http://apps.usp.org/app/USPNF/columnsDB.html

USP Database
About USP approach

To find an alternative ¢ clumn for your column of interest, please select this column in the list of columns already evaluated. If your column is not listed, it means that
the data from the manufacturer has not been received yet.

Luna & p C18{2) (Phenomenex) v

Then select which parameters are more important for your ¢ hromatographic procedure:
CTF: ¥ cra: ¥ TFA: @ gD: &

The database will automatic ally display the first 10 columns that, theoretically, could be eguivalent to your column. The column with rank O is your column. The smaller
the F value more similar are the columns, at least theoretic ally.

Rank F Colummn Hy CTF CFA TFA BD USP Designation Manufacturer
0 ] Luna 5 pC18(2) 22 1.2 53 1.1 2.4 L1 Phenomenex

1 0.28 PurospherSTAR RP-18e 3 pm 21 1.2 2.7 15 33 L1 Merck KGas (EMD Millipore)
2 0.3% JAcclaim 120 C18 23 1.2 56 1.6 32 L1 Dionex

3 042 Prevail Select C18 2 1.1 - 11 32 L1 Grace/Davison

4 0.52 JSepaxHP-C18 2 1.2 6.8 1.81 33 L1 Sepax Tethnologies

5 0.52 PMonitor C18 21 1.438 .71 1.966 3.34 L1 Orochem Technologies
6 0.5% Symmetry C18 22 1.7 5.1 1.7 32 L1 Waters

T 0.61 iscovery H3 C18 2.4 1 2.4 13 3.8 L1 Supeico

a 0.72 restige C18 221 1.1594 6.61 2176 3.084 L1 Orothem Technologies
9 073 scentis C18 27 1 6.2 13 3.6 L1 Supeico




PQRI Database

About the PQRI approach

Select the column that is under evaluation in the list of columns already evaluated. If your ¢clumn is not listed, it means that the column manufacturer has not sent it
for evaluation yet.

I Luna C18(2) (Fhenomenex)

“fou have the option to see the columns that are the most similar to the column of your interest, or the columns that are the most different (for applic ations in
orthogonal methods ), by selecting “ew Different or View Similar.

You are viewing similar columns.

| iew Different I

Select the option Acids present, if there are acids present in the sample, or Bases present, if there are bases present in the sample. Select the pH of the mobile
phase. The default is from 2.8 up to 7.0. pH values cutside this range are not going to be accepted.

I Acids present: L Bases present: pH of mobile phase: |2.8 | | Update | I

The database will automatic ally display the first 10 columns that, theoretically, could be eguivalent or very diferent to/from your column, depending on the option you

melerted The ralumn with rank 0 is voor ealomn The smaller the F valie more similar are the colomns  at least thenretically. The hicher the F valiie more different

Rank F Column H 5 A B C{2.8) C{7.0) Type USSP Designation Manufacturer

0 0 Luma C18(2) 1.002 0.024 -0.124 -0.007 -0.269 -0.174 B L1 Phenomenex

1 4211 Inertsil ODS-EP 0.8 0.06 -1.52 0.05 062 -0.07 EP L&D GL Sciences
Diamond

2 41.97Q Flare C18+ 1137 -0.308 0.73 0.965 -0.507 1.178 Other )
Analytics

3 A5 27Q Microsorb-MV 100 CN 0.357 -0.241 -0.852 -0.029 0.148 0.785 CH LD Agilentarian

4 31.15] BioBasic Phenyl 0.453 -0.233 -0.671 0217 0.014 0.39 phenyl L11 Thermo/Hy persil

5 30.17) Cosmosil 5PYE 0.671 -0.271 -0.283 0.092 0.521 1.318 Other Macalai Tesque

& 20,733 apHera C18 Polymer 0.838 -0.01 -1.108 0.001 -0.554 7.511 B LET Supelco

Fi 25.450 Allure PFP Propyl 0.833 -0.265 0.051 0,348 1.109 1.659 F L43 Restek
Agilent

8 20.2 § Zorbax Bonus RP 0.654 0. 107 -1.048 0.373 -2.971 -1.103 EP LeD )
Technologies

9 28.58) Cogent UDC Cholesterol 0.625 0.227 0.528 0.069 0.745 1.212 other MicroSoh

10 kil ZirChrom-PS 0.580 -0.232 -0.477 0.062 1.75 1.75 cther ZirChrom




Miben segit a IgD — pH diagram?

Mi olvashato le a diagramrol?

e Szukséges-e pH kontrol (ha igen milyen pH-n
dolgozzunk)?

* Milyen kromatografias technikat alkalmazzunk
(RP-HPLC, HILIC)?

* Kell-e gradiens eluciot alkalmaznunk (AlgP>2)?
e Milesz a retencios sorrend?



Pallas szoftver — IgD-pH fliggvény
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Chemdesk szoftver — IgD-pH fluggveny
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Gradiens elucio
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(9) gradient
5-90% B in13 min

(k*=13)
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1-3 csucs keresztlilhalad a kolonnan k = 3 értékkel, amig a 4-14 anyag a kolonna elején
marad

A korilmények megfelel6 megvalasztasaval elérhetd, hogy a tobbi anyagis k = 3
értékkel eludlédjon -> azonos szélességl csucsok



Kilonbozo lefutasu gradiensek
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Altaldnosan hasznalt gradiensprogramok
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Izokratikus elvalasztas kiilonb6z6 erésségi eluensekkel
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Gradiens elvalasztas kilonb6z6 gradiensidbkkel
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Kiindulasi B% valtoztatasa (minta herbicidek)
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Végs6 B% valtoztatasa
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Gradienskésés valtoztatasa
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Szakaszos gradiensek
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Kétdimenzios kromatografia

A hagyomanyos egydimenzios rendszerekkel
nagyszamu komponenst tartalmazoé oldatok
analizise nehezen kivitelezhet6 koszonhetben az
egyes komponensek koelucidjanak

A 40-es években mar alkalmaztak két dimenzios
koncepciot: papirkromatografias modszert
dolgoztak ki Martin és munkatarsai aminosavak
meghatarozasara, melynek soran két kilon
elvalasztasi ciklust alkalmaztak ugy, hogy a masodik
fejlesztést az els6h6z képest 90°—ban elforgatva
hajtottak végre.

A mai technikak ugyanezt az elvet kdvetik, csak az ~ Fractions
elvalasztas nem sikban, hanem két, egymassal

megfelel6en 6sszekapcsolt folyadékkromatografias
rendszerben torténik

Ha egy elegy komponensei nem valaszthatdk el sem
LA”, sem ,,B” mddszerrel, és a két mddszer retencids
mechanizmusat tekintve meglehetésen kilonbozik
egymastol, akkor jé eséllyel megfelel6 felbontas
érhetd el, ha a két modszert kombinaljuk.

First-dimension separation

_)



On-line 2D LC

Az elvalasztds két dimenzidja
kozvetlenll 6ssze van kotve.

Az elsé oszloprol gyljtott

., , pump #1
frakciok azonnal elemzésre

kertilnek a masodik oszlopon.
Két mintavételi hurok van.

Amig az egyik hurok tartalma 1-d column

elemzésre keril, addig az elsé
oszlopbdl kifolyd oldat feltolti
a masik hurkot.

Az 0sszekoto szelep
folyamatosan oda-vissza valt,
igy minden, ami az elsé
oszlopot elhagyja elemzésre
kertl a masodik oszlopon.

pump #2

2-d column

waste

storage
loops #1 and #2

i W3S L€



On-line 2D LC

* El6nyei:

Gyors: az elsé dimenzids elvalasztds ideje alatt mindkét dimenzids elvalasztas
végbemegy, mivel a masodik dimenzién nagyon kevés id6t t6lt a minta (gyakran a
masodik dimenzids elvalasztas rovidebb egy percnél, 2-5 cm-es oszlopon torténik)

Konnyen automatizalhato: noveli a megbizhatdsagot és roviditi az analizisid6t, valamint
minimalizalja a mintaveszteséget vagy valtozast, mivel zart rendszerben folyik az elemzés

e Hatranyai:

Korlatozott idejd a masodik dimenzids analizis: a frakcidszedés ideje alatt kell elemezni a
masodik dimenzidban

Korlatozott hatékonysagu

Két kromatografias rendszer és megfelel6 szeleprendszer szikséges a mikodéséhez

A hasznalt mozgdéfazisoknak kompatibilisnek kell lennitik (1. eluens a 2. mintaolddszere)
Korlatozott mintael6készités a két dimenzid kdzott

Bonyolult a kivitelezhet8sége



Off-line 2D LC

* Az elvalasztas két dimenzidja nincs kozvetlen kapcsolatban, az elsé oszloprol
frakcioszeddvel el6re beallitott id6kozonként frakciokat gy(jtiink, melyek
tartalmat egy kés6bbi id6pontban egy masik kromatografias modszerrel
analizaljuk.

e El6nyei:

— Megvaldsitasahoz egy hagyomanyos kromatografias rendszeren kivil csak egy
frakcidszedbre van szikség

— Egyszer(en kivitelezhet6é barmilyen mintael6készités a két dimenzid kdzott

— Nincs korlatozas a masodik dimenzid idejére vonatkozdan: komplexebb mintak
vizsgalhatok

— Flexibiliesebb: a kiilonb6z6 frakcidk vizsgalhatok akar kilonb6z6 mddszerekkel is

Hatranyai:
— Gyakran hosszu id6t vesznek igénybe
— Nehezen automatizalhato, munkaigényes



Szakaszos on-line elvalasztasok

* Annyiban kulonboznek az on-line elvalasztasoktol, hogy
az els6 dimenzio addig all, mig a masodik dlmen2|os
analizis zajlik. Igy a masodlk dimenzios analizis id6re
nincs olyan mértékd korlatozas, mint az on-line
elrendezés esetén. Hatranya, hogy extra
savszelesedésre kell szamitani az els6 dimenzids
diffuzio miatt.

* Kivitelezése hasonld, mint az on-line esetben. Emelett
6 nyilasu szeleppel is 0sszekothetd a két dimenzio.

* Az analizis idejét a masodik dimenzio analizis idejeinek
0sszege adja, ugyanis a masodik dimenzids analizis
soran lehet6ség van a mintahurok feltoltésére.



Szilard fazisu extrakcio (SPE)
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SPE a gyakorlatban

Non-SPE Sample Preparation Method
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Mitdl gyors az elvalasztas?

Ahol
tr — tO (1 + k) tr — rete.nc,i,és ido
t, — holtid6

k — visszatartasi tényez6

L Ahol
L — oszlop hossza
u — linearis aramlasi sebesség

(cm/s)

t == (1+K)
U



15

te (min)

92}

Al

10

L (cm)

20

Al

30

L=5cm
hn
H 1
a 2:6 ] 7.5 10 12.56
L=25cm
2.5 3 7.5 10 125

retencids idd (perc)




Darcy egyenlet:

O pLu
Ap=—L
dp

Ahol:

@ — kolonna draml3si ellenallasa
n — mozgofazis viszkozitasa

d, — toltet szemcseatmérdje



viszkozitas [cP]

Biner oldészerelegyek vizskozitasanak
valtozasa az osszetétel fliggvényében (25°C-

on)

—O— Metanol
—— THF

—&— Acetonitril

szerves oldészer tartalom [v%]




Gyors elvalasztas megvalositasanak
lehetbségei l.

t =S (1+k)
u

1.) megoldas:
* L — csokken
*d,~3um
* d.— HPLC-s tartomany wesssss==) HPLC (400 bar)

Korlatok:
A kolonnan kivuli zonaszélesito hatasok miatt a teoretikus elméleti
tanyérszam fele — harmada érhet6 el.




Gyors elvalasztas megvalositasanak

lehetbségei ll.
t =S (1+k)
u

2.) megoldas:
*Ap—né
°d, —szub-2 um
*d.—2 mm alatt ) UHPLC (1000 — 1400 bar)



Kiralis kromatografia

* Kiralis vegyuletek —G( >_

* Enantiomerek (tikorképi parok)

e Diasztereomerek (nem tikorképi parok)



Sztereoizomerek csoportositasa

Enantiomer: az optikai forgatoképesség iranyan kivil minden fizikai és akiralis kornyezetben
minden kémiai tulajdonsagukban megegyeznek

* Diasztereomer: fizikai-kémiai tulajdonsagaik kilénboznek

enantiomers

H oH O O HQ H
— HO "'R R H H S S; OH
HO H H OH
D-erythrose L-erythrose
diastereomers diastereomers
H OH O Q HO_ H
HO ’—VR 3 H H R_, Sv‘ on
H OH HO H
D-threose L-threose

enantiomers




Kiralis kromatografia

* HPLC:
— Kozvetett meghatarozas (szarmazékképzés)
— Kozvetlen meghatarozas (kiralis allo- vagy
mozgofazis)
e GC: optikailag aktiv allofazis (valin szarmazék
vagy ciklodextrin alapu)

e Szuperkritikus illetve CEC illetve VRK kiralis
allofazisok is leteznek



e KOzvetett modszer:

(Eg+ES) + CDA, €-> E.CDA, + E.CDA,

CDA: Chiral Derivatizing Agent — ugy valasztjuk meg, hogy az
elvalasztando enantimerek egyik funkcids csoportjaval (pl. amin,
hidroxil, karboxil, stb.) reakciéba |épjen, diasztereomer part
képezve.

Hasznalhatd normal-, forditott fazisu valamint ioncserés
kromatografiaban is.

A kiralis kolonnak elterjedésével hattérbe szorult, de
nyomanalitikaban hasznaljak, kiilonésen kromofor vagy fluorofor
csoportot tartalmazo szarmazékképzdk alkalmazasaval.



El6nyok/hatranyok

- Az elvalasztas altalaban egyszeribb - A szarmazékképz6 enantiomer

- Az elucids sorrend kovetkeztethet6 tisztasaga kritikus

illetve megfordithaté - A képz6dott diasztereomerek molaris

- A detektdlas alsé hatara abszorbanciaja kilonbozhet
csokkenthet6 - A szarmazékképzés soran racemizacié

- Akiralis kolonna olcsébb |éphet fel

A maddszerfejlesztés kevésbé - A reagens feleslege és a

idGigényes melléktermékek zavard csucsként

- A szelektivitas novelhet6 jelentkezhetnek

(elbtisztitas) - Az enantiomerek visszanyerése tovabbi

mUveleteket igényel
- A szarmazékképzés idGigényes lehet



* A harompontos kotddés modellje

A szelektor és az elvalasztando vegyilet kozott akkor jon létre
stabil kapcsolat, ha az elvalasztandd molekula legalabb 3 ponton
tud kotédni (Dalgliesh, 1952). A hdrom kolcsonhatas kozdil
legalabb egynek sztereoszelektivnek kell lennie (Pirkle és
Pochapsky, 80-as évek)




e Kozvetlen meghatarozas
Kiralis mozgofazis

A mozgobfazisba bevitt optikailag aktiv adalékanyag tulajdonsagaitol fliggben
adszorbeadlddik az alléfazison, igy lehet egyszerre az allo- és a mozgoéfazis is
optikailag aktiv. Ezesetben az all6fazis-hatas nagy. Ahany allofazis, annyi eltéré
adszorpcios tulajdonsag -> valtozik az allé6fazis boritottsaga és enantiomer
szelektivitasa.

{

Gyogyszeriparban nem jellemz6 a hasznalata



Kiralis allofazisok

A kiralis szelektor kovalens kotésel kotott vagy esetleg fizikailag
erésen adszorbealva van alléfazisra (legtobbszor szilika alléfazisra)

A mozgofazis akiralis, mentes barmilyen kiralis 6sszetev6tol

Ahogy a minta keresztilhalad az oszlopon az egyes enantiomerek
ugy tartédnak vissza, hogy asszociatumokat kepeznek a kiralis
szelektorral. Igy diasztereomer komplexek képz6dnek az alléfazison

Sikeres elvalasztashoz olyan kiralis allofazisra van szlikség, ami az
egyik enentimerrel er6sebben kdlcsdonhat, mint a masikkal

Elénye, hogy a kiralis szelektor tisztasaga nem kritikus

Hatrany: draga oszlop, jellemz8en rovidebb élettartammal, mint egy
forditott fazisu; kis szelektivitas strukturalis analégokra

Hatékonysag rossz — nem is javithatd, mert a lassu kinetikabdl, és
sokszor a nemlinearis adszorpcios izotermabodl adodik



Poliszacharid alapu CSP-k

1973 Hesse és Hagel — celluloz
triacetat, hordozo nélkul ->j6
enantioszelelktivas, kapacitas, de
rossz nyomastdrés, hatékonysag
1984 Okamoto — szilika hordozora
vitte fel 20 %-ban a poliszacharid
réteget -> j6 mechanikai stabilitas,
hatékonysag

A legelterjedtebb manapsag az észter
és karbamat szarmazék

Altaldban normal fazisu
rendszerekben hasznaljak, de
|éteznek olyan valtozatok, amik
hasznalhaték RP korilmények kozt.

Polymer backbone

@)
a

o)
\o(\}//:kgd*

O )O
R. R
\O 0

Cellulose

%
o9 {f,
O\ o

o

R4 /R
N o o]

Amylose

Tradenames
a

b
c
d

Coated

Chiracel OJ
Chiracel OD
not available
Chiralpak AD

Restricted solvent
range

Name

Cellulose tris (4-
methylbenzoate)

Cellulose tris (3,5-
dimethylphenyl-
carbamate)

Cellulose tris (3,5-
dichlorophenyl-
carbamate)

Amylose tris (3,5-
dimethylphenyl-
carbamate)

Immobilized

not available
Chiralpak IB
Chiralpak IC
Chiralpak IA

Full solvent
range

Tradename

a



Bar széles korben alkalmazzak 6ket, a kiralis felismerés mechanizmusanak leirdsa nem
pontos.

3 okra vezetik vissza:
- kiralis centrumok a monoszacharidban
- konformacios kiralitasa a polimer vaznak
- kilonféle polimerlancok egymashoz viszonyitott elhelyezkedése miatt kialakulé
kiralis Gregek

Kilonféle szarmazékképzéssel a szelektivitas ndvelhetd.

ElGallitas korilményei (h6mérséklet, feloldas-ujra kicsapas) jelentésen befolydsoljak a
szelektivitast.

A mechanizmus bonyolultsaga megneheziti a mddszerfejlesztést. Javaslat:
Chiralpak AD>Chiralcel OD>Chiralcel OJ

Normal fazisban hasznaljak; hexan vagy heptan eluenssel, izopropanol vagy etanol ,,B”
mozgo fazissal



Kolonna tipusanak hatasa az elvalasztasra

Chiralpak®B Chiralpak®B Chiralcel®0OD-H
(immobilized) (immobilized) (coated)
(a) (b) (c)
hexane/CHCI;/EtOH/TFA hexane/EtOH/TEA

68/30/2/0.1 viv 90/10/0.1 viv \ “

| \ e N

Ul & ut
0. 2 & & B A0 e O 3 A B 6 UG mem 0 2 4 B & A0 mn
(d) () (f)
MtBE/EtOH/EDA hexane/EtOH/EDA
95/5/0.1 viv 70/30/0.1 viv

W N

L!\ UL /\

0 2 4 6 8 10 12 min 0 2 4 6 8 10 12 14 min 0 2 4 6 8 10 12 min

N-benzyloxycarbonyl-phenylalanine (a—c) and laudanosine (d—f)



Szintetikus polimer tipusu CSP-k

. Ha)
\\\C/CHG isotactic ne ('E’Li |
)\ polymerization \ )\_/’,’1
‘\-:-‘—"""’ "'ll'---/
(—)-sparteine or

other chiral catalyst ,
Chiralpak OT(+) or OT(-)
(Daicel/Chiral Technologies)

¥ {Hchﬁ H o
N—<
O S
Cl ,S'\‘N
EtOOC o

(S) 0™\

)
ChiraSpher , . I . T
(Merck, Darmstadt, Germany) 0 5 10 15 20 (min)

Gyengébb enantioszelektivitas, mint a természetes alapu fazisoknak, kevésbé rendezett
polimerlancaik miatt
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Protein fazisok

A kiralis komponensek szelektiv kotédése kiilonboz6 proteinekhez ismert a
biokémiabdl

Sok protein alapu CSP-t irtak le, de kereskedelmi forgalomban csak néhany tipus
kaphato.

Mindig vizes kézegben hasznaljak (vagy vizes-szerves kbzegben) -> optimalas a pH
allitasaval, puffer tipusaval, koncentracidjaval és a szerves fazis minGségével,
mennyiségével lehetséges.

Szerves fazis hozzaadasa csokkenti a retenciot. Az enantioszelektivitas n6het és
csokkenhet is, attol fliggben, hogy a hidrofdb kdlcsonhatasok csokkentése
befolyasolja-e a kiralis helyekhez valé kot6dést



Table 14.2

Important Protein-Type CSPs and Column Trade Names, with Some Characteristics of the
Protein Selectors

Protein Molecular Carbohydratelsoelectric Column Trade
Weight (kDa) (%) Point Name (Supplier)
Serum albumin
Human (HSA) 67 0 4.7 Chiral HSA (ChromTech)
Bovine (BSA) 68 0 4.7 Resolvosil BSA (Macherey
Nagel)
a1-Acid glycoprotein 44 45 2.7 Chiral AGP (ChromTech)
(AGP)
Ovomucoid (OVM) 28 17-34 4.5 Ultron ES-OVM (Shinwa
Chemical)
Cellobiohydrolase 1 60-70 6 3.6 Chiral CBH (ChromTech)
(CBH)
Avidin 66 20.5 9.5-10  Bioptic AV-1 (GL Sciences)
Pepsin 70-78 - 6.1-6.6  Ultron ES-Pepsin (Shinwa

Chemical)




CHj

R OH
O/
= N \
N
(S)
i
| | | |
0 5 10 15 min

propranolol enantiomerek elvdlasztdsa protein kolonnan (cellobiohydrolase
|; Chiral CBH I, ChromTech). Eluens: 0,01M acetate puffer, pH 5.



Ciklodextrin alapu CSP-k

HOC)2
6

o}.?g\
3 OH

o HOPNK i

a-Cyclodextrin
B-Cyclodextrin
v-Cyclodextrin

Commerclal columns:

m, number of glucose units
[OHl,

upper rim

lower rim @

[OH],
n=0,m=6
n=1,m=7
n=2,m=8

Cyclobond I (native B-CD), /I (native y-CD), and /Il (native «-CD) (from ASTEC)
Cyclobond | SP or RSP [(S)- or (RS)-2-hydroxypropylether-B-CD] (ASTEC)
Cyclobond | RN or SN [(R)-or (S)-1-(1-naphthyl)ethylcarbamate-B-CD] (ASTEC)
ChiraDex (native 3-CD) and ChiraDex Gamma (native y-CD) (from Merck)
Ultron ES-CD (native B-CD) and Ultron ES-PhCD (phenylcarbamoylated [3-CD)

(from Shinwa)



Felismerés mechanizmusa

polar-organic & reversed-phase mode
normal-phase mode (inclusion complexation)

A CD belseje blokkolva van az , o
oldészermolekulakkal, hidrofil Molekula hidrotob resze a a CD

f belsejében, hidrofil csoportok a polaris
csoportok a polaris részhez , L
e s részhez kotédnek
kot6dnek



Makrociklusos antibiotikum alapu CSP-k

Hasznalhatok RP, PO és NP mddban, de a polar/organic
maodban értek el legjobb szelektivitasokat

(a) RP Devrinol
0_‘!)4«[1»-':,)4
Bromocnl N7 Coumachlor
2 @)
] l_i”m

\
6 13 26
time (min)
&):PO Terbutahn
._ '——, l q e
-- .» =130
a=1.30
a=1.38 JA\ H
MeOH/AcOH/ MeOH/ MeOH/TFA/
TEA NH,AcO NH,OH
(c) NP N

0 15 30
time (min)

(a)

Ristocatin A




Kiralis koronaéter tipusu CSP-k

B N\ o

w0 ; H
silica ‘,F—Ojsn\/\/N\/

V_ 0 HOOC
4%

Crownpak CR ChiroSil RCA

Els6sorban primer aminok elvalasztasahoz (aminosavak, aminosav-észterek, amino alkoholok)
Vizes kozegben pH=1-3,5, a teljes protonalddashoz



Mechanizmus: a kiralis ammaonium ionok meg tudnak kotédni 3 H kotéssel a
koronaéter 3 oxigén atomjahoz. Az enantioszelektivias sztérikus okokra vezethet6

Vissza

Q.00 O O
N [57 \ 1/
Si Si
NH HN _O
o)
HOOC 0O -‘ o/
;\/N'ON; COOH
| H E
H\-:N-_______H



Donor-akceptor tipusu CSP-k

(a) 2

[ ~
0 =
Alapja: kiralis, kis molekulatomegi OzNMN O hic CH,
szelektorok, amik semlegesek, l\r/) H HN\/\/'Si\O
szintetikusak és NP mdédban NO,
hasznalatosak. DNBPG

WHELK-O 1

93

H HN \[(\/\/\/)

Hsc '

ULMO HsC~ O



Kiralis ioncserélok

CHIRALPAK® QN-AX: (8S,9R)
CHIRALPAK® QD-AX: (8R.9S)

lonizalhato szelektorok- ionos
kdlcsonhatas a szelektor és analat
kozott.

A szelektor nagy enantioszelektivitassal
rendelkezik.

(S)

L

T

0 4 8 12

CHIRALPAK® QN-AX

Quinine-derived

(@)
3.)\N *~COOH
|
H
|
(S)
min 0 4

12 min

CHIRALPAK® QD-AX

Quinidine-derived



Kiralis ligandum cserélo CSP-k

(a) (S, S) (R, S)
X
Polystyrene support Polystyrene-support

Prolin immobilizalasa polisztirol vazra 1960 Davankov
Ma mar kevésbé hasznalatos



Molekularis lenyomatu polimerek

7
Onrendezédé 4 Polimerizacio : i6
hy, Onrendezédés Templat extrakcid
| — S Em—
-

Templat bekotddés

Molekularis lenyomatot
tartalmazd polimer

" Templat %" Funkcionalis monomerek

N-acetil-Phe-Trp-OMe LL és
DD enantiomerjeinek elvalsztasa
az LL izomerre imprintelt oszlopon

o 20 40 60 80

time/min




Dand L-PA atcjpj =1

9/L0,25
0,2 1
0,15 - a=1.3
0,1
0,05 - {\
0 T 1 d T T 1
0 2 4 6 8 10
min

9/L 0,025 -
0,02 -
0,015
0,01 -
0,005 -

D and L-PA at ¢j,; = 0.1
a=2.1

AN

0
0

5 10 15 20
min

Racém elegy kromatogramja kulonb6zd 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

Licm) d {cm) Licm) dicm) e

5 (.46 13 0.2 [
10 (.46 10 0.3 .82
20 (.46 13 0,46 213




Meéretkizarasos kromatografia

Size Exclusion
Chromatography (SEC)

A molekulakat nagy
porusatmérgjd tolteteken
méretlk szerint valasztjuk szét

Nagy molekuak kizarédnak —
kisebb méretl molekulak
méretuktdl fuggd ideig
tartozkodnak a porusokban

All6fazis: inaktiv, nem alakit ki
kolcsbnhatast az elvalasztando
molekulakkal az adott
eluensben




Meéretkizarasos kromatografia
alkalmazasi teruletei

= Nagy molekulasulyud molekulak, polimer adalékok, lagyitok vizsgalata
= Biopolimerek, peptidek, enzimek elvalasztasa
=  Molekulatomeg-eloszlas, atlag molekulatomeg meghatarozasa

high
Absorhance malecular
weight

fi

I

sample |.
inection |.
volume | . _ \ vl velume ¥,
|, intermediate

fofal column volume V)
i molecular weight ||

equilibration | _ i |

Column Yalumes (ovl




HILIC (Hydrophilic Interaction
Chromatography)

All6fazis: poldris
(szilkagél vagy
polarisan moédositott
szilikagél
Mozgofazis: vizes —
szerves (tipikusan:
30%:70%)

A polaritasviszonyok
miatt ,,forditott
forditott fazisu
kromatografianak” is
hivjak
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HIL

HN, 0 HO
f Ho
T
R—?i-R R—S—R R—Si-R
0 0 é

0 O

1, Amide 2, Diol 3, Mixed Mode
Anion exchange

|IC allofazisok

HO HC
OH
0 OH
WY
0 OH
i
?\/0
. 4
B
HiC=N=CHy
R=8i~R R—?I-R R—?i—R R—-Ti-R R—?i—R
é 0 0 0
4, Mixed Mode 5, Mixed Mode 6, Mixed Mode 7. Mixed Mode 8, Zwitterlonic - Short

Cation Exchange Polar Anion exchange(B)  Cation exchange (B)  Hydrophabic Chain



Puffervalasztas a HILIC-ben

A nagy szerves olddszer-tartalom miatt a
puffervalasztas kritikus. A szervetlen pufferek
a nagy szerves oldoszertartalmu
mozgofazisokban nem oldddnak.

Hasznalatos pufferek:

Ammaonium-acetat - ecetsav
Ammonium-formiat — hangyasav
Ammonium-citrat — citromsav
TRIS — TRIS HCI



Minta oldoszerosszetétételének
hatasa

Water concentration in
1000 - sample solution
— 40
24%
800 - 4%
1 —_ 340
600 -
AN
400 -
200 -
M
0 ] ] ] L)
0 2 4 6 8
Retention Time (min)




Injektalt térfogat hatasa

W ater concentration in
125 sample solution: 84 %
100 uL
100 - —10uL
75 -
50 -
25 —k,./\ /\
0 L) T 1 ) 1
0 2 4 6 8 10
Retention Time (min)




