Fesalution

Hogyan befolyasolja az elvalasztast a
retencios tényez6?

1 1k
R =—+NZ

4 a ‘k+1

Resolution a5 a funclion of retention factor (k)

[
—
-

el
” 1<k<10
'/ Araa where k has |itfle effect
B
< .

i &
JI 1=k=8 -k has greatest effect
. 1 K 14 20




Szelektivitas




Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

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

A
ky 27, K

a:k—lz—

V. K,
K, 7 1

Szerves olddszer tipusa
Mozgofazis pH-ja

Eluens erdsség és adalékok
Allofazis

HAémérséklet



Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Szerves olddszer tipusa

| & Z\a A ffmecmm
| A ‘J\ A 50% MeOH (8)
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Time (min)




Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Mozgofazis pH-ja

I

Mohile phase . Mobile phase
pH 5.1 i PH3.2
; |3




Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Eluens erdsség és adalékok

k; L J\JJUL I

Mobile phase octane Mohile phase octane
sulphonic acid conc.. 57 m sulphonic acid conc.. G0m




Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Allofazis
; Column: ZORBAX Eclipse XDB-CN
1 F Mobile Phase: 35:65 ACNWater
4
3 5
| 5 7
A ||_JI J'_.'Illa M\ o
0 5 10 15 70
4,5 Colurnn: ZORBAX Eclipse XDB-Phanyl
15 Mohile Phase: 48:52 ACNWater
HEE
;
A l A .

0 5 10 15 20



Hogyan befolyasoljuk az elvalasztast a
szelektivitassal?

Homeérséklet

IL
VL J L Iln__.l“_;._

Colurmn Temperature; 22°C Column Temperature: 44°C




Hogyan befolyasolja az elvalasztast a
szelektivitas?

1 1k
R =—+NZ

4 o’ k+1

« Ha o =1, nincs elvalasztas

e Haa 1,1-r6l 1,15-re n6, akkor a felbontas ~1,5-szorosére no!

* a=1,1 feletti szelektivitas értékek mar a rutin HPLC-ben jo6 elvalasztast biztositanak,
R>1,5.
 — K, 10%-kal nagyobb, mint K,

* Folyadék-folyadék extrakcional, hogy 99% tisztasagot elérjiink 2 anyagra, az kell, hogy
K,=100 és K,=0,01, vagyis 0. = 10.000 kellene.



Hatekonysag
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Hatekonysag

Elméleti tanyérszam: analogia frakcionalt desztillacio

Tower Height

(equatesto

-

Plate Helght
(H)

Heated
crude oil

fram HPLC Analogy

column length)

3

Carbon Number
Range C40-C35
Narrow
distribution

boiler

Diglillation Column
High Efficiency Distillation Process

Tower Height

(equates o

column length)
E

Carbon Number
Range C40-C20
Broad
distribution

Bubble traps or platas’

Heated
crude ol
fromn
boiler

HPLC Analogy

Distillaton Column

Low Efficiency Distillation Process

N=—

H elméleti tanyérmagassag HETP height equilvalent to a theoretical plate

L oszlop hossza



Mi befolyasolja a zonaszelesedest?

Oszlop:

» o0szlop hossza (N=L/H)

* reszecskemeret (H.;,~2d,)

 alléfazis min6sége és fellleti fizikai-kemiai tulajdonsaga
« oszloptoltes min0sége, esetleges holtterek

Oszlopon kivuli tenyezok:
« aramlasi sebesség
* injektalt térfogat

« oszlopon kivuli holttérfogatok (detektorcella, 0sszekot6
kapillarisok, csatlakozasok



van Deemter egyenlet (HPLC kolonnakra és toltott GC oszlopra!)

H=A+B/u+Cu

,A” tag: eddy (angolul 6rvény) ,,diffazio”

1 ]
H
(mm)
H-7

0,5 -
Hmin:0,409

B/u

%

0 T T T
0 5 10 IS % (enys) 20

Z[opz :8:7

,C¢ tag: allof.—mozgof. anyagatmenet

,B” tag: linearis diffuzié ellenallasa

——
j= 1]
Lo

salule cancentration

=)

A

distance distance

solute concentration
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Normal fazisu kromatorgafia
(NP-HPLC)

» Az els6 folyadékkromatografias technika (Cvet hasznalta novényi pigmentek
elvalasztasara; kalcium karbonat all6fazist és petroléter mozgdéfazist alkalmazva)

Allofazisok alkalmazasi gyakorisaga:
- Szilikagél (80-90%)
- Aluminium-oxid (5-10%)
- Médositott szilikagél: pl.: amino,
ciano, diol, nitro, stb. (5-10%)

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

7
NH;
' H,C._ _OH

{CH;)n CH {CHzn

—O—O=2z

H1C
) H .c—gi,— CH, \Si _CH:  HC—Si—CH,
~
o~ 0 0" N\ ?
| | | CH3

A AN /N /I\

Silica Amino Diol Cyano



Szilikagel allofazis
,vizerzekenysége”

Szilikagélek j6 vizmegkotd anyagok

Kromatografias szempontbdl: a fellleten adszorbealddott viz
er6sen kotddik a szilanol csoportokhoz, dezaktivalja azokat
(kizarva a komponens hozzaférhetb6ségeét).

Igen kis mennyisegu viz is jelentds mértékben dezaktivalja a
kolonnat, ezért a mozgofazisok nem tartalmazhatnak vizet,
vagy csak kontrollalt mennyisegben.

Aktivalas lehetGsegei:

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

— Hatékonyabb, gyorsabb modszer: a kolonnat 150-200 fokon
tartva, szaraz, allando nitrogenarammal vizmentesitjuk.




Polarisan modositott szilikagel
allofazisok elonyeil

A mozgofazis nyomnyi viztartalmat nem kell kontrollalni
Gyorsabb egyensulybeallas

Gradiens elucio kivitelezhet6

Polaritas, szelektivitas széles tartomanyban valtoztathato
Energetikailag homogénebb felllet

Kevésbe ,tailinges” csucsok, mint szilikagél esetén

Ezek a fazisok a mozgo fazis polaritasatol fuggéen hasznalhatdok normal- és forditott
fazisként is



Mozgofazisok az NP-HPLC-ben

Alkanok Hexan, Heptan, |zooktan
Klérozott szénhidrogének Diklérmetan, Dikloretan, ”

o Kloroform 2
\(© ,
= Eterek Diizopropil-éter, Diizobutil-éter, (_g;
% MTBE, THF, Dioxan =
N Eszterek Metil-acetat, Etil-acetat 2
S Alkoholok Etanol, Izopropanol 3
S @
T Nitrilek Acetonitril E|
o LLl

Aminok Trietil-amin, Butil-amin

Savak Ecetsav

Viz Viz



Forditott fazisu kromatografia
(RP-HPLC)

» Forditott: a korabban
kidogozott ,normal™-hoz
kepest

* A mozgo fazis
polarisabb, mint az
allofazis

* Aleggyakrabban [LL

hasznalt modszer —
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All6fazisok az RP-HPLC-ben I.

« Modositott szilikagel alléfazisok

C18
C8
C4

ciano
fenil
amino

Hidro
)

Nem
icitas an
en vissz

laris

rtasa

Predominantly Aqueous Mobile Phase

’5

silica Support (Partculate)

Androsterone
— (Anaiyie)

.,
A
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Modositott szilikagel allofazisok
- pH probléema

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

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

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

Fontos, hogy az oszlopot a leirasaban megadott pH tartomanyon belll
hasznaljuk csak!!!!

20



All6fazisok az RP-HPLC-ben II.

Szerves polimer alapu toltetek

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

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

Eloallitas soran mikroporusok is keletkeznek ->
zOnaszélesedes

20-100% szerves oldoszer kell legyen a mozgofazis,
mert a nagy viztartalom nem nedvesiti

Problémat jelet az oldoszer-kompatibilitas (klérozott
szénhidrogenek duzzasztjak -> osszeroppan)

Draga (Iényegesen dragabb, mint a szilikagél)

21



All6fazisok az RP-HPLC-ben lII.

 Aktiv szén allofazis:

» Nem birja a nyomast
= Felllete tele van funkcids csoportokkal, eltéré aktivitasu helyekkel
=  Mikroporusos
» Adszorpcios izotermaja nemlinearis
Nyomasallo grafit eléallitasa (nagy
hémérseékleten)

Porézus grafit alléfazis (PGC):

B Széles pH tartomanyban stabil

» Leghidrofébabb (legapolarisabb) alloéfazis

=  Sztereospecifikus — adszorpcié fugg a molekula geometrigjatol

» Fehérjével mddositott toltettel enantiomerek is elvalaszthatok

= |nert minden eluenssel szemben, hasznalhaté normal és forditott fazisu mozgofazissal is
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All6fazisok az RP-HPLC-ben 1V.

* Aluminium-oxid allofazisok

= Polaris

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

. Egyéb alléfazisok
e Cirkdnium- és titan-oxidok

23



Mozgofazisok az RP-HPLC-ben
Altalanos kovetelmények

Tisztasagi kovetelmeény

Jo UV atereszt6képesseg (UV cut-off)

Kis viszkozitas

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

Kis toxicitas

Nem tartalmazhat oldott gazokat (gazmentesités)

Modszerspecifikus kovetelmény: polarisabb legyen, mint az
allofazis

24



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 szukség van
szerves oldoszerekre:

Etanol, 2-propanol: nagy a viszkozitasuk -> ritkan hasznalatosak
Dioxan: polaris, de reaktiv €s mérgez6 -> hasznalata nem jelent6s

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

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

25



Eluenserosseg

« Tekintslink egy tokéletes boritott fellletl, nagy strlségi alléfazist!
llyen korulmeények kozott csak diszperzios kdlcsonhatas léphet fel
az allofazis és a vizsgalt molekula kozott. llyen korulmeények k6z6zz
az alabbi eluotrop sor irhato fel:

eluenser6sség ||||||||\|\|\||||||||||||IIIIII’

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

_IIIIIIII||I||||||||||||||||||||||||||\|||\|\|\|\|\|\|\IWWWﬂWWWWWWWWWW
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1.2

UL

L L

28% THF

44% MeQH

IR .

f_

35% MeCN

Tirme {mins)
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OPF
g M B5% MelH
P \ 7 i phosphate
A A Al i
| A
| = Uracil
F = Propranalol
p BF £0% Marh BP = Butylparaben
DF‘F‘N 7 M phosphate | DPF = Dipropylpthalate
Ac M = Maphthaleng
At = Acenapthene
A = Amitriptyline
AEP
I Dty 38% THF
P T mid phosphate
J Al
e Tirme (mins)
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Oldoszer tisztasag

: Vodka baseline Ethanol baseline
300 .
: . |
250 ; ;
200 - '.J"'f - \ A w
10 ] |
50 ” /\
1l ,LJ | Vodka N
odl
50
: | L j\ Ethanol /\-
-100 U I T T T =3 [ |
0 2 4 6 8 10 12 14
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Pufferek hasznalata

lonos és konnyen ionizalhaté anyagok vizsgalata esetén
elengedhetetlen a pH kontroll

A pufferekkel szemben tamasztott altalanos
kovetelmeények:

Alacsony hullamhosszu UV cut-off

Adott méreési korulmények kozott nagy pufferkapacitas
Szilardanyag mentesség (szures)

Tisztasag

Kompatibilitas: nagy szerves olddészerhanyadnal ne
valjon ki

30



pH szerepe az RP-HPLC-ben

HA 2 A +H B+H,0 = HB" +0H
g o A ¢ o 0H JIHE"]
© o [HA] B

pK, = _EEEI{JHE pK, = —log,K;

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

* Minél erGsebb a sav, annal kisebb a pK, erteke.

* Minél erGsebb a bazis, annal nagyobb a pK, ertéeke.
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Nehany vegyulet pK, erteke

)
O Ay § O

lbuprofen pK, 4.9 Aspirinp K, 3.5 Diazepam pK, 3.3 Amphetamine p K, 9.8

32



Funkcios csoportok pK, ertekel

Funkcios csoport  pK, érték (H,O)

Karbonsavak
Alkoholok
Aminok
Amidok
Imidek
Szénhidrogének
Eszterek
Ketonok
Eterek

0,65-4,76
8,4-24,0
4,7-38
18,2-26,6*
8,30-17,9*
15-53
11-24,5
7,7-32,4*
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)

2.1-4.1
3.7-57 230
4.4-6.4

51-7 1

9.3-11.0 =2

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 funkcios csoportot tartalmazo vegyuletek

— lonos vagy ionizalhato vegyuletek (forditott fazisu ionpar
kromatografia)

A csoportositas vezeérl6 elve, hogy a mozgofazis pH-janak
valtoztatasaval megvaltozik-e a vegyuletek molekularis formaja. Ha
ez bekovetkezik, pH kontrollra van szukseg.

IIIII

csoportok molekularis formait is allando értéken kell tartani.
Lehetseges tehat olyan eset, hogy a vegyulet molekularis allapota pH
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Kromatografias szempontbal
semleges vegyuletek

pH valtozas esetén nem valtoztatjak meg molekularis allapotukat.

Mozgofazis 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 elsd esetben a forditott fazisu toltet apolaritasa a donté, az
alléfazis hidrofdbicitasa (apolaris felllet), a masodik esetben a
szilanol csoportok polaris kdlcsonhatasra valé hajlama (polaris
felUlet) is meghatarozza az elvalasztast
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1. a. csoport

Mindazon szerves vegyuletek, melyek szénbdl, hidrogenbdl es
kovalens kotésl halogénbdl épulnek fel. A szén — halogén kotés
minden esetben polarizalt, viszont a halogénatom bevitele a
molekulaba annak lipofil jellegét jelentés mérteékben noveli.
Kromatografias szempontbdl ez a hatas érvényesul kozvetlenal. A
szen — halogen atom polarizaciojabol eredo toltéseltolodas hatasa a
forditott fazisu kromatografias korulmények kozott elhanyagolhato. A
visszatartast az apolaris felllettel val6 kdlcsonhatas szabja meg.

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

— Policiklusos aromas szénhidrogének (PAH-ok)
— Halogénezett aromas és alifas szénhidrogének

37



1. b. csoport

Minden esetben tartalmaznak polaris csoportot vagy csoportokat.
Ezek a csoportok vagy H-hidas kotést alakitanak ki az alléfazis
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 korilmények kozott nem szélesitik ki
elfogadhatatlanul a kromatografias csucsokat vagy teszik
aszimmetrikussa azokat. A polaris kolcsonhatast ki tudjuk hasznalni
az elvalasztas hatékonysaganak novelésére.

— Alkoholok ) ) _ ] _

2 Azonos vaz esetén a visszatartast a csoportok H-hidas
— Eterek o . A .

Aldehidek kolcsOnhatasra valo hajlama szabja meg. Az alkoholok
N ehiae nagyobb er6sséglt tudnak kialakitani, mint az oxo-
— Ketonok vegylletek, és ha ez a kdlcsénhatas lesz a dominans a
— Nitrilek visszatartasnal, akkor a retencidjuk is nagyobb lesz.

— Nitro-vegyuletek
— Azo vegyuletek
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Savas jellegu funkcios csoportot

tartalmazo vegyuletek

pH-tdl fliggben két molekularis allapotban lehetnek jelen, s ezeknek
a mozgofazisban valo oldhatosaga eltérdé. Ebbdl kovetkezik, hogy
ha pH kontroll nélkul probalnank meérni, é€s a korulmenyek valami
miatt megvaltoznak, akkor a molekularis formak aranya is valtozni
fog, ami pedig a visszatartasi tényez definicidjanak megfeleléen a
retencio megvaltozasat eredményezi.

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

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

1. A pH <pKa-2 érteknel

Nem ionos forma :
- lonizélt molekularis  S3Vasab tartomanyban a
(apfolarIS?bb forma vegyllet ionvisszaszoritott
orma r .
(polarisabb) formaban van jelen, a

0 kolcsonhatasi formak szama

1 C—OH o kevés és kis er6sségll, keskeny
©/ - ©)L + W 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
korilmenyek kozott gyenge €s
a tovabbiakban kihasznalhato

pKa pH  az elvalasztas optimalizalasanal
40




Savas ve ulet retencios
tenyezo pH fuggese RP-HPLC-

ben

Nem ionos forma

lonizalt molekularis

(apolarisabb forma
forma)
(polarisabb)
o)
4 C—OH -
o)
©/ o ©)J; + H+
K
pKa pH

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

3. A pH = pKa+/-2 tartoméanyban a molekula
mindkét formaja jelen van, a vissztartas attol
fligg, milyen a két forma aranya. T6bb
kolcsonhatasi forma is szerepet jatszik, a
csucs széles. Nem robusztus a modszer,
hiszen kis pH valtozas esetén a két
molekulaforma aranyanak megvaltozasa

miatt jelentds retencidvaltozas kovetkezhet

be.
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Savas vegyulet

pK; values

OH

lonized and non-ionized forms

OH 0 0
0 0 0 o
Homovanillic Acid Equilibrium
OH
o o o
OH OH o

v 'V

O 0
\0
4} 0 Q OH
pKa =3.74 p}‘:a =995
. I
100
™~ ™~ e 90
0 0 0 80
OH o

OH 70
60

50
40
30
20
10

Concentration (%)

D .

0

1

2 3 45 6 7 8 91011121314
pH
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Bazikus vegyulet: retencios
tenyezo pH fuggese

lon visszaszoritott
lonizalt forma forma

polarisabb forma (szabad
bazis,apolarisabb)

N,

v

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

pH > pKa+2 :
1onvisszaszoritott forma, ez
az apolarisabb, nagyobb
visszatartas

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

pK; values

oH
S
0, N
0 Y
Atenolol Equilibrium )L/@
N
— >— — lonized and non-ionized forms
A

HoN HN oH OH 0

2

HN
H; H H
) 5 ”\/k/'f\l/ 3 “\)\/NY 3 "\/k/"j/
OH OH 0
pKa =9.67 pK, = 14.08 H: HN N
RN
0 0 0 V \V

—

. [ ~—

(@]
(@]
(=]

H,N H,N HN

Concentration (%)
wun
o

01 2 3 45 6 7 8 91011 1213 14
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 csokkentése
— Trietilamin (TEA) adagolasa
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Bazikus anyagok csucsalakjanak
javitasa a pH csokkentesevel

g /
? <
l P /‘ H
.’H-—i:—t'.-* O/H \,'P
6 f CH:—El;i—CHa |
5 ; S
A 9 /N
Si
/ | N
Amphetamine (7) interaction with Reduced Amphetamine (7)
O ionised surface silanols atpH 7 to _"""U f interaction with non-ionised surface
produce unacceptable peak tailing 1;; silanols at pH 2.5 to more acceptable
200 ¥
5 eak shape
NB 10 P P
o ¢ Nortriptyline & Diphenhydramine ’ ¢
e not observed e
7% ’

10 15 20

=
o
=
>
[
[
o
=
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TEA

TEA in mobile phase

e
N llll s -*/_ ;
i “) &
CHy=Si=CH, \/“&“\/
Y
/N SJ
/,'\ . CHa-?I-CHg
0 0
TEA interacts with . |
surface silanol group /| » /?'\
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,Nemvizes” forditott fazisu HPLC - NONAQUEOUS
REVERSED-PHASE CHROMATOGRAPHY
(NARP)

(@)

« Nagyon hidrofob
komponensek esetén, f-carotene

amik nagy retencioval ,
rendelkeznek, 100% AcN W
esetén sem elualédnak 1
(pl.: lipidek, szintetikus W

polimerek)
* Aoldoszer: polarisabb te) (@
(AcN vagy metanol), B T
oldoszer: kevesbe polaris
(THF, diklér-metan, |
kloroform, MTBE) ‘ .

N
pl.: C18 oszlop, AcN-kloroform, {JJ ML._

b: standard, c: paradicsom
extraktum

[l 1

0 5 10  15min 0 5 10 15min



Forditott fazisu ionpar kromatografia
RP-IP-HPLC

* lonos vagy konnyen
ionizalhato vegyuletek

visszatartasa RP-HPLC-ben  §jlica gel
Kicsi. matrix é&#e'— !";

« Visszatartas novelése: 1-
100 mM lonparkepzo, Hydrophobic solid phase  lonic substance
hidrofob részt tartalmazé
ionos anyag adagolasa az
eluenshez. Az ionparkepzd
megvaltoztatja az alléfazis
feluletét, valamint ion-
asszociatumot képez a
merendd molekulaval. Az
asszociatum apolarisabb

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

S
8
/
e Tobb lehetséges

TITTTTITT TTITT T
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RP-IP-HPLC, ionparkepzok

Triflouroacetic acid
(TFA)

Tetrabutylammonium
phosphate (TBA)

Heptafluorobutyric acid
(HFTBA)

Bazikus anyagokhoz

0
F,_)O 0

Hexanesulfonic acid

D:< O—EH—OH

]
/\@@/\ \%’? Savas anyagokhoz
[~ A

Tetramethylammonium

Triethylammonium phosphate (TMA)

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

* FA&bb folyamatok:
— lonpar képzddése az eluensben
— lonparképzd adszorpcidja az allo fazis fellletén
— lonparképzd és a vegyulet egyuttes adszorpcidja az alléfazis fellletén
— lonos formaban Iév6 anyagok megkotbédése az adszorbealddott
ionparkeépzoén
Kontrollalandé paraméterek:
szerves oldoszer mindéseége, mennyisége
pH (puffer tipusa és koncentracidja)
idegen so koncentacioja
ionparképz6 koncentracioja, jellege (lanchossz, elagazd/nem elagazo,
s6 vagy ionizalhato)
hémeérseéklet
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Gradiens elucio

1-3 isocratic, 50% B (a)
5 (0 < k< 50)
4\ +
6
7-8
[ 591 12 13 14
[ I I I I I I
0 20 40 60
Time (min)
(b) (c) (d) (e) ()
10% B 25% B 45% B 52% B 75% B
7 9 10 12
8 11 13
]
- ]
Lsd 5l o o I I I I I I I I SEITH T R S O O
2 4 6 8 6 4 B B8 4 6 8
Time (min) TII‘I‘IE (mln} Tlme (min) Time (min) Time (r min)



(9) gradient
5-90% B in13 min

(k*=3)
patl] o)
18 L. =
7-8 011 ___--fp4gq 80%
ot —60%
o e, o —40%
¢ L —20%
| | = | ILIl_. | | L | | JI | | | _DG'HE
0 2 4 6 8 10 12
Time (min)

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

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



Kilonboz6 lefutasu gradiensek

(@) (b)
%B %B
Linear Convex
time time
(c) (d)
oz %B
Concave Segmented
time time

()

Gradient
delay

%B Step gradients

%B

[_
[

time time



Altaldnosan hasznalt gradiensprogramok

(9)
100
80
60}
%B

40

20

10-80% B
in 20 min

100

80

i i —— —] - To— ——— . i I B S —— i i—_

5/25/40/100% B
at 0/5/15/20min

20



1 5 (a)
70% B E
1< k<? i 4
| |
0 2
Time (min)
55% B ()
2 <k<8 e 5
R.=%Y.7 1 4 [
5 3 /\
| T T | T T T T
0 2 4 6
Time (min)
40% B (c)
6b<k < 23
R,=34 2
1 4 5
a8 R F
[ T T
0 10 20
Time (min)

Izokratikus elvalasztas kiilonboz6 erdsségi eluensekkel



5 (d)

1
0-100% B in 3 min +
k=1 2 4
R:=04 3

2.2 2.4 2.6 2.8 3.0 3.2 3.4

Time (min)
(e)
0-100% B in 10 min 5
k*=3 2
R;=1.7 1 3 j\d'
L L T L L L L L D L T L T T e T A R O S R
6.0 7.0 8.0
Time (min)
0-100% B in 30 min (f)
k=9 -
R.=36 2 s /\
T
A 2 N
10 12 14 16 18
Time (min)

Gradiens elvalasztas kiilonboz6 gradiensidbkkel



3-min gradient
k*=15,R,=04

0 2
Time (min)
(D)
. . 1 - 8 .
10-min gradient 10
k*=5,R,=08 5_7 11
4
] )
| T T T T T T
0 2 4 6
Time (min)

30-min gradient
k=15, R;=0.1

Time (min)

(c)



Kiindulasi B% valtoztatasa (minta herbicidek)

0-100% B in 50 min (a)
2%B/min o
1 3
I ||||||||| | T T T T T T T T T | T T T T T T T T T | T T T T T T T T T | 1
0 10 20 30 40
Time (min)
20-100% B in 40 min (b)
2%B/min 2
1 3
I T T T T T T T T T | T T T T T T T T T | T T T T T T T T T | 1
0 10 20 30
Time (min)
40-100% B (c)
in 30 min
2%B/min
2
1
UL‘LA A L b
I T T T T T T T T T | T T T T T T T T T | 1
0 10 20
Time (min)
60-100% B | 5 (@
in 20 min
Q%B;’mm
T T T T T I 1
6 8 10

Time (min)



Végs6 B% valtoztatasa

0-100% B in 50 min

—— — —
——

2%B/min > ’Ug
| i T T T T T
0 20 40
Time (min)
0-80% B in 40 min l (b)
2%B/min | __—==- ;' =
ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ ﬁ"’""* T =& |
ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ i i
| T T T
0 20
Time (min)
0-60% B in 30 min v ()
29,B/min
= L 7
= L A AN
| T T T T T T
0 20 40 60

Time (min)



Gradienskésés valtoztatasa

40-80% B in 20 min
20%Bmn 1 o me————

40/40/80% B in 0/5/25 min (b)
2.0%B/min e

C
2 50-100% B in 7.5 min
l 1 alll =~ 6.7%B/min

Time (min)

50/50/100% B in 0/5/12.5 min
6.7%B/min

Time (min)



Szakaszos gradiensek

0-40% B in 50 min
A =2.1

Time (min)

0/40/100/100% B in 0/50/51/52 min

Re=2.1
. o ‘ ’L
I T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Time (min)
0/23/42% B in 0/32/38 min Al
Rg=2.1 | /
- l_A L ]IL _JL JI‘L ) M JUL_._.. l—

Time (min)

B
o

(a)

100% B
80%
60%
40%
20%
0%

(b)
100% B

80%
60%
40%
20%
0%

(c)
100% B

80%
60%
40%
20%
0%



(a)

40-100% B in o 100% B
12.5 min * =TT - 80%
- 1 I = i
R.=14 By " ~ 600
e T —1 -
- 40%
ST 5 14 15 -
J\ \ || ’| Lh = 20%
T T T T T ll T T T ]| T T T _ Dﬂ-""ﬂ
2 4 (5] 8 10 12
Time (min)
(b)
40/50/100% B in P 100% B
0/7.5/11.5 min ; :BD%
Rs=1.7 x Z60%
---------------- 1 —40%
—20%
T T T T _Un.-';ﬂ
2 12

Time (min)



