinal (Axial) diffusion
causes band to become less
concentrated and broader

'.- .1 . { ' \
Narrow band, ) g oar Y

"o  high concentration LO'S
' 1 Oriey Sy N LB 2

High mobile phase linear velocity
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Az oszlopon kivuli zonaszelesedes
csokkentese

Hogyan meérjuk meg az oszlopon kivuli térfogatot?

1.szedjuk ki az oszlopot és tegyunk be helyette egy 0 holttérfogatu
csatlakozot

2.injektaljunk 100% acetonitrilt, vagy 1% acetont
3.az olddszercsucs maximumnal mérjuk meg a retencios idét

4.a térfogataram és a retencios id6 szorzatabdl megkapjuk az
oszlopon kivuli holttéerfogatot.

min¢l rovidebb ¢€s kisebb atmérdj kapillarisok hasznalata (0.12 mm belsd atmérd idealis)

megfeleld fittingek, csatlakozok hasznalata (minél kevesebb csatlakozas)
injektor hurok térfogatanak csokkentése
detektor cella térfogatanak csokkentése
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Mi okoz zonaszelesedest?
3. Anyagatadasi ellenallas - C

az allofazisbol a mozgofazisba torténd anyagatmenet nem
pillanatszer( (kvazi-egyensuly kialakulasa)

. a porusokon belul diffuzioval jut a feltletre a molekula — C_,
. a molekula az alléfazisban/bdl is diffundal — C,

mobile phase
P (b)

stationary phase

B\ mobile phase

(a)

stationary phase

y Ve ,‘,\..' mObile phase
@ R ¥
. stationary phase

mobile phase

stationary phase

az aramlasi sebességgel egyenesen aranyos H~Cu
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Anyagatadasi ellenallas

A folyadékkromatografiaban az anyagatadasi ellenallas
vagy maskepp a kvazi-egyensuly eltérése az
egyensulyi allapottol okozza a legnagyobb
zonakiszélesito hatast.

« tapado réteg a szemcseék feluletéen

« porusokon beluli nem aramlé, de a mozgofazis
osszetételéevel megegyezo folyadék

« adszorpcios feluleti retegek a pérusokon belul és a
szemcséken kivul, ebbol tobb mint 99,9% a belso
felulet.
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Anyagatadasi ellenallas csokkentése

kisebb szemcseméretl alléfazis Why is UPLC more efficient??
aramlasi sebesseg csokkentése \\—// HPLC L
kolonnah&dmérséklet emelése F \,/
(gyorsabb diffizid) ] L :
" | ACQUITY UPLC™ System/
J 1.7 uzn(\) ggrlicle
’ I ! L eor‘/aloctvfu“mm/ ecl 5—’6 ’

High mobile phase linear velocity
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Megoszlasi hanyados, adszorpcios
Izoterma

Mérése: egy termosztalt edényben

1.
2.
3.
4.

ismert mennyiségl allofazist, eluenst és analdtot 6sszerazunk
megvarjuk az egyensuly beallasat

crer

crcr

c. 1zoterma

51
i_z-:-tc_-rjma A
(25°C) K; (meredekség) C,..

L
mi

Az egyenes egyenlefe:

c.=K-c
S}{:im c“!

Cm

Linearis izoterma Nemlinearis izoterma 32



I
3

Nemlinearis kromatografia (f6leg preparativ

kromatografias alkalmazasok)

Linear

Langmuirian

f

g Anti-langmuirian

k
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Koncentraciofugges a

gyakorlatban

Ibuprofen cstcsok kiilonb6zé koncentracioknal

,,,,,,

Kromasil C4 oszlop
50x3mm

Szemcseméret: 13um
Eluens: 80/20 AcN/KH,PO, puffer pH=4.4

PV I S

Purospher RP-18e oszlop
125x4 mm

Szemcsemeéret: Sum

Eluens: 30/70 AcN/KH,PO, puffer
pH=4.4
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Dand L-PA atcj,j =1 D and L-PA at ¢, = 0.1
g/L0,25 - 9/L 0,025 -
0,2 - 0,02
0'15 i a:1-3 0'015 _ a:2-1
0,1 - 0,01
0,05 - k 0,005 A
0 T ek T T ] 0 T "\u T ]
0 2 4 6 8 10 0 5 10 15 20
min min

Racém elegy kromatogramja kulonb6z6 koncentracioknal az izotermak alapjan
szimulalva (PA: phenylalanine anilide)

Dependence of the chromatographic enantioselectivity, c. on the column length
L {left panel) and on the column i.d. (right panel )

L{cm) i {Cm) e L{cm) d{cm) %3

5 .46 .92 10 0.2 | .48
10 .46 213 10 0.3 |.82
20 .46 2.31 1 0.46 213

Lo Y my
IJ




HPLC toltetek morfologiaja

Porozus szemcsek

Szemcseméret eloszlas

dip= 1,3 um, dsy= 1.9 um, dgy= 2,5 um

10% kisebb, mint 1,3 um
50% kisebb, mint 1.9 um
90% kisebb, mint 2,5 um

Jé, ha dgo/ dlo <1,5'2
 oOrvénydiffuzio
e szemcsén belili diffazio

* kis molekulaknal kevésbé fontos, mint a makromolekulaknal
* nagyon finom szemcsek eltomhetik az oszlopot
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HPLC toltetek morfologiaja

Szabalytalan alaku toltetek, ma foleg preparativ célra

View fiela: 217 25 ym DET. SE Detector
HV. 200kV DATE. 04725/:05 100 ym
VAC: Hivac Device. TS5130MM

Vega ©Tescan
Zeochem AG, CH-8707 Uetikon

Rosszabb hat¢konysag
Oszloptoltés kevesbé homogén és reprodukalhato
Rosszabb mechanikai stabilitas

szabalytalan

szabalyos

60,0-,1142G207T1 #1 = odure injecton — Int_Chan_2
v |
50,0
1
1 |
1
40,0+ ‘
30,04 ‘
1 [ : Y |
] | I
] f |
20,0 | | | [
] \ | [
] | |
10,0 ] “ ' \ [ \
| J |\ | |
l | | ‘
|
ST | ORISR |1 mmm—n" ) VRS B
1,05 T Y
00 20 40 60 80 00 20 150
No. PeakName RetTime C K y Plates
min ] Im
1 Uracil 223 30,0 0,00 1.00 15432
2 Toluene 541 520,0 143 098 16536
3 Xylene 844 5300 278 098 14544
4 _ Fluorene 11,63 2500 421 098 14208
00-1142G214T1#3 Tesmiurelnjecton it Chan2 |
v 1
]
50.0- |
1
-
300 | 3
D-] ‘ , r |
{ | \‘
20,0+ (
I I I
| | [ [
0,0 | | [
| { } |1
N A
1 U | WY ) (NN i UESE— g S |
[} I oA e or i e L
00 20 40 8.0 80 100 120 150
No. PeakName RetTime C K y Plates
min mgi fm
1 Uracil 225 30,0 0,00 337 18000
2 Toluene 534 520,0 1.38 23116
3 Xylene 8,26 530,0 288 0,98 19920
4 __ Fluorene 11,51 2500 412 098 19716




HPLC toltetek morfologiaja

Monolit
ap o)
Spm Porozitas > 0,8
Bimodalis porusméret eloszlas
monai 18 nm-es mezopodrusok
T 3 um-es makroporusok
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AHFBET:

kzSieae | 1om

HPLC toltetek morfologi

Mag-hé;

aja

39



Kromatografias toltetek jellemzés a
porusparameterek alapjan

» atlagos porusatmero: d,
» fajlagos felulet:A,

» fajlagos porusterfogat: V,

40



Porusatmero osztalyozas

Az I[UPAC ajanlasa szerint,

* ha a porusatmero < 2nm, akkor
mikroporusrol,

* ha > 50 nm makroporusral,

* ha kettd koze esik (2-50 nm) mezoporusrol
beszelunk.
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Normal fazisu kromatorgafia
(NP-HPLC)

» Az els6 folyadékkromatografias technika (Cvet hasznalta novényi pigmentek
elvalasztasara; kalcium karbonat alloéfazist és petroléter mozgoéfazist alkalmazva)

Az allofazis polarisabb, mint a mozgo fazis (minta: kdztes polaritasu, nem ionos)

N
OH
Alléfézisqk alkalmazasi gyakorisaga: NH, H“(lz 0 lil
- Szilikagél (80-90%) | i |
- Aluminium-oxid (5-10%) f?H:ﬁm o <C|H;-m
- Médositott szilikagél: pl.: amino, H‘-C—sli—CH. i _CH: Hy,c— S|| —CH,
ciano, diol, nitro, stb. (5-10% H St
(5-10%) o~ 0 0"\ 3
| | S| CHs
1 Si | |
AN /N /N /N

Silica Amino Diol Cyano



Szilikagel alapu allofazisok

Free Siloxane Geminal Associated Acidic silanol

silanol silanols silanols near Me*
?H o HL A °i“ TrQH OH
s g

._’,/Sr-n.._.___ S — \ "‘*-.. Met—g ‘; - Si
P = f&‘o/s'\ /,“'O/SI v \Oﬁf\
o D / o \ 0*-»
2 ci I\ -7 n” o,

~ : —
o :
. et O*--. .-*“'\S /"?

Porozus - nagy fajlagos feliilet 50-400 m?/g kozott
- fajlagos porus térfogat, 0,5 — 1,0 cm?3/g kozott
— nagy hatékonysag a nagyszamu interakcios lehetdség miatt
Konnyen eldallithato
* kiilonb6z6 szemcseméretben (1,7-10 um kozott)
e ¢s porusmérettel (6-20 nm kozott)
Mechanikailag stabil
pH>8 oldodik
A modositott szilikagél pH<2 hidrolizal
Bazikus anyagokkal erds kolcsonhatasba 1ép
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Fémion szennyezeés

e Feliileti fémionok kelatot
képeznek a minta molekulakkal
(Fe3+, A|3+)

« A feliileti fémionok aktivaljak a OH -~ag— Acidic Silanol
szilanol csoportokat, amelyek
savas, vagy bazikus
molekulakkal interakcidba
1épnek

— masodlagos retencios HOOG ~COOH 0

mechanizmus — peak tailing, It

irreverzibilis kotédes

Phthalic Acid

Si

Silica Surface

M4+

Alapszilikagélek
- nagy fémion tartalmu (I. generacios)
- kozepes fémion tartalmu (II. generacids)

- Kis fémion tartalmt (III. generacios)
44



Szilikagel allofazis
,vizerzekenysége”

Szilikagélek j6 vizmegkotd anyagok

» Kromatografias szempontbdl: a feluleten adszorbealodott viz
er0sen kotodik a szilanol csoportokhoz, dezaktivalja azokat
(kizarva a komponens hozzaféerhet6seget).

= Igen kis mennyisegu viz is jelentos mertekben dezaktivalja a
kolonnat, ezért a mozgofazisok nem tartalmazhatnak vizet,
vagy csak kontrollalt mennyiségben.

Aktivalas lehet6seégei:

— Lassabb modszer: a kolonnan egyre apolarisabb vizmentes
mozgofazisokat aramoltatunk keresztul. Gyakorlatban: el6szor
alkoholt, majd étert, azt kovetoen kloérozott szénhidrogent, vegul
hexant.

— Hatekonyabb, gyorsabb modszer: a kolonnat 150-200 fokon
tartva, szaraz, allando nitrogénarammal vizmentesitjuk.
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Polarisan modositott szilikagel
allofazisok elonyel

A mozgoédfazis nyomnyi viztartalmat nem kell kontrollalni
Gyorsabb egyensulybeallas

Gradiens elucid kivitelezhet6

Polaritas, szelektivitas széles tartomanyban valtoztathaté
Energetikailag homogénebb felulet

Kevésbé ,tailinges” csucsok, mint szilikagél esetén

Ezek a fazisok a mozgé fazis polaritasatol figgben hasznalhatdok normal- és forditott
fazisként is
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Mozgofazisok az NP-HPLC-ben

Retencio, szelektivitas

Alkanok
Klérozott szénhidrogének

Eterek

Eszterek
Alkoholok
Nitrilek
Aminok
Savak
Viz

Hexan, Heptan, |zooktan

Diklérmetan, Dikloretan,
Kloroform

Diizopropil-éter, Diizobutil-éter,
MTBE, THF, Dioxan

Metil-acetat, Etil-acetat
Etanol, Izopropanol
Acetonitril
Trietil-amin, Butil-amin
Ecetsav
Viz

Eluenserdsség, polaritas

a7



Mozgofazisok az NP-HPLC-ben Il.

« Alap oldészerek:

 Hexan, Heptan, lzooktan

« Oldhatésagot novel6 oldészerek:
* Diklérmetan, Dikloretan, Kloroform
« Maoddosité szerek (modifikatorok):

Az allofazis legaktivabb helyein kotédnek meg. A lokalizaltan k6t6do
modifikatorok er6s H-hidas kdlcsonhatassal, a nem lokalizaltan kotok
gyenge H-hidas kolcsonhatassal. Modifikatorokat akkor alkalmazunk, ha
a mérendd anyag tul erds kolcsonhatasba lép az alléfazissal.

« Az |. generacios toltetek esetén nagy fémion koncentracié marad a
toltetben, ecetsavat teszlnk az eluensbe. Az ecetsav irreverzibilisen
megkotédik a tul nagy aktivitasu helyeken.

* All. generacios tolteteknél ha a mérendd anyag bazikus,
maszkirozészerkeént pl. alifas amint alkamazunk, ami kiszoritja a
legaktivabb helyekrdl a mérendd komponenst, igy javitja a csucsalakot.
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Normal fazisu
folyadéekkromatografia

Hasznalhato semleges és ionos formaba hozhato
anyagok eseten is, de leggyakrabban semleges
anyagoknal alkalmazzak

-Ha az RP HPLC nem elég szelektiv

Ha méerendd anyag nem oldodik szerves/vizes
KOzegben (szerves kozegbdl injektalva a
csucsalak rossz lesz)

Kiralis anyagok illetve szerkezeti izomerek
elvalasztasahoz

Preparativ kromatografiaban (az oldoszer konny
elparologtathatésaga miatt)
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RetenCIO Allofazis polérisabb — polarisabb anyagok tartdédnak vissza jobban

Monoszubsztitual benzol szarmazékok elvalasztasa

G} K (a) 150x4,6 mm szilika oszlop (5um);
—SH silica column 0 _ Line ;
SoCH, 20% GHCl, o 20% kloroform-hexan; 2 ml/min
—NO; -C=N :
A Hen,
I T T T T T T T T T I T T /
0 2 4 6 8 10 12
Thner {min) 150x4,6 mm Hypersil C18 oszlop;
_OH ~NH, 50% AcN-viz; 2 ml/min
—COCH,4
~COCH ~CONH,
A . A . ;
400 800 1200
Time (min) 20
o
| —OH
1.0}
log Kk
(NPC) M
0.0F
- [y=1.6-3.4x
r’=0.76 o
-1.0 L ' !

-02 00 0.2 04 06 0.8
log k (RPC) 50



RPC
e, 5
L o)
A
\ 6
Time (mln)
RS \
1 C1 2 124M 3 C3
n7 19 ” 14
3 5
2 4 8
I_J l I | jl\ L AAI_A—IJ | | I
4 6 8 4 6 8
Time (min) Time (min) Tlme (mln)
(b) (€) (d)

(a)

C8

60 % metanol: 40

% pH=7 puffer

ciano
0,2 % iPrOH-
hexan
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Elmélet

............................................................

Mobile
> phase

—
.................. N e S R R
LT Stationary | o

b P phase A OH A

LLLSS L LS LSS \
Y(m) +2 M(s) — Ys + 2 M(m)

Retencio — kiszoritas

Kevésbé polaris anyag — gyengébb allofazis
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HO—@ > Mobile

phase
XS

__________________ J
\
Q ; >Stat|onary
f f phase
H H
of of
Y(m) A= M(S) <

Polarisabb mozgd6fazis: THF - Polarisabb analat: fenol -> er6sebb kolcsonhatas
1:1 aranyt kolcsonhatas -> lokalizalt adszorpcio



Eluenserdsség (€)

c
I — 1 U R R m—
0 0.1 02 | 03 0.4 0.5 0.6
T 1T %V CHeClr-hexane
2 46 10 50 100
[ | T T T T 7T 7V MTBE-hexane
2 461 50 100
| T T T T T 1rTm 7 THF-hexane
1 2 4610 50 100
T | T T TT 1T %ev Ethyl acetate-hexane
2 4610 50 100
T T T T T T T T T TTm %V propanol-
051 2 3510 20 50 100 xane
| [T L1 %ev MTBE-CH,Cl
10 20 50100
T T T ITTTT] %v THF-CH,Cl,
10 50 100
[TTTITTTTI %ev Ethyl acetate-CH.Cl;
10 50 100
[ I T T T TTTT ] %vpropanol
10 20 50 100

CH,CI,
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Eluenserdsség hatasa

(@)

6
20% B, ¢ = 0.31 _
83<k<5,Rs=0.1 1,2-aminonaphthalene;
2, 2,6-dimethylquinoline; 3,
. - - = — ' 2,4-dimethylquinoline; 4, 4-
0 2 4 ; _
Time (min) nltropheqol,
(b) 5, quinoline;

6, isoquinoline

40% B, ¢ =0.38
1<k<83,Rs=1.3 A: ciklohexan
B: etilacetat

0
Time (mln)

(©) 2,3,5,6: (-N=)
25% B, £ = 0.33 & 1: (NH,)
2<k<4,R,=16 4: (-NO,, -OH)

0 2 4

Time (min)
955



,,B” oldoszer mindsegenek hatasa

3 . (@) 1, 2-methoxynapthalene;
1 7 Eiig F2Clz 2, 1-nitronapthalene;
2 4,5 5 8 & an —— 3, 1,2-dimethoxynapthalene; 4,
[ . . JU\J, L WA N AL A 1,5-dinitronapthalene;
0 2 4 6 5, 1-naphthaldehyde;

6, methyl-1-naphthoate;
3.79% MTBE (b) 7, 2-naphthaldehyde;
Rs=0.8 8, 1-naphthylnitrile;
9, 1-hydroxynaphthalene;
, . 10, 1-acetylnapthalene;
8 10 11, 2- acetylnapthalene;
12, 2-hydroxynaphthalene

12

1.4% ACN ,
R.=0.3 A: hexan

Time (min)



logk

CH,Cl, vs. ACN

r°=0.72

CH,Cl, vs. MTBE

ACN vs. MTBE

r°=0.80

log k

r°=0.95

log k
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Homérséklet hatasa a szelektivitasra

100% CH,CI, mobile phase

(@)
22°C 55°C

0 2 4 6 8 0 2 4

Time (min) Time (min)

2% ACN-hexane mobile phase
(c)

22°C

N+ o

70°C 5 6

I ) 1 Ll 1 |l |l I ! ) 1 L\l 1 I T 1 1 I 1 !

T
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6
Time (min) Time (min)

(b)

(d)
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All6fazis mindségébdl adodo szelektivitas

(a) 2 Cyano column
5
1 8 =
4 /16
7
Fad
’ T T
0 1 2 3
Time (min)
(b) 5 3 Diol column
1 4 5 6
}\ 7
| T T T //l T T T
0 2 4 10 12
Time (min) Time (min)
(€) 3 2 Amino column
1 J\ 40 5 6
7
| W
0 2 4 14 16
Time (min) Time (min)
(d) 2 Silica column (estimate)
1 3 5
T 6
|
1 10 102 108 104 10° 108 107

Time (min)

1, chrysene;

2, perylene;

3, 1-nitronaphthalene;
4, 1-cyanonaphthalene;
5, 2-acetonaphthalene;
6, naphthalene-2,7-
dimethylcarboxylate;
7, benzyl alcohol

Eluens: hexan
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Izomerek elvalasztasa

(@)

yw@—wa
" g g
I | |
E T ITIE ST T T4
(c)
"
HN—<C___ > —CH,
g % "
] l 1
L LIS A S ALAL AL LS TLST
(e)
N CHQ
C=C c
CH,8  OCH, H”

H ;|
o o

(b)

N>
fCHa

H H
7

5 p
i L7
LIS ALLSLLI LIS
(d)
CHa
H2
L H H
o g
l | |
S TLITLILL LIS LLLL LA
(@)
A He H
“OCH, N

H H o H
| | S T 7
JTITTT77777 77777777777 STLTTTZTTTT
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Problémak a normal fazisa HPLC-ben

Ismételhetdség: retencios 1dok valtozhatnak a napok kozott, vagy akar napon beliil is. (ha a labor
levegOjének paratartalma valtozik)

o/o H20—>

10

10

0.05 0.10 0.15

0 50 100 0 0.05 0.10 0.15 0.20
%-water saturation % MeOH

Benzanilid retencids tényezdjének valtozasa szilika oszlopon diklormetan eluenssel

Megoldas: viztartalom kontrollalasa (vizmentes és vizzel telitett olddszerek keverésével)
kis mennyiségii, nagyon polaris oldoszer adagolasa
paratartalom kontrollalasa, oldoszerek kozvetlen adagolasa az eluenstartalyba) 61



Problémak a normal fazisa HPLC-ben

Oldoszer ,,szételegyedes”

A feliileten az erdsebb oldoszer er0sebben kotddik, leszoritja a gyengébbet. Ezért lassu
az egyensulybeallas ideje.

Megoldasa: izokratikus médszer, illetve az g,-ban 0,5-nél kisebb kiilonbség esetén nem
okoz nagy problémat

Tailinges csucsok
valosziniileg a lassabb diffuzid okozza, heterogén kotohelyeloszlas
megoldas: type B szilka alkalmazasa -> nagyobb N, jobb csucsalak
(preparativ elvalasztasoknal megfeleld a type A is, ami sokkal olcsobb)
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Forditott fazisu kromatografia
(RP-HPLC)

= Forditott: a korabban
kidogozott ,normal®-hoz
kepest

= A mozgo fazis
polarisabb, mint az
allofazis

= Aleggyakrabban H /\t

hasznalt modszer — L
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Allofazisok az RP-HPLC-ben |I.

« Modositott szilikagel alléfazisok

Predominantly Aqueous Mobile Phase

Androsterone
(Analyte)
C18
CS8 Nem polaris
Hidrofbicitas anyagok
C4 csokken Vvisszatartasa
ciano b g0
0
fenil /‘S‘,\
amino
C8 Bonded Phase
Silica Support (Particulate)
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Modositott szilikagel allofazisok
- pH probléma

Szilikagél a kovasav polimerje -> lugban feloldodik
Altalaban pH=8-ig hasznalhatoé a szilikagél alléfazis, de a jol utdszilanizalt,
nagy fellleti boritottsagu tolteteknél akar pH=10 is lehet

Alacsony pH-n az alkillancot tartd kotés (Si-O-R) hidrolizis sebessége n6
meg

Altalaban pH=2 felett hasznalhato, de ha sikeriil stabilizalni a kdtést, pH=1-
ig is le lehet menni

Fontos, hogy az oszlopot a leirasaban megadott pH tartomanyon belul
hasznaljuk csak!!!!
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Allofazisok az RP-HPLC-ben II.

Szerves polimer alapu toltetek

Sztirol — divinil-benzol kopolimerek (létezik C18-as
modositott valtozata is)

pH-nak nincs szerepe (pH=9 felett is hasznalhatok)
Nyomasnak kevesbe allnak ellen

ElGallitas soran mikroporusok is keletkeznek ->
zOnaszelesedes

20-100% szerves oldoszer kell legyen a mozgofazis,

mert a nagy viztartalom nem nedvesiti

Problémat jelet az olddszer-kompatibilitas (klorozott
szénhidrogéenek duzzasztjak -> 0sszeroppan)

Draga (Iényegesen dragabb, mint a szilikagel)

66



Allofazisok az RP-HPLC-ben IlI.

« Aktiv szén allofazis:

» Nem birja a nyomast
» FellUlete tele van funkcids csoportokkal, eltérd aktivitasu helyekkel
» Mikroporusos
» Adszorpcios izotermaja nemlinearis
Nyomasallé grafit elallitasa (nagy
hémérsékleten)

Porozus grafit alléfazis (PGC):

®  Széles pH tartomanyban stabil

= Leghidrofébabb (legapolarisabb) alléfazis

=  Sztereospecifikus — adszorpci6 fugg a molekula geometriajatol

»  Fehérjével modositott toltettel enantiomerek is elvalaszthatok

» Inert minden eluenssel szemben, hasznalhaté normal és forditott fazisu mozgofazissal is
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Allofazisok az RP-HPLC-ben IV.

« Aluminium-oxid allofazisok

= Polaris

» Kapszulazott toltetek (polimerfilmmel, pl.: butadiénnel vonjak be)
» pH= 12-nél oldddik csak fel

- Egyéb allofazisok
e Cirkdnium- és titan-oxidok
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Mozgofazisok az RP-HPLC-ben
Altalanos kovetelmények

Tisztasagi kovetelmény

Jo UV ateresztbképesseg (UV cut-off)

Kis viszkozitas

A minta komponenseinek jol kell oldédniuk a mozgofazisban
Nem tartalmazhat szilard anyagot

Kis toxicitas

Nem tartalmazhat oldott gazokat (gazmentesités)

Modszerspecifikus kovetelmény: polarisabb legyen, mint az
alléfazis
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Mozgofazisok az RP-HPLC-ben

Altalanos kovetelményeknek a viz megfelel, hiszen kis viszkozitasu, 190 nm
felett nem nyel el.

A szerves vegyuletek nagy részét azonban nem oldja, ezért szikség van
szerves oldoszerekre:

Etanol, 2-propanol: nagy a viszkozitasuk -> ritkan hasznalatosak
Dioxan: polaris, de reaktiv €és mérgezd -> hasznalata nem jelent6s

THF: allas kozben peroxidosodik (stabilizalészert adnak hozza, ez azonban
rontja az UV cut-off értéket) -> csak akkor hasznaljak, ha
szelektivitasnovelés érhet6 el vele

Leggyakrabban tehat acetonitrilt és metanolt hasznalnak, ezek kis
viszkozitasa, megfeleld tisztasaga miatt
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Eluenserosseg

« Tekintsink egy tokéletes boritott fellletl, nagy slrliségi alloéfazist!
llyen korulmények kozott csak diszperzios kdlcsonhatas Iéphet fel
az allofazis és a vizsgalt molekula kozott. llyen koralmények k6zo6zz
az alabbi eluotrép sor irhaté fel:

eluenserés—

» viz < metanol < acetonitril <etanol < 2-propanol < tetrahidrofuran

—elektivités
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1,2

28% THF
1,2
J‘A 44% MeOH
,LJ AJ A
12
‘m M [J A; 35% MeCN
A A- Time (mins)
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BP

DPP
N

65% MeOH
p \ 7 mi phosphate
‘ At A
|
\
p BP 50% MeCN

|

A DPPN 7 mM phosphate
L’ ¥

II ‘

UL

BP

A
DPPEN  a00 THF

7 mi phosphate
Al

()

U= Uracil

P = Propranolol

BP = Butylparahen
DPP = Dipropylpthalate
N = Naphthalene

Ac = Acenapthene

A = Amitriptyline

0

§

10 15 20 25 30 35 40

4'5 Time {ming)
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50

-100 -

300 -

250

150

100

Oldoszer tisztasag

Vodka baseline

Ethanol baseline

/\ Vodka

-50 -

= j\ Ethanol

] | ] I I I I ] I
6 8

10

I I

[ ] I |

12

14
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Pufferek hasznalata

lonos és konnyen ionizalhaté anyagok vizsgalata esetén
elengedhetetlen a pH kontroll

A pufferekkel szemben tamasztott altalanos
kovetelmenyek:

Alacsony hullamhosszu UV cut-off

Adott méreési korulmények kozott nagy pufferkapacitas
Szilardanyag mentesseég (szlres)

Tisztasag

Kompatibilitas: nagy szerves olddszerhanyadnal ne
valjon Ki
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PH szerepe az RP-HPLC-ben

HA =2 A" +H B+H,0 = HB* +0H
g o B 1A]  [0H-)[HB*)
“ [H4] T]

pK, = —log,,K, pK, = —log oKy

« Gyenge bazis egyensulyban van a konjugalt savval,
megegyezes szerint gyenge bazisok jellemzésére a konjugalt
sav pK, ertekét hasznaljuk (ugyanugy, ahogy pH-t
hasznalunk, és nem pOH-t).

* Minél erésebb a sav, annal kisebb a pK, értéke.

« Minél erésebb a bazis, annal nagyobb a pK, értéke.
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Nehany vegyulet pK, erteke

)
Y &y § O

lbuprofen pK, 4.9 Aspirinp K, 3.5 Diazepam pK, 3.3 Amphetamine p K; 9.8
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Funkcios csoportok pK, ertekel

Funkcios csoport pK, ertek (H,0)

Karbonsavak 0,65-4,76
Alkoholok 8,4-24,0
Aminok 4,7-38
Amidok 18,2-26,6*
Imidek 8,30-17,9*
Szénhidrogének 15-53
Eszterek 11-24,5
Ketonok 7,7-32,4*
Eterek 22,85-49

*: DMSO-ban
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Pufferek pK, ertekel

Puffer

Foszfat

Acetat

Citrat

Karbonat

Formiat

Ammonium
bikarbonat

Borat

2,1
7,2
12,3
4,8

3,1
4,7
5,4

6,1
10,3

3,8
7,6

9,3

pH UV cut off
taromany (nm)
1,1-3,1

6,2-8,2 < 200
11,3-13,3

3,8-5,8 210 (10 mM)

21-4.1
3.7-5.7 230
4.4-6.4

51-7.1

9.3-11.0 s 200

2,8-4,8 210 (10 mM)
6,6-8,6 230

8,3-10,3 N/A
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Vegyuletek csoportba sorolasa
kromatografias szempontbol

— Kromatografias szempontbdl semleges vegyuletek
— Savas jellegl funkcids csoportot tartalmazo vegyuletek
— Bazikus funkcids csoportot tartalmazoé vegyuletek

— lonos vagy ionizalhat6 vegyuletek (forditott fazisu ionpar
kromatografia)

A csoportositas vezeérld elve, hogy a mozgofazis pH-janak
valtoztatasaval megvaltozik-e a vegyuletek molekularis formaja. Ha
ez bekovetkezik, pH kontrollra van szukseg.

lllll

csoportok molekularis formait is allando ertéken kell tartani.
Lehetséges tehat olyan eset, hogy a vegyulet molekularis allapota pH

lllll



Kromatografias szempontbol
semleges vegyuletek

pH valtozas esetén nem valtoztatjak meg molekularis allapotukat.

Mozgodfazis oldalrol nem szukséges pH kontroll

Az alléfazissal valo kdlcsonhatas szempontjabdl két részre
oszthatjuk ezt a csoportot:

— Olyan vegyuletek, amelyek csak diszperzids kdlcsOnhatast
tudnak kialakitani az alléfazissal (alkil csoportokkal

— Azon vegyuletek, melyek a szilanol csoportokkal is
kolcsonhatasba lepnek

Az els6 esetben a forditott fazisu toltet apolaritasa a dontd, az
alléfazis hidrofobicitasa (apolaris feltlet), a masodik esetben a
szilanol csoportok polaris kdlcsonhatasra val6 hajlama (polaris
felllet) is meghatarozza az elvalasztast
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1. a. csoport

Mindazon szerves vegyuletek, melyek szénbdl, hidrogenbdl és
kovalens kotési halogénbdl épulnek fel. A szén — halogén kotés
minden esetben polarizalt, viszont a halogenatom bevitele a
molekulaba annak lipofil jellegét jelentés mértékben noveli.
Kromatografias szempontbdl ez a hatas érvényesul kozvetlenul. A
szen — halogen atom polarizaciojabol eredé tolteseltolodas hatasa a
forditott fazisu kromatografias kortulmények kozaott elhanyagolhaté. A
visszatartast az apolaris felulettel valé kdlcsonhatas szabja meg.

— Aromas és alifas szénhidrogének (folyadékkromatografias
szempontbol kiemeltek a tobb gylrisek)

— Policiklusos aromas szénhidrogenek (PAH-0k)
— Halogénezett aromas és alifas szénhidrogének
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1. b. csoport

Minden esetben tartalmaznak polaris csoportot vagy csoportokat.
Ezek a csoportok vagy H-hidas kotest alakitanak ki az allofazis
szilanol csoportjaival, vagy dipol-dipdl kolcsonhatasba lépnek
azokkal. Ezekez a kolcsOnhatasokat egyuttesen polariskéent adjuk
meg a folyadékkromatografias gyakorlatban. Ezek a polaris
kolcsonhatasok energetikailag nagyobbak, mint a diszperzids, de
forditott fazisu kortlmények kozott nem szélesitik ki
elfogadhatatlanul a kromatografias csucsokat vagy teszik
aszimmetrikussa azokat. A polaris kolcsonhatast ki tudjuk hasznalni
az elvalasztas hatékonysaganak novelésére.

— Alkoholok _ :
z Azonos vaz esetén a visszatartast a csoportok H-hidas
— Eterek I . .
Aldehidek kolcsonhatasra valo hajlama szabja meg. Az alkoholok
B ehiae nagyobb erdsséglt tudnak kialakitani, mint az oxo-vegyiiletek,
— Ketonok

e ¢s ha ez a kolcsonhatas lesz a dominans a visszatartasnal,
— Nitrilek akkor a retenciojuk is nagyobb lesz.
— Nitro-vegyuletek

— Azo vegyuletek
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Savas jellegu funkcids csoportot

tartalmazo vegyuletek

pH-tdl fuggben két molekularis allapotban lehetnek jelen, s ezeknek
a mozgofazisban valo oldhatésaga eltéré. Ebbél kovetkezik, hogy
ha pH kontroll nélkul prébalnank meérni, és a korulmenyek valami
miatt megvaltoznak, akkor a molekularis formak aranya is valtozni
fog, ami pedig a visszatartasi tényez definicidjanak megfelel6en a
retencié megvaltozasat eredmeényezi.

A pH kontroll célja biztositani a mozgofazisban a molekularis formak
aranyanak allandésagat, illetve azt, hogy vagy csak az egyik vagy
masik forma legyen jelen.

A fentiek igazak a bazikus funkcids csoportot tartalmazo
vegyuletekre is.
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Savas ve ulet: retencios
’ltjenyez fuggése RP-HPLC-
en

Nem ionos forma 1. ApH < pKa-2 érteknel
lonizalt molekularis ,
(apolarisabb forma savasabb tartomanyban a
forma) s : : 4
(polérisabb) vegyilet 1onvisszaszoritott

o formaban van jelen, a
4 C—OH | o kolcsonhatasi formak szama
©/ - - ©/L + kevés €s kis erdsségli, keskeny

K csucs, nagy a visszatartas,
robusztus a modszer. Ebben az
allapotban a savas csoport csak
H-hidas kotést alakit ki a
szilanol csoporttal. Ez a
kolcsonhatas forditott fazisa
korilmények kozott gyenge €s

pKa oH @ tovabbiakban kihasznalhato

az elvalasztas optimalizalasangd




A

Savas ve ulet retencios
fuggése RP-HPLC-

tenyezo

ben

Kk

Nem ionos forma

(apolarisabb

forma)

O
[l

©/C—OH

lonizalt molekularis

forma

(polarisabb)

pKa

2. A pH > pKa+2 értéknél lugosabb
tartomanyban a molekula ionos formaban
van, a kolcsonhatasi formak szama kicsi, jo a
csucsalak, kicsi a visszatartas, robusztus a
modszer. Kérdeés, hogy a k > 1 kritérium
teljesiil-e. A szilikagel alapu all6fazisoknal a
masik korlat a kolonna fels6 megengedett
pH-ja. A gyakorlatban kevéssé hasznalt
tartomany

3. ApH = pKa+/-2 tartomanyban a molekula
mindkét formdja jelen van, a vissztartas attol
fiigg, milyen a két forma ardnya. Tobb
kolcsonhatési forma is szerepet jatszik, a
csucs széles. Nem robusztus a modszer,
hiszen kis pH valtozas esetén a két
molekulaforma ardnyanak megvaltozasa

miatt jelentds retenciovaltozas kovetkezhet
be. 86



Savas vegyulet

pK values lonized and non-ionized forms

OH

0 0 0 0
Homovanillic Acid Equilibrium
OH 0" 0 o
0 \0 \0 \0
0 0 0 OH OH OH o
pK.=3.74 pK_=9.95
—_— -~ v V
\0 \0 '\0
OH o

OH

Concentration (%)

01 2 3 456 7 8 9111121314
pH
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Bazikus vegyulet: retencios
tenyezO pH fuggese

lon visszaszoritott
lonizalt forma forma

polarisabb forma (szabad
1 bazis,apolarisabb)

NH,
-< > @
: NH,+

v

pH < pKa-2 : ionos forma,
kisebb visszatartas.
Kolcsonhatasi lehetdségek
szama kicsi, szimmetrikus
csucs

pH > pKa+2 :
lonvisszaszoritott forma, ez
az apolarisabb, nagyobb
visszatartas

pH = pKa+/-2 : a molekula
mindkét forméja jelen van
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Bazikus vegyulet

pK values

OH
\/k/"
0. N
0 \(
Atenolol Equilibrium J\/@
HN
>— >— >* lonized and non-ionized forms

HN HN

HN OH oH 0
H; H H
) 5 ”\)\/'f\( 5 ”\)\/"\( 5 ”\)\/"\(
OH OH 0
pK'a =9.67 pKa =14.08 N HN HN
o 0 \

— e ——
B aa—— B E— v
100
90
80

_=

=

Q::

-

=

=

Concentration (%)

w
S

01 2 3 45 6 7 8 9111121314
pH
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Bazikus anyagok - ionelnyomas

Protonalt bazisok gyakran nagy retencioval rendelkeznek, és
elnyuld csucsot adnak.

Ennek oka a szilanol-csoportokkal valo kolcsonhatas.

Kikuszobolése:
— pH csokkentese
— Trietilamin (TEA) adagolasa
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Bazlkus anyagok
csucsalakjanak javitasa a pH
csokkentesevel

; NH3"
\
\ {
4 N
)
z § 1’1 \
- @ § 7 L H
Cl) ’ Hy=Gi=CH O/H ) Q/
g : ] CHy-Si-CHs ;
7\ S S ' Si
/1IN 5 0 P [
Si Si I\ SII
&h AR £
Amphetamine {7) interaction with Reduced Amphetamine (7)
o ionised surface silanols at pH 7 to iy interaction with non-ionised surface
. produce unacceptable peak tailing 17; silanols at pH 2.5 to more acceptable
20 ” i peak shape
b Nortriptyline & Diphenhydramine ” 0
100 not observed i
75 :
e ) q 10 Q
10 ..}
0 0 \_1 J\

10 1% 20

&
=
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TEA

TEA in mobile phase

A\ }Il W, ;“/_ ;
/_ ‘) &
CHy=Ei-CH, \/“k“\/
0o o
P S'
/ ,‘\ = CHJ"?I"'CHs
0 0
TEA interactswith ~~ J |
surface silanol group /| /?‘\
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,Nemvizes” forditott fazisu HPLC - NONAQUEQOUS
REVERSED-PHASE CHROMATOGRAPHY
(NARP)

(@)

« Nagyon hidrofob
komponensek esetén, b-carotene

amik nagy retencioval | ",
rendelkeznek, 100% AcN W
esetén sem elualédnak ol
(pl.: lipidek, szintetikus W
polimerek)

« Aoldészer: polarisabb “” ©
(AcN vagy metanol), B T

oldészer: kevesbeé polaris |
(THF, diklor-metan, | h 3

11

kloroform, MTBE) ‘ ,

pl.: C18 oszlop, AcN-kloroform, J“% \Mf JU__

b: standard, c: paradicsom
extraktum

0 5 10 15 min 0 5 10 15 min



Forditott fazisu ionpar kromatografia
RP-IP-HPLC

* lonos vagy konnyen
ionizalhato vegyuletek

visszatartasa RP-HPLC-ben  Silica gel
kicsi. matrix 4«@“"5

« Visszatartas novelése: 1-
100 mM ionparkepzo, Hydrophobic solid phase  [onic substance
hidrofob részt tartalmazo
ionos anyag adagolasa az
eluenshez. Az ionparképzd
megvaltoztatja az allofazis
felUletét, valamint ion-
asszociatumot képez a
meérendd molekulaval. Az
asszociatum apolarisabb

lesz, mint az eredeti .
vegyiilet. lon-pair reagent
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RP-IP-HPLC

s\ +
+ )
SO §
§ /
R
Tobb lahetséges
Do

TTITTTTITT TTITT I T
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RP-IP-HPLC, ionparkepzok

|/
F——C——C/
| e
Triflouroacetic acid
(TFA)

Tetrabutylammonium
phosphate (TBA)

Heptafluorobutyric acid
(HFTBA)

e 0

IV " e VaX

—C—C—C

|\ (\_)o Bazikus anyagokhoz

F 8

Hexanesulfonic acid

O:< 0=TPH—0H

8 |
/\@/\ \%’? Savas anyagokhoz
L X

Tetramethylammonium

Triethylammonium phosphate (TMA)
/

acetate (TEAA)
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RP-IP-HPLC, a visszatartast és

szelektivitast befolyasolo tenyezok

* F&bb folyamatok:

lonpar képz6dése az eluensben
lonparképzd adszorpcidja az allo fazis feluletén
lonparképzd és a vegyulet egyuttes adszorpcidja az allofazis fellletén

lonos formaban lévd anyagok megkotdédése az adszorbealddott
ionparkepzon

Kontrollalandé paraméterek:

szerves oldoszer mindseége, mennyisége

pH (puffer tipusa és koncentracioja)

idegen so koncentacioja

ionparképzd koncentraciodja, jellege (lanchossz, elagazé/nem elagazo,

sO vagy ionizalhato)

homeérséklet
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Tanaka teszt

Retencios tényez6(kPB) - meérése pentilbenzollal (kPB) (holtidé
meghatarozasa metanollal). Retencids tenyezo:

k:(tr_to)/to

Koriilmények: MeOH-H,O (8:2, v/v), 1,0 ml/min,
40 °C, 5 ul pentilbenzol (0,6 ug/ml) injektalasa

A pentilbenzol retencios tényezdje a feliilet nagysagarol, a feliileti boritottsagrol ad
informdaciodt. A fazis retencios tulajdonsagairol ad felvilagositast forditott fazisu modban.
Nagyobb kPB értek azt jelenti, hogy az oszlop hidrofobabb, igy a hidrofob anyagokat
jobban visszatartja. A fenil modositott allofazisnal azonban, ami kevésbé hidrofob nagyobb
kPB érteket kapunk a m — m kdlcsonhatasok miatt.



Tanaka teszt 2.

Hidrofob szeltivitas ac,, - pentilbenzol es
butilbenzol retencios tenyez6jének hanyadosa. Az
oszlop azon tulajdonsagat jellemzi, hogy hogyan
tud elvalasztani ket anyaqot amik csak egy metil-
csoportban kulonbo . () )

\/\,L P
Ocp, = KPB / kBB

Alak szelektivitas ag - Az oszlop azon
tulajdonsagat jellemzi, hogy hogyan tud
elvalasztani egy planaris anyagot (trlfenllen) es
egy nagyobb térbel klterjq"“u anyag- f\
GT/O — k / k }Jf\

| ]

|
2N \Z
N N\



Tanaka teszt 3.

Hidrogén kotes kapacitas o - Koffein és fenol
retencios tenyezojenek hanyadosa. Az oszlop
hidrogen kotés kialakitasi kepesseget ina le.

GC/P — k / k ||.' []] i
l1l 3 I
.”. fll

Total ioncsere kapacitas ag,, pH7,6 — Benzilamin
(pKa:9,33) és fenol (pKa:9 55) retencios
tenyeZOJenek hanyadosa, az oszlop szilanol-
aktivitasaval van osszefuggésben. 5

Ogp = Kg / kp (PH 7,6) @ANHZ



Tanaka teszt 4.

« Savas ioncsere kapacitas og,p pH2,7 —
Benzilamin (pKa:9,33) és fenol (pKa:9,95)
retencios tenyezojenek hanyadosa. Ezen
a pH-n a feluleti szilanol csoportok nem-
lonizalt formaban vannak jelen, csak a
legsavasabb csoportok vannak ionizalt
formaban. Ha nagy az ertek, arra utal,
hogy vannak jelen erO0sen savas szilanol
csoportok -> rossz csucsalak

* Ogp = Kg / kp (PH 2,7)



Kulonboz6 C18-as oszlopok
osszehasonlitasa
H: hidrofobicitas
S: szterikus vagy alak effektus
A:. ,Hydrogen Bond Acidity” (Nagy A étéki

kolonnak hasznalhatok 100% vizes
eluenssel)

B: ,Hydrogen Bond Basicity”
C (2,8): Szilanol ionizacié pH=2,8-nal
C (7). Szilanol ionizacio pH=7-nél




Kulonboz6 C18-as oszlopok
osszehasonlitasa

Manuf
acture Zorbax
;

H/10
0.2

Brand Eclipse

C{7.0)/10

XDB-
Style c18

H 1.077
H/10 0.1077

S 0.024

C(2.8) A

==Zorbax Eclipse XDB-C18 A '0063
=== Waters Sunfire C18 B '0033

Thermo Hypersil Gold C18 C (28) 0055

we=Pphenomenex Kinetex C18
100A

C (7.0)
‘1o 0.0088

C(7.0) 0.088

Sunfire

C18

1.031
0.1031
0.034
0.044
-0.014
-0.186

0.0099

Therm

Waters
0

Hypers
il Gold

C18

0.881
0.0881
0.002
-0.017
0.036
0.162

0.0479

Pheno
menex

Kinetex

C18
100A

0.963
0.0963
0.009
-0.137
-0.011
0.007

0.0125

-0.099 0.479 0.125



