Mitdl gyors az elvalasztas?

Ahol
k ) tr — retencios id6

k — visszatartasi tényez6

Ahol
L — oszlop hossza
u — linearis draml3si sebesség (cm/s)
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Darcy egyenlet:
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dp

Ahol:

QD — kolonna aramlasi ellenallasa
N — mozgofazis viszkozitasa

d, — toltet szemcseatmergje
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Hatékonysagot csokkentd tényezok I.

1. ) H6gradiens

Tec > Tw
Tos. 0w nc < Nw

: >

Tc , N

L4

Ty, M

- T, <To
\ To., Mo




Gyors elvalasztas megvalositasanak lehetbségei |.

t, = £(1+k)
u

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

Korlatok:
A kolonnan kivili zonaszélesitd hatasok miatt a teoretikus elméleti tanyérszam fele — harmada
érhetd el.

RS:I—\/VO‘_1 k
4 o



Gyors elvalasztas megvalositasanak lehetdségei |l.

t, = £(1+k)
u

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



Mit varunk készulék oldalrol?

* Oszlopon kivili zonaszélesitd hatasok

 Gradiens késés

e Adagolhatd minta mennyisége



Oszlopon kivuli zénaszélesitd hatasok
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Response

Response

Mit jelent ez a gyakorlatban?
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kolonna hossza: 5 cm; szemcsméret:

Mit tehetlnk:

* Csokkentjiuk az 6sszekotd vezetékek hosszat és atmérgjét
* Csokkentjuk a detektor cella térfogatat
* Optimalizaljuk az injektalas maédjat

1,8 um; készulék: Acquity UPLC



Gradiens elucio

Kisnyomasu gradiens (dinamikus kever6):

* a mozgofazis 0sszetevGk a nagynyomasu szivattyu el6tt keverednek

e késleltetési térfogat:
nagynyomasu szivattyu+kever6+mintahurok+osszekoté vezeték

Nagynyomasu gradiens (statikus kevero):

* a mozgofazis osszetevOket a nagynyomasu szivattyu utan az adagolo el6tt keverjik dssze
e késleltetési térfogat:
kever6+mintahurok+06sszekotd vezeték



Gradiens elucio

Gradiens késés HPLC esetén

* Nagynyomasu kever6 rendszereknél: 0,5 -2 ml
 Kisnyomasu keverd rendszereknél: 1 —5 ml

Gradiens késés UHPLC esetén
*0,08-0,5 ml

Gradiens késés meghatarozhato:
 ,A” mozgoéfazis: MeOH
* ,B” mozgofazis: MeOH + aceton
* Mérési hullamhossz: 250 nm

* Gradiens program: t (min) A7 (%)
0 100
10 0
5 0

»B” (%)
0

100
100



Gradiens elucio

E%

ldd [perc]

Modszer transzfer:

* A kisebb gradiens késési készulék esetén izokratikus szakasz iktathato be
* A nagyobb gradiens késési készuléknél nem az elejétdl indithatjuk a gradienst



Adagolhatd minta mennyisége

Minta olddszer: azonos v. gyengébb oOsszetétel, mint a mozgofazis
(molekularis forma azonos a mintaolddszerben és a mozgofazisban!)

Adagolhaté minta mennyisége:

— Hagyomanyos HPLC-ben: 5 — 20 pl
— Gyors elvalasztasoknal (kis kolonna hossz): max. 5 ul



Osszehasonlitas

Paraméter HPLC UHPLC
Szemcseatméré (um) 3-10 1-2
Kolonnahossz (cm) 10 (5) -25 2-10
Kolonnaatméré (mm) 3-8 1-3
Nagynyomasu szivattyu (bar) max. 400 1000-1400
Tipikus térfogataramlasi sebesség (ml/perc) 0,1-10 0,01-2
Adagolhaté mintatérfogat (ul) 5-200 0,1-5
Osszekodtd vezeték térfogata (ul) 50-250 5-10
Osszekodtd vezeték atmérdje (mm) 0,254 0,05-0,1
UV-VIS detektor mérécella térfogata (pl) 5-10 0,1-1
UV-VIS detektor adatgydjtési frekvenciaja (Herz) 10-20 20-100
Gradiens elucional a keverési térfogat (ml) 0,5-2 0,05-0,2
Oszlopon kivili variancia (pul2) 40-200 1-25




Teljesen porodzus kis szemcseatmérodju toltetek




Héjszerkezetl toltetek

» A gyors analizis alapja az, hogy a csokkentett diffuzids uthossz miatt kisebb a
zonaszélesedés (gyorsabb az anyagatadas).

» Nincs extrém nagy nyomas! (~3 um szemcseatmeérd)

» Halo, Ascentis:




Héjszerkezet( toltetek

El6nyok:

e Vékony porozus héjnak koszonhetben a szemcsén belili anyagatadas
gyorsabb = fehérje analitika

e Kis szemcseméret eloszlas

* GObos fellilet egyenletesebb toltet agyat eredményez
 Mag héatadasa jobb, mint a teljesen porozus tolteteke
Hatrany:

* Terhelhet6ség
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# Kinetex 1.3 um
< Kinetex 1.7 um
— Kinetex 2.6 um

= Kinetex 5 um

u (cm/sec)




Monolit toltetek

» A gyors analizis alapja a csokkent dramlasi ellenallds

Elsé generacios monolit Masodik generaciés monolit

» A hatékonysaguk hasonld az 5 um szemcsedtmérdjd toltetekkel kisebb nyomasesés
mellett!



Monolit toltetek
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Monolit toltetek

» Maximalis nyomdas 200 bar — 6-9 ml/perc dramlasi sebesség
» Térfogati és tomeg tulterhelés nincs

» Térfogataramlasi sebesség gradiens

» Szilikagél monolitok

» Szerves polimer alapu (polimetakrilat, poliakrilamid, polisztirol-divinilbenzol)
monolitok = fehérje analitika



F =1 mL/perc F =5 mbL/perc
p =17 bar p = 85 bar

F =9 mL/perc
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Modszeratvitel HPLC-r6l UHPLC-re

Gyartoi szoftverek segitségevel vagy...

Térfogati aramlasi sebesseg:

2 2
F, = dzz*FI: (2,1 mm )z*lml /| perc = 0,2ml | perc
7 (4,6 mm )
Gradiens idé:
Lo, = L—z*tGl _ 109 mm *20 min = 8 min
L, 250 mm
Injektalt térfogat:
Pk L 2,1 !
p, = " ke sy Glmm )" P00 mm g 2167 u
r,. * L, (4,6 mm )~ * 250 mm



Csucsfokuszalasi lehetbségek

1. Oldoszer megfelel6 megvalasztasa:

* l|zokratikus elvalasztasnal a mozgofazisnak megfelel6 vagy attdl gyengébb
er@sségil olddszer

* Gradiens elucional a kiindulasi mozgofazis er6sségének megfelel6 vagy attol
gyengébb erdssegli oldoszer

2. Pulzus gradiens alkalmazasa

B %, Pulzus ido
-
100

3. Gradiens elucio of

Analizis idé (perc)



Tanaka teszt

Retencids tényez6(kPB) - mérése pentilbenzollal (kPB) (holtidé meghatarozasa
metanollal). Retencids tényez6:

k=(t —t,)/t,

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

A pentilbenzol retencios tényezdje a feliilet nagysagarol, a feliileti boritottsagrol ad
informéacidt. A fazis retencids tulajdonsagairol ad felvildgositast forditott fazisi modban.
Nagyobb kPB érték azt jelenti, hogy az oszlop hidrofobabb, igy a hidrofob anyagokat
jobban visszatartja. A fenil mdodositott all6fazisnal azonban, ami kevésbé hidrofob nagyobb
kPB értéket kapunk a m —n kélcsonhatadsok miatt.



Tanaka teszt 2.

Hidrofob szeltivitas o, - pentilbenzol és butilbenzol retencios
tényezbjének hanyadosa. Az oszlop azon tulajdonsagat jellemzi,
hogy hogyan tud elvalasztani két anyagot, amik csak egy metil-
csoportban kilénbdznek. ~ e

Qgy, = kPB / kBB

Alak szelektivitas o/, - Az oszlop azon tulajdonsagat jellemzi, hogy
hogyan tud elvalasztani egy planaris anyagot (trifenilén) és egy
nagyobb térbeli kiterjedésd anyagot.
0=k /K ¢ ®
T/0 T/ 0 \;LH/\ @/2
)



Tanaka teszt 3.

Hidrogen kotes kapacitas o, - Koffein és fenol retencios
tényezbjének hanyadosa. Az oszlop hidrogén kotés kialakitasi
képességet irja le. | o

—_— O J‘-ﬁ_ ;
-~ k "'-.n.a-' S F|\| -
0

Total ioncsere kapacitas ag, pH7,6 — Benzilamin (pKa:9,33) és fenol
(pKa:9,95) retencids tényezbjének hanyadosa, az oszlop szilanol-
aktivitdsaval van dsszefliggésben. o

cxB/P = kB / kp (pH 7,6) ©/\NH2



Tanaka teszt 4.

* Savas ioncsere kapacitas o, pH2,7 — Benzilamin (pKa:9,33) és
fenol (pKa:9,95) retencids tényezdjének hanyadosa. Ezen a pH-
n a fellleti szilanol csoportok nem-ionizalt formaban vannak
jelen, csak a legsavasabb csoportok vannak ionizalt formaban.
Ha nagy az érték, arra utal, hogy vannak jelen er6sen savas
szilanol csoportok -> rossz csucsalak

¢ OLB/P = kB / kP (pH 2,7)



Kilonb6z6 C18-as oszlopok 6sszehasonlitasa

H: hidrofdbicitas
S: sztérikus vagy alak effektus

A: ,Hydrogen Bond Acidity” (Nagy A éték( kolonnak
hasznalhatdk 100% vizes eluenssel)

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



Kilonb6z6 C18-as oszlopok 6sszehasonlitasa

C{7.0)/10

el

===Tarbax Eclipse XDB-C18
==Waters Sunfire C18
Thermo Hypersil Gold C18

===Phenomenex Kinetex C18
1004

Manuf
acture Zorbax
r

Brand Eclipse
Style o0
H 1.077
H/10 0.1077
S 0.024
A -0.063
B -0.033
C (2.8) 0.055

C(7.0) 4 gogs °

/110
C(7.0) 0.088

Waters Ve

Hypers

Sunfire i Gold

C18 C18

1.031 0.881
0.1031 0.0881
0.034 0.002
0.044 -0.017
-0.014 0.036
-0.186 0.162

0.0099 0.0479

-0.099 0.479

Pheno
menex

Kinetex

C18
100A

0.963
0.0963
0.009
-0.137
-0.011
0.007

0.0125

0.125



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

USP Database
About USP approach

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

Luna 5 p C18(2) (Phenomenex) v

Then select whic h parameters are more important for your chromatographic procedure:
cTr: ¥ cra: @ TRa: @ BD: @

The datebase will automatic ally display the first 10 columns that, theoretically, could be equivalent to your column. The column with rank 0 is your column, The smaler
the F value more similar are the columns, at least thecretically.

Rank F Column Hy CTF CFA TFA BD USP Designation Manufacturer
] H Luna 5 p C18{2) 2.2 12 5.3 141 34 L1 Phenomenex

1 0,28 PurospherSTAR RP-18e 3 pm 21 1.2 57 TS 33 L1 Merck KGaA (EMD Milipore)
2 0.3%  JAcclaim 120 C18 23 2 56 1.6 3.2 L1 Dicnex

3 0,42 Prevail Select C18 2 3 2 1.1 3.2 L1 GracelDavison

4 0.52 JSepaxHP-C18 2 12 6.8 1.81 33 L1 Sepax Technologles

5 0.52  WMonitor C18 21 1.438 5.7 1.966 3.34 L1 Orothem Tec hnologies
1] 0.5% PSymmetry C18 22 1.7 5.1 1.7 32 L1 Waters

T 8.8 iscovery H5 C18 24 1 5.4 1.3 38 L1 Supelco

] D72 Er&sﬁge c18 22 1.194 6.61 2176 3.084 L1 Orochem Tec hnolegies
9 0,73 JAscentis C18 27 1 6.2 1:3 36 L1 Supelco




PQRI Database
About the PORI approach

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

Luna C18(2) (Phenomenex) v

You have the opticn to see the columns that are the most similar to the ¢ clumn of your interest, or the columns that are the most different {for applic ations in
orthogonal methods ), by selecting View Different or View Similar.

You are viewing similar columns.

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 iz from 2.8 up to 7.0. pH values outside this range are not going to be accepted.

pH of mobile phase: !2 8

| Update |

The database wil automatically display the first 10 columns that, theoretic ally, could be equivalent or very different to/from your ¢ olumn, depending on the option you

Acids present: || Bases present: £

zelar “ e oshrmn with rank 0 iz vour eohmn The smaller the F ualiie more zimilar are the cohimne  at lesst thenretic alley The hicher the F valiie mare different
Rank] F Calumn H 5 A B C{28)  C{70) Type USPDesignation Manufacturer
0 0 Luna C18(2) 1.002 0.024 0124 D007 0269 0174 B L1 Phenomenesx
1 42.11] Inertsit ops-Ep 08 0.0 152 005 082 007 EP 16D GL Stientes
2 41.57] Flare C18+ 1137 0308 073 0.965 507 1178 Other Efa";i:z
3 35.27] Microsorb-MV 100 CN 0.357 0241 0852 D029 0148 788 CN LD Agilentharian
4 31.15] BioBasic Phenyl 0.483 0233 06T 0217 0.014 0.38 phenyl  L11 ThermalHypersil
5 | 2017] cosmosilsPYE 0&71 0271 0283 po9z 0.521 1318 Other Macala Tesque
6 | 2073] apHeraC18 Polymer 0.838 001 1106 DODY 0554  75M B L7 Supeko
7 | 29.45] Alure PFP Propyl 0833 D265  D.OSI 0348 1,108 1,858 F L43 Restek
8 | 292 | zorbax Bonus RP 0,654 0.107 1045 0373 2871 1103 EP 16D ek
Tet hnologies
9 | 22.58] cogent UDC Cholesteral 0625 0227 0528 0.089 0745 1212 other ic roSolv
10 Losag) zicchrom.ps 0,589 0232 D477 D062 1.75 1.75 othe ZirChrom




Miben segit a IgD — pH diagram?

Mi olvashato le a diagramrol?

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

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

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



Pallas szoftver — IgD-pH fuggvény
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Chemdesk szoftver — I[gD-pH fuggvény
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