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An object that cannot be superimposed
on its mirror image is called chiral
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Kiralitas - alapfogalma
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Kiralitas - alapfogalma
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Fenyforgatas

Feny, mint elektromagneses

elektromos

mezo
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Kapillaris elektroforézis I.
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Tapegység

Elvalasztas kiralis szelektorokkal

*Toltéssel rendelkezOk komponensek elvalasztasa

(enantiomer vagy a szelektor)

Enantiomerek kolcsonhatasa a szelektorral

kulonbozzon

*Enantiomer — szelektor komplexek mobilitasa terjen el

egymastol
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Kapillaris elektroforézis I

Alkalmazott szelektorok:
*Ciklodextrinek
*Korona eterek
*Optikailag aktiv micellak
*Makrociklusos antibiotikumok

*Fehérjek

lon par szelektorok
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Ciklodextrinek 1.
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Ciklodextrinek II.
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Sztérikus gatlas
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Kromatografias technik

‘\ [ elektrokromatografia

Kramatografias
technikak
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Harom pontos modell

Dalgliesh

Kalcsdnhatasi lehetdségek:
a- A =Hhidas
d-D=m—-m
C - C = diszperzios
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Gaz kromatografia

Gazkromatografalhatosag feltételei:

*Hostabilitas
*350-400°C elparologtathatosag

Alkalmazott allofazisok:

CD
Aminosav alapu
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Elonyok és hatranyok

El6nyok:
*Hatékony elvalasztas (N= 12 000 — 60 000)

*Gyors elvalasztas, nagy csucs- €s mintakapacitas
*MS kapcsolat

Hatranyok:

*Termikusan stabil vegyuletek elvalasztasa
*HO hatasara ne racemizalddjon a vegyulet
*Preparativ alkalmazas nem lehetséges
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Separation was achieved on a Chirasil L-Val (25 m x 0.25 mm i.d.) fused-silica capillary column with a 0.12 ym film
coating (Chrompack) with programmed temperature: increase from 80 °C (1 min hold) to 150 °C, at 5 °C/min (7 min
hold), followed by an increase to 195 °C at 7 °C/min (15 min hold). The temperatures of the injector and detector were
250 and 280 °C, respectively, and splitless injection was used with a purge time delay of 0.8 min. Helium was used as
the carrier gas at an initial inlet flow of 0.7 mL/min programmed to increase to 1.7 mL/min after 36 min
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Indirekt elvalasztas - szarmazekkepzés
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Szarmazékkeépzeésrol altal

Miert alkalmazunk szarmazékképzoket?

Erzékenység novelés (UV/VIS, FL, MS)
«Szelektivitas novelés

Megvalositas lehetoségel

*Kolonna el6tti szarmazékkepzes (pre-column derivatization)
*Kolonna utani szarmazékképzés (post column derivatization)
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Kolonna elotti szarmazek

-All6- és mozgofazis nagy variabilitasa

Novelt szelektivitas
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Kolonna utani szarmazekk

*Specialis keszulek kialakitas
Mozgofazis kompatibilitasa a szarmazéekkepzovel
*Gyors reakcio (csucsfelbontas)

*Megfelelo keverés (gyors, hatekony, zona diszperzio)

*Reprodukalhatosag
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Elvalasztas alapjai
Indirekt elvalasztas

*Szarmazekkepzes az elvalasztas elott

AR NN

Kiralis reagens  R-enantiomer

L ' A : :
Kiralis reagens S-enantiomer .
Page 26
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Elvalasztas alapjai

Indirekt elvalasztas

A szarmazekképz6 szemben tamasztott kovetelmenyek:

*Nagy optikai tisztasag (0,01%)

*A ket enantiomerrel azonos reakciésebesseggel
reagaljon

*Stabil szarmazékot keépezzen az elvalasztando
Izomerekkel

*Megfelel6 kromofort, fluorofort tartalmazzon
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Szarmazékkeéepzo csoporto

Kiralis tiolok + OPA
AR

O—CHD N HzN-R" pH =10 R
CHO HS-R'

Szarmazékolhatdo komponensek:
sAminosavak
Kiralis aminok
Amino-alkoholok

Elvalasztast befolyasolja: N-acil csoport hossza
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Direkt elvalasztas
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Elvalasztas alapjai

Direkt elvalasztas
*Mozgofazis optikailag aktiv
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All6fazis hatas!
mozgofazis - hatas allétarizs - hatas
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Elvalasztas alapjai

Direkt elvalasztas

-All6fazis optikailag aktiv

-
g

Enantiomers

Less stable
adsorbate

M

///
/// 7 ///

AW

N\
More stable

adsorbate

7 ”
I III I IS,



http://www.powerpointstyles.com/

Folyadékkromatografias allofazisok

1.) Természetes alapuak

» feherjek (BSA, avidin)

« poliszacharidok (celluloz, amiléz, keményitd,
dextran)

« oligoszacharidok (ciklodextrinek)

 antibiotikumok (vancomycin, teicoplanin)

 kis molekulatomegl molekulak (aminosavak,
alkaloidak)
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Folyadékkromatografias allofazisok

2.) Félszintetikus

* modositott oligoszacharidok,

* modositott poliszacharidok,
(poliszacharid karbamatok, észterek)

» poliszacharid szulfatok

* modositott kis molekulatomeg(
molekulak (ioncseréld szelektorok)
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Folyadéekkromatografias allofazisok

3.) Szintetikus

 szintetikus kis molekulatomeg(
molekulak

« koronaeterek
* helikalis szerkezetl polimerek
(poliakrilatok, poliakrilamidok)
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Folyadékkromatografias allofazisok

Elvalasztasi mechanizmus alapjan:
sLigandumcserés (Davankov-féle)
*Donor-akceptor, illetve Pirkle-féle (brush tipusuak)
« Zarvany komplexkepzok
*Poliszacharid alapuak
*Feherje alapuak

*Molekulalenyomat (imprinted) alapuak

*Makrociklikus molekulak =
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Direkt vs. Indirekt elvalasztas

Elonyok

*Nincs racemizacio
Validalhatésag
*Preparativ célra is
alkalmazhato

Hatrany

*Nehéz a modszer
optimalas
*Oszlopok rovid
élettartama
Draga

Indirekt elvalasztas

Elonyok

*Diasztereomerek elvalasztasa
egyszerlbb, konnyebb
optimalizalni (altalaban RP-
HPLC)

*Variabilitas

Megnovelt erzéekenyséeg
*\/altoztathato elucios sorrend,
felcserélhet6seg

Hatrany
-Osszetett matrixok vizsgalata
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Supercritical
Fluid

Pressure

Tc

Temperature

FIG. 1. Phase diagram of pure substance. TP: triple point; CP: critical point; P.: critical
pressure; and T,: critical temperature. These parameters are specific to each substance.
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Szuper/szubkritikus allapot

Paraméter gaz szuperkritikus fluid | folyadék
diffuziés
koefficiens 101 104+ 103 10>
[cm?/sec]
srlség [g/cm?3] 103 0,3+0,8 1
viszkozitas [poise]| 10+ 104+ 103 102

Folyadékhoz hasonl6 sliriség (jo oldoképesseq)
Gazhoz hasonl¢ viszkozitas(diffuzivitas, kis aramlasi ellenallas)
Diffuzivitas: gaz-folyadék kozott (hatékony anyagatadas, C-tag kisebb)
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SFC helye es jelentosége

GC LC
El6nyok: El6nyok:
- univerzalis, érzékenyen, gyors - héérzékeny vegyuletek mérése
FID detektor - ionos/nagy molekulatomegi
- Nagy kinetikai hatékonysag vegyuletek mérése
Hatranyok: Hatranyok:
- hoéérzékeny vegyuletek merese - Nincs altalanos, nagy
- ionos/nagy molekulatomegi érzékenysegu detektor
vegyuletek merese - Kisebb kinetikai hatékonysag
! !
GC-FID < > LC-egyéb

SFC
- mozgofazis jellege: gaz és folyadék
kozott

- nagy hatékonysag
- héérzékeny anyagok vi
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Hatekonysag noveles

----------------------------

UHPSFC

4
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Kromatografias koriilmeén

Mozgofazis:

*CO, (apolaris, hexanhoz hasonlo, alacsony TJ/P. ,nem
mergez6”, olcso)

*Polaris moédositok: DKM, MeOH, MeCN, iPr-OH, THF (2-25%)
*pH-kontrol: savak (TFA, hangyasav), bazisok (TEA, DEA), sOk

All6fazis:

*Polarisan modositott szilika, vagy szilika (NP-LC)
*Apolarisan modositott szilika (RP-LC, NARP-LC)
*Kiralis alléfazisok (pl. amiloz, celluloz)

Mintaoldoszer:

-Altaldban heptan + polaris modifikator
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Vizsgalhato komponense

« oldhaté a mozgofazisban
- kémiai atalakulas néelkul
« adetektalas megszabta koncentracionak megfeleléen

- Apolaris karaktert anyagok (aril, alkil, stb.), amelyek
tartalmazhatnak polaris csoportokat (-OH, -COOH, -NH,,
-CN, stb.)

- Ma mar peptidek elvalasztasra is van példa
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J. Chromatogr. A 1362 (2014) 270-277
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MRM chromatograms of 17 vitamins. 1: A acetate, 2: A palmitate, 3: D2, 4: a-Tocopherol, 5: K2, 6: K1, 7: a-Tocopherol acetate,
8: B-Carotene, 9: Nicotinamide, 10: Nicotinic acid, 11: Pyridoxine, 12: D-Pantothenic acid, 13: Biotin, 14: Thiamine, 15:
Riboflavin, 16: B12, 17: VC. Method conditions as follows; modifier: methanol/water (95/5 v/v) with 02% ammonium formate;
gradlent condition: 2% (0 5 min), 2—30% (2.0 mln) 30-85% (0.8 min), 85% (2. 1.3 min), 100~
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Mass Spec

Back Pressure Regulator 1 o Auxiliary
(Dynamic and Static) ——— |z_ ? Inject Valve
| Inject
Valve

Thermo Electric
Heat Exchanger
e

*

il p 29 1
Supply CO2 Pump Modifier Pump

Hatott pumpafej a CO, szallitasara
Injektalas k|egeSZ|to forgoszelepen kere:
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Hutott pumpafej

mixer
Integralt > |
CO, kompresszio I
‘ hs hiités
—_—
= O O

Szerves CO,

Modifier pump €0, pump

co, Szerves
Pumpa Pumpa

Modifier selection valve
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Injektalas

LC:

- nincs faziskulonbség a minta és a
mozgofazis kozott

- toltés alatt a mozgofazis nem jut a
mintahurokba (nem diffundal bele)

\
\
2

SO0

Minta betoltése (load) Injektalas (inject) SEC:
- van faziskulonbség a minta és a
mozgofazis kozott
- toltés alatt (néhany sec) a
mozgofazis bediffundalhatna a
K mintahurokba
(reprodukalhatésag csokkenése)
- Asegédszelep (1) toltés alatt
atm. nyomason tartja a 2-es
szelepet
Inktalas el6szor a 2-es, majd az
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CHIRALPAK ID

CHIRALPAK IC-3

HPLC
\
0 2 4 6 8 10 min
Hexane/2-PrOH 8020
HPLC

T T LARRAA SRS REEA ) T T T T J
PO 05 10 185 20 26 30 385 40 45 %0

MeOH 100% 1ml/min

Cl

oﬁ/‘\m
QY
o)
Benoxacor
(herbicide safener)

Q0
O

Benalaxyl
(fungicide)

SFC

—_— —
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00 02 04 08 08 10 12 14 16 18 20
CO/MeOH 946

SFC

b y

on- 08 407 48 200 28  an 35 40
CO./MeOH 90:10

CHIRALPAKID

CHIRALPAK IC-3
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Koszonom a figyelmet!
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