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A folyadéekkromatografia (HPLC)
szerepe a gyogyszeriparban

Gyogyszerhatoanyagok és -

készitmények

hatdanyagtartamanak meghatarozasa

Gyogyszerhatoanyagok és -
tisztasaganak ellenbrzése

készitmeények

Gyogyszerhatoanyagok oldhatdsaganak és
gyogyszerkészitmények kioldddas vizsgalatanak

analitikai tamogatasa

Gyarto berendezések tisztasaganak ellendrzése.

Teljes szintézisut kovetes

Kérnyezetvédelmi és munkabiztonsagi mérések



A folyadékkromatografia (HPLC) szerepe a
gyogyszerfejesztésben és egyéb terileteken

Farmakokinetikai vizsgalatok (biologiai matrix:
vér, vizelet, agyhomogenatum...)

CYP450 vizsgalatok, metabolitkutatas
(sejtszuszpenzid, maj mikroszoma)

Elelmiszeranalitika (pl.: névényvéddszer-
maradvanyok, zsirsavprofil)

Kornyezetvédelmi analitika (vizmintak,
talajmintak)
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HPLC elvalasztasi modok

Semleges Forditott fazis Apolaris Polaris
Gyenge sav C18, C8,C4, Viz/szerves modositok
Gyenge bazis ciano, amino
Vizben Normal fazis  Polaris Apolaris
oldhatatlan Szilikagel Szerves
vegyuletek Aluminium oxid olddszerek/polaris
maodositok
lonos vegyuletek, lonpar C18, C8 Viz/szerves oldoszer-
savak, bazisok ionparképz6k
lonos vegyuletek, loncsere Anion-, vagy Vizes/puffer
szervetlen ionok kationcsereld ellenion
gyanta
Makromolekulak, Meéretkizaras Polisztirol Gél szlrés - vizes
polimerek szilika Gél permeacios —
szerves
Kiralis vegyuletek Kiralis Kiralis Vizes vagy szerves

szelektorral (lehet NP vagy RP is)



Forditott fazisu kromatografia
(RP-HPLC)

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

* A mozgo fazis
polarisabb, mint az
allofazis

= Aleggyakrabban H
hasznalt modszer | S ]\k




Allofazisok az RP-HPLC-ben |I.

« Modositott szilikagél alléfazisok

Predominantly Aqueous Mobile Phase

Androsterone
(Analyte)
C18
CS8 Nem polaris
Hidrofébicitas anyagok
C4 csokken Visszatartasa
ciano b g0
0
fenil /‘S‘,\
amino
C8 Bonded Phase
Silica Support (Particulate)




Modositott szilikagel allofazisok
- pH probléma

Szilikagél a kovasav polimerje -> lugban feloldodik
Altalaban pH=8-ig hasznalhato 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 nd
meg

Altalaban pH=2 felett hasznalhatd, de ha sikerul stabilizalni a kotést, pH=1-
Ig is le lehet menni

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



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 kevesbeé allnak ellen

Eloallitas soran mikroporusok is keletkeznek ->
zOnaszelesedes

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

Problémat jelet az oldoszer-kompatibilitas (klorozott
szénhidrogének duzzasztjak -> 0sszeroppan)

Draga (Iényegesen dragabb, mint a szilikagel)



Allofazisok az RP-HPLC-ben IlI.

« Aktiv szén allofazis:

» Nem birja a nyomast
» FellUlete tele van funkcids csoportokkal, eltéré aktivitasu helyekkel
» Mikropdrusos
» Adszorpcios izotermaja nemlinearis
Nyomasallé grafit el6allitasa (nagy
hémérsékleten)

Porozus grafit alléfazis (PGC):

®  Széles pH tartomanyban stabil

= Leghidrofébabb (legapolarisabb) alléfazis

»  Sztereospecifikus — adszorpcio fugg a molekula geometriajatol

»  Fehérjével modositott toltettel enantiomerek is elvalaszthatok

» Inert minden eluenssel szemben, hasznalhaté normal és forditott fazisu mozgéfazissal 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 alléfazisok
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 olddédniuk a mozgofazisban
Nem tartalmazhat szilard anyagot

Kis toxicitas

Nem tartalmazhat oldott gazokat (gazmentesités)

Modszerspecifikus kovetelmeény: polarisabb legyen, mint az
allofazis
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Mozgofazisok az RP-HPLC-ben

Altalanos kovetelményeknek a viz megfelel, hiszen kis viszkozitasd, 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 mérgez6 -> hasznalata nem jelent6s

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

Leggyakrabban tehat acetonitrilt és metanolt hasznalnak, ezek kis
viszkozitasa, megfelel6 tisztasaga miatt
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Eluenserosseg

« Tekintsink egy tokéletes boritott feluletl, nagy strlségi alléfazist!
llyen korilmények kozott csak diszperzios kdlcsonhatas léphet fel
az alléfazis és a vizsgalt molekula kozott. llyen kortlmények k6zozz
az alabbi eluotrop sor irhato fel:

eluenserés—

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

—elektivités
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Pufferek hasznalata

lonos és konnyen ionizalhatdo 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 mentesseég (szlres)

Tisztasag

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

HA 2 A" +H B+H,0 =2 HB* +0H
g = AT o [OH][HB"]
© o [HA] T

oK, = —log,,K, pK, = —log, K,

« 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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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 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.
Lehetséges tehat olyan eset, hogy a vegyulet molekularis allapota pH

IIIII



Kromatografias szempontbol
semleges vegyuletek

pH valtozas esetén nem valtoztatjak meg molekularis allapotukat.
Mozgofazis oldalrol nem szukséges pH kontroll

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

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

— Azon vegyuletek, melyek a szilanol csoportokkal is
kolcsonhatasba lépnek

Az els6 esetben a forditott fazisu toltet apolaritasa a dontd, az
alléfazis hidrofobicitasa (apolaris feltulet), a masodik esetben a
szilanol csoportok polaris kolcsonhatasra valo hajlama (polaris
felllet) is meghatarozza az elvalasztast 3



1. a. csoport

Mindazon szerves vegyuletek, melyek szénbdl, hidrogénbdl és
kovalens kotésl halogénbdl épulnek fel. A szén — halogén kotés
minden esetben polarizalt, viszont a halogénatom bevitele a
molekulaba annak lipofil jellegét jelentds meértékben noveli.
Kromatografias szempontbdl ez a hatas érvényesul kozvetlenul. A
szen — halogén atom polarizaciojabol eredé toltéseltolodas hatasa a
forditott fazisu kromatografias koralmeények kozott elhanyagolhato. A
visszatartast az apolaris felllettel valé kdlcsonhatas szabja meg.

— Aromas és alifas szénhidrogének (folyadékkromatografias
szempontbdl 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 kotést alakitanak ki az allofazis
szilanol csoportjaival, vagy dipol-dipdl kolcsonhatasba lépnek
azokkal. Ezekez a kolcsonhatasokat egyuttesen polarisként adjuk
meg a folyadékkromatografias gyakorlatban. Ezek a polaris
kolcsonhatasok energetikailag nagyobbak, mint a diszperzios, de
forditott fazisu korulmeények kozott nem szélesitik ki
elfogadhatatlanul a kromatografias csucsokat vagy teszik
aszimmetrikussa azokat. A polaris kolcsonhatast ki tudjuk hasznalni
az elvalasztas hatékonysaganak noveléseére.

— Alkoholok ] ] _ ] _

z Azonos vaz esetén a visszatartast a csoportok H-hidas
— Eterek o ) A ;

Aldehidek kolcsonhatasra valé hajlama szabja meg. Az alkoholok
- eniae nagyobb er6sségt tudnak kialakitani, mint az oxo-
— Ketonok vegyliletek, és ha ez a kolcsénhatas lesz a dominans a
— Nitrilek visszatartasnal, akkor a retencidjuk is nagyobb lesz.

— Nitro-vegyuletek
— Azo vegyuletek

25



Savas jellegu funkcios csoportot

tartalmazo vegyuletek

pH-tdl fuggben két molekularis allapotban lehetnek jelen, s ezeknek
a mozgofazisban val6 oldhatosaga eltérd. Ebbdl kovetkezik, hogy
ha pH kontroll nélkul prébalnank mérni, és a korulmények valami
miatt megvaltoznak, akkor a molekularis formak aranya is valtozni
fog, ami pedig a visszatartasi tényez6 definicidjanak megfeleléen a
retencié megvaltozasat eredmeényezi.

A pH kontroll célja biztositani a mozgoéfazisban a molekularis formak
aranyanak allanddsagat, 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
’lt:)enyez fuggese RP-HPLC-
en

1. ApH < pKa-2 értéknél

et feins g lonizalt molekularis savasabb tartomanyban a
(apfolaﬂs?bb forma vegyllet ionvisszaszoritott
orma , .
(polarisabb) formaban van jelen, a

0 o kolcsonhatasi formak szama
1 C—OH o kevés és kis erdsségl, keskeny
©/ - ©/L + M 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
a tovabbiakban kihasznalhato

pKa pH  az elvalasztas optimalizalasanal
27




Savas ve ulet retencios
fuggése RP-HPLC-

tenyezo
beny

Nem ionos forma

(apolarisabb
forma)

lonizalt molekularis

forma

(polarisabb)

2. A pH > pKa+2 értéknél lugosabb
tartomanyban a molekula ionos formaban
van, a kolcsonhatdsi formak szama kicsi, jo a
csucsalak, kicsi a visszatartas, robusztus a
moddszer. 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. ApH = pKa+/-2 tartomanyban a molekula
mindket formaja jelen van, a vissztartas attol
fligg, milyen a két forma aranya. Tobb
kolcsonhatasi forma is szerepet jatszik, a
csucs sz¢les. Nem robusztus a modszer,
hiszen kis pH valtozas esetén a két
molekulaforma aranyanak megvaltozasa
miatt jelentds retencidvaltozas kovetkezhet

be.
28



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 :
1onvisszaszoritott 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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Bazikus anyagok csucsalakjanak
javitasa a pH csokkentesevel

\
> <
N\ )
- S % §
2 { P / H
-0, ) > H x /
CHi-& CHy=Si-CH G g 0
S|i Ha ?n CHs : I CH‘:-SIi-CHz |
/TN (,) AN /Sf 0 /SI'\
Si Si I\ SII
71N /1N £
Amphetamine {7) interaction with Reduced Amphetamine (7)
= ionised surface silanolsatpH 7t~ ™ interaction with non-ionised surface
produce unacceptable peak tailing 17 silanols at pH 2.5 to more acceptable
200 v
, NB - peak shape
b 8 Nortriptyline & Diphenhydramine 2 0
100 not ohserved i
75 :
a0 &0 g 10 i
710 5
0 0 \_1 J{
) [ 10 14 20 .} min 8 10 14 2 28 mn
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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 eseten, b-carotene

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

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

oldoszer: kevesbé 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 mMionparkepzo, Hydrophobic solid phase  [onic substance
hidrofob részt tartalmazo
ionos anyag adagolasa az
eluenshez. Az ionparképzd
megvaltoztatja az alléfazis
felUletét, valamint ion-
asszociatumot képez a
mérendd molekulaval. Az
asszociatum apolarisabb

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

F 0 B R B 0 0
\\/\/\/\
F—<|:—c/< J:—l—(’:—c/< 7 S\
| Ve | | ] Y ) Bazikus anyagokhoz
Triflouroacetic acid Heptafluorobutyric acid Hexanesulfonic acid
(TFA) (HFTBA)

O:< 0=TPH—0H

8 |
/\@/\ \%’} Savas anyagokhoz
X

Tt , Fofutiiammoniig Tetramethylammonium
etrabutylammonium y phosphate (TMA)
/

phosphate (TBA) 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 feltuletén
lonparképzd és a vegyllet egyuttes adszorpcioja az allofazis fellletén

lonos formaban lévd anyagok megkotdédése az adszorbealddott
ionparkepzoén

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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Gradiens elucio

1-3 isocratic, 50% B (a)
5 (0 < k< 50)
4\ +
6
7-8
|5%n @ 13 14
ll I\
| I | | | | |
0 20 40 60
Time (min)
(b) (o) (d) (e) (f)
10% B 25% B 45% B 52% B 75% B
1 4 9 12
5 7 % 10
3 5| 6 11 13
M J J_AM
__| o ol __ {
| P PR S R I I I | I | I | | I | I I | S ] [ I HE 2
2 4 6 8 2 4 6 4 6 4 6 8 4 6 8

Time (min) Time (min) Time (min) Time (min) Time (r min)



(9) gradient
5-90% B in13 min

(k*=3)
== =X 0o
18 4 L
78 911 ___--f3qs _80%
- —60%
" H--"T —~40%
l l s I | | : Ul | IJ Jll | L | | I\ ' HI JL _Oo/o
0 2 4 6 8 10 12
Time (min)

1-3 csucs keresztiilhalad 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

(@)

%B

(c)

%B

(e)

%B

Linear

time

Concave

Gradient

delay

time

time

%B

%B

%B

Convex

time

Segmented

time

Step gradients

time

(b)

(d)

(f)



Altaldnosan hasznalt gradiensprogramok

(9)
100
80
60 |
%B

40

20

10-80% B
in 20 min

100

80

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

20



1 5 (a)
70% B E
1< k< 2 7 4
R;=0.4 i 3
| I T
0 2
Time (min)
55% B (b)
2<k<8 & 5
R.=1.7 1 4
s 3 A /\
I I I 1 1 1 I I
0 2 4 6
Time (min)
40% B (c)
6<k <23
R;=3.4 2
1 4 5
A3 R e
[ T I
0 10 20
Time (min)

Izokratikus elvalasztas kiilonb6z6 erdsségi eluensekkel



5 (d)

1
0-100% B in 3 min +
k*=1 2 4
Rs = 0.4 3

| T T T T T T

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 5
Ry=.7 y 2 4
mE & & &2 &8 ES& I =& & &=® &% Ed T & W &2 & 53 T & %
6.0 7.0 8.0
Time (min)
0-100% B in 30 min (f)
kK'=9 5
R,=3.6 2 . j\
A
N AN
10 12 14 16 18
Time (min)

Gradiens elvalasztas kilonb6z6 gradiensidbkkel



1] 10 (@)
3-min gradient A
k*=15,R,=04
I T T
0 2
Time (min)
(b)
1 - ?
10-min gradient 8 10
k*=5,R;=09 5_7 11
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(S|
I T T T T T 1
0 2 4 6
Time (min)
30-min gradient (o)
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5-7 11
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Kiinduldsi B% valtoztatdsa (minta herbicidek)

0-100% B in 50 min (a)
2%B/min >
1 3
I T T T T T T T T T I T T T T T T T T T I T T T T T T T T T I T T T T T T T T T I 1
0 10 20 30 40
Time (min)
20-100% B in 40 min (b)
2%B/min )
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 I 1
0 10 20 30
Time (min)
40-100% B (c)
in 30 min
2%B/min
2
1
UL‘U\ A Lo b
I T T T T T T T T T l T T T T T T T T T I 1
0 10 20
Time (min)
60-100% B | (@
in 20 min
2%B/min

T T T T | 1

8 10

Time (mln)



Végs6 B% valtoztatasa

0-100% B in 50 min
2%B/min

-
—
—
—
—
—
-
.
—
p—
——
—

()

0-80% B in 40 min
2%B/min
I == I I 1
0 20
Time (min)
0-60% B in 30 min v
2%B/min
AT 7
_____ UJ /\8 /\g
I I T 1 1 I 1
0 20 40 60

Time (min)



Gradienskésés valtoztatasa

40-80% B in 20 min (@)
20%Bmn | | | et

40/40/80% B in 0/5/25 min
20%Bmin . | | e

0 20

c
50-100% B in 7.5 min ©

6.7%B/min

Time (min)
(d)

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

——— ———————— | fals s o e -

Time (min)



Szakaszos gradiensek

0-40% B in 50 min
Rg=2.1

Time (min)

0/40/100/100% B in 0/50/51/52 min
R =2.1

20 30
Time (min)

0/23/42% B in 0/32/38 min
Rg=2.1

A |

(@)
100% B
80%
60%
40%
20%
0%

(b)
100% B

80%
60%
40%
20%
0%

(©)
100% B

80%
60%
40%
20%
0%

[ Tt T Toat—te Toval ] — 5 Tocl—Fe ool foval—f—Fo Tocl—TeTedl ot Toval [ —¥oTocl—Fe Tovel e Towl

0 10 20 30
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S
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(a)

40-100% B in - 100% B
12.5 min - 80%
Rs=1.4 z 609
............. - 40%
~ 20%
—_— - 0%
2 4
Time (min)
(b)
40/50/100% B in : 100% B
0/7.5/11.5 min — 80%
Rs= 1.7 : 71 * :600/0
-------------------------------------- ' T —40%
A A — 20%
T T T T T T T T - Oo/o
2 4 6 12

Time (min)



Gradiens elucio megvaldsitasa

Kisnyomasu gradiens (dinamikus kever6):

* a mozgofazis osszetevOk a nagynyomasu szivattyu el6tt keverednek
e késleltetési térfogat:
nagynyomasu szivattyU+kever6+mintahurok+6sszekot6 vezeték

Nagynyomasu gradiens (statikus kevero):

* a mozgofazis dsszetevOket a nagynyomasu szivattyu utan az adagolo
elott keverjlk 6ssze

» késleltetési térfogat:
kever6+mintahurok+osszekoto vezeték



Mitdl gyors az elvalasztas?

t =t,(1+K)

tr

Ahol
tr — retencids id6
t, — holtidé

k — visszatartasi tényez6

Ahol
L — oszlop hossza
u — linearis dramlasi sebesség (cm/s)

~Lark
u



=5 cm
=25 cm

L
L

ny

n O win O

(uiw) @1

20

10

L (cm)

=1 T.5
retencids idd (perc)

o O O

(utw) a1

u (cm/s)



Darcy egyenlet:

- Drylu

A
P d 5

Ahol:

@ - kolonna aramlasi ellenalldsa
n — mozgofazis viszkozitasa

d, — toltet szemcseatmerdje



viszkozitas [cP]

JES P N N N

0000

ONROO=_NRADO®

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

on)

—<— Metanol
—— THF
—24— Acetonitril

szerves olddészer tartalom [v%]




Hatékonysagot csokkentd tényezok |I.

1. ) H6gradiens




Hatékonysagot csokkentd tényezok Il.

2. ) Megnovekedett 6rvénydiffuzid és anyagatadasi ellenallas

e || H=A +B/u +Cu
E ooom | |
E o Ap = D7l
BT\ e o P~ gz
\r«ﬁﬁ_____._a-—b*—"‘*—ﬁ p

e e e gl ==,

000000

Volumetric Flow Rate (mL/min)



Gyors elvalasztas megvalositasanak
lehetbségei |.

t = @+k)
u

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

Korlatok:
A kolonnan kivuli zonaszélesit6é hatasok miatt a teoretikus elméleti tanyérszam fele —
harmada érhet? el.




Gyors elvalasztas megvalositasanak
lehetbségei |l.

t == @rk)
u

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



Oszlopon kivuli zonaszélesité hatasok

pumpa

injektor

Zonaszélesitd hatasok:
2

Oy

6C
Q =
d

otal

2 2
— O T O,

kolonna

detektor

! OA ce qe
C1T5-+-le; 4—(3;5 —F‘CLS

2 2
o.. =<0lc;

ec: extra column

c: column

i: injektor

ov: 0sszekotd vezetékek
cs: csatlakozok, fittingek
de: detektorcella



Response

Response

Mit jelent ez a gyakorlatban?

003 N =9010
0] 2.1 mm 2
y a
] &
1m:
0:4J
AL N L R S B R B N AL R N B UL N B B R NN RN L R R |
0.0 0.5 1.0 20 2.5 3.
Retention time:
‘m_: = 3580 =
. 1.0 mm g
50 4 !l |||| [\\ o
0
T S A R R
L] 0.s 1.0 1.5 2.0 25 3.0

Retenton time

400
2004

0

4.6 mm

200

1100

JM |

Retention tme

I e e e L B — — ¥
0.0 oS 1.0 1|.5- 0

N=11200

I T e o
2.5 3.![3

3.0 mum

|r|r'|r1|r'|r1r1|r1r1

1.5

T
210

T T [ & 8 1]

2.5 3.0

kolonna hossza: 5 cm; szemcsméret: 1,8 um; készilék: Acquity UPLC

Mit tehetlnk:

* Csokkentjiik az 6sszekotd vezetékek hosszat és atmérdjét
* Csokkentjlik a detektor cella térfogatat
* Optimalizaljuk az injektalas madjat



Adagolhato minta mennyisége

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

Adagolhatdé minta mennyisége:

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



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
Osszekotd vezeték térfogata (pl) 50-250 5-10
Osszekotd vezeték atmérdje (mm) 0,254 0,05-0,1
UV-VIS detektor mérGcella térfogata (ul) 5-10 0,1-1
UV-VIS detektor adatgydijtési 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 porozus kis szemcseatmeérdju 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 szemcsedtmérd)

» Halo, Ascentis:




Héjszerkezetl toltetek

El&nydk:

* Veékony porozus héjnak koszonhetben a szemcsén bellili anyagatadas
gyorsabb = fehérje analitika

e Kis szemcsemeéret eloszlas

* GObos felllet egyenletesebb toltet agyat eredményez
 Mag hbatadasa jobb, mint a teljesen porozus tolteteké
Hatrany:

 Terhelhetfség



14

12

10

® Kinetex 1.3 um
o Kinetex 1.7 um
= Kinetex 26 um .

= Kinetex 5 um

u {cm/sec)




Monolit toltetek

» A gyors analizis alapja a csokkent aramlasi ellenallas

Els6 generacidos monolit Masodik generaciés monolit

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



Monolit toltetek

) " 1. generaciés monolit

° 2. genardciés monolit

(=]
e
N
Iy

140

= 1. generaciés monolit

o 2. generéciés monolit

120+

Ap/L. [MPa/m]




Monolit toltetek

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

» Térfogataramldsi sebesség gradiens

» Szilikagél monolitok

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



F =1 mL/perc

p =17 bar

i -

F =5 mlL/perc
p = 85 bar

F =9 mL/perc
p =153 bar

b-

- -



Kiralis kromatografia

* Kiralis vegyuletek —G( >_

* Enantiomerek (tukorkeépi 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 all6fazis (valin szarmazék
vagy ciklodextrin alapu)

e Szuperkritikus illetve CEC illetve VRK kiralis
allofazisok is léteznek



e KOzvetett modszer:

(Eg+ES) + CDA, €-> E.CDA, + E,CDA,

CDA: Chiral Derivatizing Agent — ugy valasztjuk meg, hogy az
elvalasztandd enantiomerek 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 szarmazekképzdk alkalmazasaval.



El6nyok/hatranyok

- Az elvalasztas altalaban egyszeriibb - A szarmazékképz6 enantiomer

- Az elucids sorrend kovetkeztethet6 tisztasaga kritikus

illetve megfordithaté - A képz6dott diasztereomerek molaris

- A detektdlas alsé hatara abszorbanciaja kilonbozhet
csokkenthetd - A szarmazékképzés soran racemizacid

- Akiralis kolonna olcsébb |éphet fel

A maddszerfejlesztés kevésbé - A reagens feleslege és a

idGigényes melléktermékek zavard csucsként

- A szelektivitas novelhet6 jelentkezhetnek

(el6tisztitas) - Az enantiomerek visszanyerése tovabbi

mUveleteket igényel
- A szarmazékképzés idGigényes lehet



* A harompontos kotédés 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 mozgoéfazisba bevitt optikailag aktiv adalékanyag tulajdonsagaitol fliggben
adszorbeadlddik az alléfazison, igy lehet egyszerre az allo- és a mozgodfazis is
optikailag aktiv. Ezesetben az all6fazis-hatas nagy. Ahany allofazis, annyi eltéré
adszorpcios tulajdonsag -> valtozik az alléfazis boritottsaga és enantiomer
szelektivitasa.

{

Gyogyszeriparban nem jellemz6 a hasznalata



Kiralis allofazisok

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

A mozgofazis akiralis, mentes barmilyen kiralis 6sszetev6tol

Ahogy a minta keresztlilhalad az oszlopon az egyes enantiomer ugy
tartodnak vissza, hogy asszociatumokat képeznek a kiralis
szelektorral. igy dlasztereomer komplexek képzédnek az allofazison

Sikeres elvalasztashoz olyan kiralis all6fazisra van sziikség, ami az
egyik enentiomerrel er6sebben kélcsénhat, mint a masikkal

Elénye, hogy a kiralis szelektor tisztasaga nem kritikus

Hatrany: draga oszlop, jellemz6en rovidebb élettartammal, mint egy
forditott fazisu; kis szelektivitas strukturalis analogokra

Hatékonysag rossz — nem is javithatd, mert a lassu kinetikabdl, és
sokszor a nemlinearis adszorpcios izotermabdl 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
kiilonféle polimerlancok egymashoz viszonyitott elhelyezkedése miatt kialakuld
kiralis Gregek

Kilonféle szarmazékképzéssel a szelektivitas novelhetd.

ElGallitas korilményei (h6mérséklet, feloldas-ujra kicsapas) jelentésen befolyasoljak 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

v A
0. 2 & & B A0 e O 3 A B 6 UG mem 0 2 4 B & A0 mn
(d) (e) (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, kevésbhé rendezett
polimerlancaik miatt
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Protein fazisok

A kiralis komponensek szelektiv kotédése kiilonbozb proteinekhez ismert a
biokémiabdl

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

Mindig vizes kozegben hasznaljak (vagy vizes-szerves kozegben) -> 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 hidrofob 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
l; 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 , L,
oldészermolekulakkal, hidrofil Molekula hidrofob része a a CD

(. 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 protonaldédashoz



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 molekulatomeg OzNMN O hic CH,
szelektorok, amik semlegesek, l\T/) H HN\/\,'SLO
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

0 20 40 60 30

time/min




0/L0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

Dand L-PA atcj,j =1

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 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

Licm) d {cm) Licm) dicm) e

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




