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A folyadékkromatografia (HPLC)
szerepe a gyogyszeriparban

- Qyodgyszerhatdoanyagok ¢€s -készitmenyek hatoanyagtartamanak
meghatarozasa.

- Qyogyszerhatdanyagok €s -készitmeények tisztasaganak ellendrzése.

- Gyogyszerhatoanyagok oldhatosaganak ¢s gyogyszerkészitmeények
kioldodas vizsgalatanak analitikal timogatasa.

- Gyarto berendezések tisztasaganak ellenOrzese.
- Teljes szintézisut kovetes.

- Kornyezetvedelmi és munkabiztonsagi mérések.
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A HPLC felépitése

- Detector

Solvent D HAPLC Column Flow Cell
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A HPLC felépitése

Modern folyadékkromatografias rendszer
a) mozgofazis

b) gazmentesito

c) nagynyomasu szivattyu

d) automata mintaadagolo

e) kolonna-termosztat

f) detektor

g) vezerlo és adatgylijtdé szamitogep

)
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Az alléfazis (kolonna)

Injected Sample Band (Appears “Black”) (Blue, Red, Yellow)

Time Zero
Mobile Phase -

Analyte Bands

Time +10 Minutes l—
Mobile Phase e —
A —_———

Detector
HPLC Column Flow Cell

Injection
Start —de—

.......




A hagyomanyos folyadékromatografias modszerek
besorolasa az allo- és a mozgofazis fazisviszonya alapjan

Elnevezés Alléfazis Mozgoéfazis

normal fazisu folyadékkromatografia - -
(NP-HPLC_NPLC) polarisabb apolarisabb
forditott fazisu folyadékkromatografia apolarisabb olarisabb

-HPLC, RPLC) s P

’ P . . cgt polarisabb
forditott fazisu ionpar-folyadékkromatografia ol .
(RP-IP-HPLC, RP-IP-LC) hidroféb ion
hidrofil kélcsonhatasi kromatografia (HILIC) polarisabb kevésbé polaris

ioncserés nagyhatékonysagu kromatografia (IEC, IE-PLC)

ionos

puffer, vagy ion tartalmu viz és szerves
oldészer

nem vizes méretkizarasos kromatografia (SEC)
(régebbi nevén gél permeaciés kromatografia, GPC)

apolaris, nagy porus atmérdjii

szerves oldoszer

vizes méretkizarasos kromatografia (SEC)
(régebbi nevén gélsziirés, GFC)

polaris, nagy porus atmérgji

puffer

hidroféb kolcsonhatasi kromatografia (HIC)

mérsékelten apolaris

negativ ségradiens
(1-4 mol/L)

N\

Optikai izomerek elvalasztasa (kiralis)

\

kiralis szelektor

allofazis tipusatol fiiggéen:
NP /RP /PO

)
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Az egyes folyadékkromatografias modszerek
alkalmazhatosaga a vegydletek jellege szerint

Médszer Vegyiilet jellege Kizaré ok
NPLC e el :;:;loaz :‘)eklleg, nincs polaris csoport a vegyiiletben, nagy polaritasu
RPLC apoloraris ionos jelleg kis apolaris résszel, nagy polaritas
RP-IP-LC ionos nem ionos vagy nem ionizalhaté
HILIC nagy polaritasu, ionos apolaris, és ionos allapotba nem hozhaté
IEC ionos nem ionos vagy nem ionizalhaté
SEC/GPC apolaris polimer polaris polimer ionos vagy ionizalhaté csoporttal
SEC/GFC biopolimerek apolaris polimerek
HIC biopolimerek kis molekula
Kiralis optikai izomerek




Forditott fazis (Reversed Phase, RP)

» Forditott fazisu kromatografias elvalasztasrél akkor beszélunk, ha az
alléfazis polaritasat tekintve apolarisabb, mint az alkalmazott
mozgofazis.

» Jellemz6 RP allofazis a C18

szabad szilanol csoport

!

<«—”N C.gszénléanc
HsC vizsgalandé
I molekula

utoszilanizalt csoport

szilikagél

<—» apolaris (hidrofdb) kh.
< polaris (hidrofil) kh.

» Jellemzd mozgodfazisok az RP-ben

. UV cut-off Refraktivindex Viszkozitas Forraspont Polaritas
Oldoszer

(nm) (20°C) (cP) (°C) (P)
Acetonitril 190 1,3441 0,38 81,6 5,8
Dioxan 215 1,4224 1,37 101,3 438
Etanol 210 1,3614 1,20 78,0 n.a.
Metanol 205 1,3284 0,55 64,7 5,1
2-Propanol 205 1,3772 2,40 82,3 3,9
Tetrahidrofuran 212 1,4072 0,55 66,0 4,0

Vi 190 1.3330 1.00 100.0 10,2
o) -



Vizsgalando anyagok csoportba sorolasa

Kromatografias szempontbdl a vegylletek négy csoportra oszthatok:

» kromatografias szempontbdl semleges vegyuletek, a) és b) csoport
» a) csoport: aromas é€s alifas szénhidrogének, halogénezett aromas
és alifas szénhidrogének
v nem sziitksége pH kontroll

» b) csoport: alkoholok, éterek, észterek, aldehidek, ketonok, nitrilek,
nitro-vegyuletek, azo-vegyuletek
v alléfazis szempontjabol sziikség lehet pH konrollra

» savas jellegl funkcids csoportot tartalmazoé vegyuletek
v' pH konroll sziikkséges

» bazikus funkcios csoportot tartalmazo vegyuletek
v' pH konroll sziikkséges

» ionos vagy ionizalhato vegyuletek
v' pH konroll sziikséges

N
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Savas jellegl funkcids csoportot tartalmazo vegyuletek

Kk a)

lonvisszaszoritasos
kromatografia
O

OH




Bazikus funkcids csoportot tartalmazo vegyuletek

K a) C) b)

/—"{ lonvisszaszoritasos
/ kromatografia

) ) NH,
/
NH,* /ff
SNy

teljes ionizacié /




pH hatasa a folyadékkromatografias elvalasztasra

Benzoic acid
benzoesav pK, = 4,2 (logP 1,89)
Aniline
| Toluene 0.05 AU lonvisszaszoritott forma (pK, -2)
pH < 2,2
| oH=9.7 lonos forma (pK, +2)
- | pH > 6,2
\
Joluene anilin pK, = 4,6 (logP 0,94)
|
e lonvisszaszoritott forma (pK, +2)
eNnNZOoIC acCiC
Aniline pH > 6,4
pH=2.0 lonos forma (pK, -2)
y pH <24
0.0 10 2.0 3.0 40
Time/min

N
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Mozgofazissal szemben tamasztott kovetelmények

> tisztasagi kovetelmény:
» alehet6 legtisztabb olddszert kell hasznalni
» az oldészer nem tartalmazhat szilard anyagot
» j6 UV-fény ateresztoképesseg (UV cut-off)
» Kkis viszkozitas
» a mintakomponenseknek jol kell oldédniuk a mozgofazisban

> Kkis toxicitas

» maodszer specifikus kovetelmeény, hogy a mozgoéfazisnak polarisabbnak
kell lennie, mint az allofazis fellulete

AR
— 14 €2



viszkozitas (cP)

Mozgofazissal szemben tamasztott kovetelmények

‘\ vi:\

2-propanol
— 2

etanol
~ 1

metanol
= acetonitril

0

50

100

szerves oldoszer tartalom (viv%)

Darcy-torvéeny

H viz -

A4

-4y

Wilke-Chang 0sszefuggés

i

@ dd + fl(k) d,”-u

viz -

viz -

viz -

2-propanol

etanol

metanol

acetonitril

y +fz(k)
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Mozgofazissal szemben tamasztott kovetelmények

eluciods erd >
viz — metanol — acetonitril — etanol — 2propanol — tetrahidrofuran
< szelektivitas
N
gk
ks :
ko :
ki [€ metanol
: acetonitril
i tetrahidrofuran

Y

(PSZEENGS

N
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Mozgofazissal szemben tamasztott kovetelmények

Nehany vegyililet pK, ertéke vizes kérnyezetben.

Puffer pPKa pH tartomany UV cut-off
Trifluorecetsav <2 <25 210nm (0,1%)
Foszfat (pK:) 2,1 1,1-3,1 < 200nm (10mM)
Citrat (pK) 3,1 21-41 230nm (10mM)
Formiat 3,8 28-48 210nm (10mM)
Citrat (pK) A7 37-57 230nm (10mM)
Acetat 4,8 38-58 210nm (10mM) BA
Citrat (pKs) 5.4 44-64 230nm (10mM) 0.20M
Karbonat (pKy) 6,4 54-74 < 200nm (10mM) 0.9
Foszfat (pKz) 7.2 6,2-82 < 200nm (10mM)
Trietanolamin 7.8 6,8-8,8 200nm (10mM)
Tris 83 73-93 205nm (10mM) 0,10M
Dietanolamin 8,9 7.9-99 200nm (10mM) 06
Amménia 9,2 82-10,2 200nm (10mM) 0.5 0,05M
Etanolamin 95 85-10,5 200nm (10mM)
Karbonat (pK,) 10,3 93-113 < 200nm (10mM)
Dietilamin 10,5 95-11,5 < 200nm (10mM)
Trietilamin 11,0 10,0 - 12,0 < 200nm (10mM)
Foszfat (pKs) 12,3 11,3-13,3 < 200nm (10mM) .
40 8,0 pH
A pufferkapacitas valtozasa a pH-val
és a koncentracioval foszfat puffereknél.
VN
— 17 €&F°



Mozgofazissal szemben tamasztott kovetelmények

Kalium-foszfat (pH=7,0) oldhatésaga kiilbnb6zd

osszetételli viz-szerves oldbszer elegyekben.
H>O
%B MeOH AcN THF

50 > 50 mM > 350 mM 25 mM
60 > 50 mM 45 mM 15 mM

200 mi 600 ml 70 35 mM 20 mM 10mM
Hp0 AR 80 15 mM 5mM  <5mM
90 5mM 0 mM 0

Kilonbozd pufferek oldhatosaga
kulénb6z6 6sszetételli viz-acetonitril elegyben.

0.4 mi/min ammoénium-  ammoénium- kalium- ammonium-  kalium-
JIL 0.6 mi/min %B acetat foszfat foszfat foszfat foszfat
pH=5,0 pH=3,0 pH=3,0 pH=70 pH=70
HJO 60 > 50 mM > 50 mM > 50 mM > 50 mM 45 mM
Me[oH 70 > 50 mM > 50 mM > 50 mM 25 mM 20 mM
80 > 50 mM 35 mM 20 mM 5mM 0mM
90 25 mM 5mM 0mM 0mM 0mM

=N
EGIS
<

18




All6fazissal szemben tamasztott kdvetelmények

S AR S MY A U M. levego
szilard
Si Si Si Si Si S
e \O/ \O/ \O/ \O/ \O/ N
H 1.0 '
@] @] @) O @] 0] e) \o
0.
Si Si Si Si Si Si .
e \O/ \O/ \o/ \O/ \O/ N
0] 0] @) @] @] 0]
Si Si Si Si Si Si
P \O/ \O/ \o/ \O/ \O/ N

szabad szilanol csoport a)

A porozus szilikagél jellemz6i: szabad fémion b)
geminalis szilanol csoport ¢)
» az atlagos porusatmerd: d, fémion &ltal aktivalt szilano lcsoport d)
> a fajlagos fellilet: As dezaktivalt szilanol csoport e)
> 7 fajlagos pérustérfogat: Vp vicinalis szilanol csoport f)

N
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All6fazissal szemben tamasztott kdvetelmények

Szilikagélek csoportositasa:

» Elsb generacios szilikagélek, fémiontartalom: 150 — 200 ppm

» Masodik generacios szilikagélek, fémiontartalom: 10 — 100 ppm
» Harmadik generacios szilikagélek, fémiontartalom:1 — 10 ppm
» Negyedik generacios szilikagelek, fémiontartalom: < 1 ppm

A Hypersil forditott fazisu téltetcsalad fémion tartalma.

) Fe Na Al Mg Ti Ca  Osszes
Kolonna toltet femtartalom
(ppm)  (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
HypersilODS 240 2000 250 31 57 27 10 2615
Hypersil BDS 88 1350 130 10 28 10 10 1626
Hypersil Elite 66 259 11 11 19 10 5 381
HyPurity <12 <2 <1 <1 <1 <2 <1 <20

N
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All6fazissal szemben tamasztott kovetelmények

/O\

O
\.
— y—oH —/s|—0|—|
D< — ¢Hs D\ TH3
- HCI
Sl—GJH + CI—Sl —C,gHs7 Si O——S8i—CygHy;
/o J |
CH CH
\ : \, 3
——Si—OH ——5i—OH
/ /
0\ O\

Fellletmodositas monofunkcios klor-szilannal

szabad szilanol csoport

szilikagél

C,sszénlanc
HsC vizsgalandé
I molekula

<—» apolaris (hidrofob) kh.
<—» polaris (hidrofil) kh.

utészilanizalt csoport

AR
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All6fazissal szemben tamasztott kdvetelmények

A hidroféb (apolaris) felulet a forditott fazisu folyadékkromatografias
elvalasztasoknal elsédleges cél, vagyis hogy a vegyuleteket apolaris jellegukbdl

llllll

jelenti, hogy a maximalis feluleti boritottsagot érjuk el.
Ez szilikagélnél a 40 — 50%-0s konverziot figyelembe véve ~4 pmol/m?2.

A monomer maodositasu szilikagél alléfazisokat ez alapjan harom kategoériaba
sorolhatjuk:

> nagy fellleti boritottsagu: alkilcsoport fellleti koncentracié ~3 — 4 ymol/m?
> kozepes fellleti boritottsagu: alkilcsoport fellleti koncentraciéo ~2 — 3 ymol/m?
> kis fellileti boritottsagu: alkilcsoport fellleti koncentracié < 2 umol/m?

Utdszlanizalasi reakcio trimetil klor-szilannal

CI\S_/CH3

I
| “CHjs
CHj

N
4 22 €F°



All6fazissal szemben tamasztott kdvetelmények

Legfontosabb a megfeleld alloéfazis kivalasztasa!




Specialis modositasu allofazisok

a) b) .

0-Si—-C18 0-Si-C18
OH / H,0" OH >
0-Si-C18 0-Si-C18
szilikagel
alacsony
pH tiré
<—» apolaris (hidroféb) kh.
a) b) . . °) <—» polaris (hidrofil) kh.
M % : CfEN Kontrollalt polaritast (embedded) alléfazis.
-
I OH I ’ : s /OYO
/ =
(o] C_N“ /O

<4 apolaris (hidroféb) kh
<—» polaris (hidrofil) kh.
<4—» 1-m kh.

Nem alkil médositasu forditott fazisu allofazisok.

AT,
Fenil-hexil a), perfluorozott-fenil b) és ciano fazis c). 4 "EGIS

2




Modern szilikagél alapu alléfazisok

teljesen pordézus 2um
szemcseatmeérd
alatti toltetek

héjszerkezetl toltetek




AU

AU

Teljesen porozus 2um szemcseatmero alatti toltetek

L=5cm
: CsoOkken
L
' ' | tR — (1 + k)
0 2:5 5 7.5 10 12.5
E u l
L =25 om l Allando
NG

N

NAEE

0 25 5 7.5

retenciés idd (perc)

10 125

N
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Teljesen porozus 2um szemcseatmero alatti toltetek

Gyors elvalasztasok Nagy felbontas
N=10°000 N =90°000
t.na< 2 PErc (k=10 t.na< 20 Min (k=10




Teljesen porozus 2um szemcseatmero alatti toltetek

S um
3 um %
6
L
20 “
O 't - - - -
2 um 0 0,4 0,8 1,2 1,6 . (cm/s;é(;
M\ ) B
= g @ A‘ f 1
M
1,5 um
| | O

Darcy-torveny _ &etis
-



Teljesen porozus 2um szemcseatmero alatti toltetek
Specialis készulék kialakitasok

HPLC rendszer UHPLC rendszer

Alkalmazhat6
bemend nyomas

L 400 bar >1000 bar |

Kolonnan kivili
variancia

>100 pl? <10 uL?

Jellemz6 kolonnaméret: 150x4,6mm Jellemzo6 kolonnaméret: 50x2,1mm
Jellemzo szemcseatméro: 3-5um Jellemzo szemcseatmérd: 1,7um

AR
o9 €515



Teljesen porozus 2um szemcseatmero alatti toltetek

Specialis készulék kialakitasok

_ < Magas nyomas( gradiens Se——
mixer

dwell . - i
volume A szivattyu (pumpa) utan kever

(annyi pumpa kell ahany

s, | olddszert keverlunk)
- Kis késési térfogat

A megnevezés a mozgofazis
keverési moédjara vonatkozik,
nem a késziulék nyomas
teljesitményére!

dwell . _
proportioning pump‘ volume Alacsony nyomasu gradlens

controller

controller

injector A szivattyu (pumpa) el6tt kever
| e (elég egy pumpa)

Nagy késési terfogat

column

N
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Késleltetesi térfogat (dwell volume, V)

VD [mL]— tD [perc] x F [mL/perc]

controller dwell
! " volume

_— . ‘
SR pumps B%
100 ¢
column
pump dwell
proportioning volume /
controller S
injector
= >
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90 +

[0}
o
1

~
o
1

%B (Acetonitril)

[E=Y
o

(e}
o
I

al
o
1

Késleltetesi térfogat (dwell volume, V)

Vp=0mL
Vp=0,1mL
Vp=0,4mL

It

1d0 (perc)

Aramlési sebesség: 0,5mL/perc -—
— 32 €F°
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Késleltetesi térfogat (dwell volume, V)

7 9
a) ) J&A Vy=0,5mL
1 46 2
-~ 11 12
. A“X AJ\ A A e
5+6
7 9
b 2 _
) , ) Vp=03mL
. 10
3 11 12
o ,N , A A A |
6
) 9 ' 2 V,=0,1mL
1
Lol il
3 1 12
~A . . LA A . .
0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 3,5 t(perc)

PN




Teljesen porozus 2um szemcseatmero alatti toltetek

A kromatogram bonyolult fizikai-kémiai folyamatok eredménye, a koncentracié profil
pontos leirasa nem lehetséges.

Tekintsuk eloszlasnak a zénat, amit varhaté értékkel és varianciaval jellemezhetunk.

2 R ..2‘ _F"' o '2»“ \1 latszélagos
Jtotal + GCSZ” " Gexjr:' 0% A
S "%
[ \ valodi _ !
/ Injektor ‘_D.e;‘tektor vezetékek
A VAN (A2 RVER N72 % e KAV INALN .
ool = Y, ="‘(\.{9" W tkp | Tt =Km}'y~+‘”1’+ K el o (iTC13F
N N : 12 cell . ‘: 7 6 D
col col - - m
oszlopon kivuli térfogatok
4 2
pumpak
nj r i G
e ] e - ext <10%
" ) oszlop detektor J Gtot
N mixer adatgyiijtés
i é oszlop terfogat
=

N
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HETP (um)

14

Kolonnan kiviili terfogatok
(extra column volume, V.., 62,

12 -

10 -

(0]

Allofazis: 50x2,1mm Kinetex C18, 1,3um UPLC: R¢>2,5
@ \ \
| |
1
‘ [
I
|
o 1
i i
e < “\\ N
& } \
¢ o ° < o o o //( \ //f |
/ ‘g‘ \‘ \“ / ‘C \\ \
N=15500 Waters Acquity UPLC I \\ H
= ¥ \\‘ / ’,“ |\
N 1820(\) / Waters Acquity I-Class / y/ \ \\ F 5
’ { \_// Y
AN
p A HPLC: Rg< 1,5
N=20000 valédi hatékonysag
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
u (cm/sec)

N
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Kolonnan kiviili terfogatok

2
(extra column volume, V., 6%..)

Detektalas soran legalabb 20 pont/csucs
mintaveteli sebesseget kell beallitani!

1.2 b)




Kolonnan kiviili terfogatok

(extra column volume, V.., 6%,
|

h r| {| |‘ (| “ | | | 80 Hz

| | Rs(4,5)=3.80
|
] I'. |I I-\. I LS

5 Hz
Rs(4,5)=1.24

BIOUSAYQIJ [[919ABIUIW 1013919(]

vIR3RSAUONOIRY SBIZSB[RA[D ZE BSBIRY

T T T T T
a2 a4 a5 a5 1.d min
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Kolonnan kiviili terfogatok

2
(extra column volume, V., 6%..)

Az 0sszekoto vezetekek térfogatanak
hatasa a zOnaszélesedésre

n




Heéjszerkezetl toltetek

Kinetex 5 pm

Kinetex 2,6 um
o Kinetex 1,7 pm

® Kinetex 1,3 pm

0.8 1.0 1.2
u (cm/sec)

héjszerkezetii teljesen porézus
toltet toltet

AT,




Heéjszerkezetl toltetek

Performance of Kinetex Core-Shell Particles

Compared to Fully Porous Sub-2 um and 3 pm Particles

26 - Kinetex 1.7 pm Core-Shell
M Kinetex 2.6 ym Core-Shell
24
" Sub-2 ym Fully Porous
0o | M 3m Fully Porous
20 A
=18

=
(o))
!

Plate Height (um
RS

-1

A OO 00 O
1

Linear Velocity (mm/s)
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Monolitok

1404 e 2. generacios monolit
= 1. generacios monolit
1204
—~100-
=
S 80
=3
< 60
o
5]
40 -
20
0 T T T T T
0 1 2 3 4 5
u (mm/sec)
40~
= 1. generacids monolit
% ® 2. generacios monolit

u (mm/sec)
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Monolitok

a) b) C)

_HLJL Jk I\ J 1 | C— JIL-L

0 6 120 6 120 6 12
t (perc) t (perc) t (perc)

Elvalasztas (100x4,6mm) monolit oszlopon.
F =1 mL/perc; p=18bar a)
F =5 mL/perc; p=85bar b)
F = 9 mL/perc; p=153bar c)

N
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Gradiens elucio

A kromatografias gyakorlatban sokszor el6fordul, hogy az elvalasztani
kivant vegyuletek kromatografias tulajdonsagai nagyon eltérnek egymastal,
ilyenkor az izokratikus elvalasztas nem lehetséges, mert izokratikus rendszerben
a nagyobb megoszlasi hanyadossal jellemzett komponensek nagy retencioval
elualédnak, szélesednek és szinte beleolvadnak az alapvonalba. Az
eluenserfsseég noveléseével viszont a kevésbeé visszatartott komponensek kozott
romlik a felbontas, koelucié johet I|étre. Ezt nevezzuk altalanos elucids
problémanak.




Gradiens elucio

Erre a problémara jelenthet megoldast a gradiens elucio alkalmazasa. A
gradiens elucio alkalmazasaval jelentésen le tudjuk csokkenteni az elemzési iddt
eltér6 kromatografias tulajdonsagu komponensek esetén és elérhetd, hogy
azonos szélességl kromatografias csucsokat kapjunk.

|
.
_>(J'|
-~ O
> ~
00)




Gradiens elucio

Attol faggben, hogy milyen paraméter valtoztatasaval csokkentjuk a
visszatartast, beszélhetunk:

»oldoszer gradiensrol
» hdmersekiet gradiensrol

» pH gradiensrél (peptidek esetén jelentds)

» ionpar kromatografiaban ionpar- (elvi) vagy sé gradiensroél

» szerves vegyulet ioncserés elvalasztasanal oldoszer-, s6- vagy hémeérseéklet
gradiensrdl

Azt a faggvényt, amely szerint valtoztatjuk a paramétert nevezzuk
gradiens alaknak:

a) b) c) d)
B% | B% | B% | “

LR

t t t t
Iépcsé’s b), egyeb fliggveny szerinti (pl. C; = A e") c) és kombinalt d)
VN
EGIS
— 45 &




Gradiens elucio

t

n t<ty<ty<t,

Ut
ol

@

ty

L1,D1 62\_2,D2 " A
L, } = >

0% 101 < a2 t (perc)

adagolas
adagolas

T

|zokratikus elemzés

Az izokratikus rendszer hatékonysaga az un. elméleti tanyérszammal (N) jellemezheto:
2

N =554 e
Wy,

2 AR
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Gradiens elucio

L AMJ]L

Zona kompresszio a gradiens elucidoban

A gradiens rendszer hatékonysaga az un. csucskapacitassal (n) jellemezheto:

IG
N
el | &--

n=1+ —
1,699 -w,,,




Gradiens elucio

B%

4

A

tG
Gradiens elucios technika alkalmazasa.
meres elbtti szakasz a)
az er6sebb mozgofazis 6sszetevé névelése b)
visszaallasi szakasz a kiinduld mozgodfazisra c)
beallasi id6 az uj mérés elbtt d)

N
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2ty
k=1

Gradiens elucio

11ty
k=10

tul er6s az indulé gradiens

tul gyenge az indulé gradiens

L il M L

optimalizalt gradiens




Detektalasi lehetosegek a
folyadékkromatorafianban

HPLC méreseknél a detektort a célkomponensnek
megfelelden kell megvalasztani!

<=_UV/Vis detektalas (UV, PDA, DAD) >

- Fluoreszcenciad detektalas (FLD)

- Torésmutatdo mérés (RI)

- Elektrokémiai detektalas (ED)

- Fényszoérasos detektalas (ELSD)

- Korona kisiilésidtektalas (Corona CAD)
- Tomeg szerinti detektalas (MS, MS/MS)

N
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UV-VIs detektor

HPLC méréseknél a detektort a célkomponensnek megfeleloen kell
megvalasztani. Szamos koziiliikk fényelnyelésen alapszik, mint az UV/Vis abszorbancia
detektor ¢s fotodioda soros (PDA) detektor.

Az abszorbancia detektorok tulajdonsagai az alabbiak:

- A detektor érzékenysége és szelektivitasa valtoztathatdo a megfeleld hullimhossz
beallitasaval.

- Relative nagy ¢érzékenyseg (bar ez fiigg a molaris extinkcids koefficienstol).

- A koncentracio és a detektor jel kozotti Osszefiiggés széles koncentracio
tartomanyban linearis (Lambert-Beer térvény).

- Gradiens programot lehet alkalmazni.

AR
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UV-VIs detektor

Az UV/Vis detektorok elve:

- Ha az adott hullamhosszu fényt egy cellan vezetjiik at, akkor a cellaban levé anyag
a fény egy részét elnyeli. A cellat elhagyo fény intenzitasa Kisebb lesz, mint a
bemendeé.

- A detektor ennek az intenzitas-csokkenésnek (abszorbancia) a mértékét méri. A
mérés kozben a mozgofazis és a minta folyamatosan aramlik at a cellan, a detektor
valos idében rogziti az elnyelést és ezekbdl az adatpontokbol rajzolodik ki a
kromatogram.

- Az abszorbancia az adott komponens koncentraciojatol fiigg, ezért a

crcrs

N
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Az UV-Vis detektor felepitese

Szur0 Rés
UV-lampa
Racs [}
| Detektor :
cella _
e 1 ] —— -_\_____ o
Fotodioda N \/
/\\/
Referencia
dioda

PN



A PDA detektor felepitese

akromatikus detektor . racs

e ]

vis-lampa  UV-lampa szUrd

diddasor

PN



0804

0.704

0604

AU

0.404

AU

Az UV kromatogram

1.00

050

0604

0.40
0.204 1
0.00

150 2.00

250

350 4.00 45

id6 (perc)

3.00

0

0.504

id6 (perc)

AU

0.90

0.80

0.70

060

0.504

0.40

0.304

0.204

010

0.004

P06.2

22000 24000 26000

A (nm)

28000 30000
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Az UV kromatogram

Mindségi és mennyisegi informacid

18.367

- 10.654
DAS IMP CHac - 11.381
DAS IMP 1 - 15.294
DAS [NT 3 - 17.255

(DAS IMP 2)

DAS INT 2 - 5.350

>— DAS IMP CHox - 12.502
>—DAS INT 1-23.120

oo 200 4t Ao 200 1000 120 T o 1600 1800 200 2 2400
Retertion |, __ G
Mame Tlme (uv*sec) % Area ] | ]
(rmin] ooy | ]\ L, 2
DAS INT 2 5 350 16491 007 | el %
(DAS IMP 2) 10654 32095 | 014 | wl |
DAS MP CHac | 11381 50435 022 | | o
DASIMPCHox | 12502 | 26926 | 042 | wowme w w w e w w w \ B e
DAS IMP 1 15.204 45289 | 019 TR
DAS INT 3 17 255 47140 | 020 o
18387 | 23057525 | 9594 -
DAS INT 1 23190 7012 | 012




Az UV kromatogram

0014

0oz

0010

0005

0005

0004

0002

0000

0002

0004

0.008—

0,006

0.004—

0.002—

0002+

0.008—

0.005—

0.004—

0.002—

0.000-

0002

Retention Area
Matme Time (uv*sec) % Area
(i) -
2 {DAS INT 2 9,350 16491 | 007D
220nm ~— —
2 . ) 2 (DAS IMP 2) TG T 014
i @ o : 0 DAS MP CHac | 11,381 50435 022
8 R z S =
2 g 2 g 2 2 DAS IMP CHox | 12502 26026 012
2 5 2
g e DAS IMP 1 15294 | 45789 019
p—
-
“AAAW A DAS INT 3 17 255 47140 020 D
, I 0.20
Tomar | CHGTa2s | 9804
: : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : ‘ DAS INT 1 23190 27012 012
A5 INT 2 5,360 394 | 002
250nm — —
L (DAS WP 23 TITEES T/ & 007
. & 5 = ; DAS IMP CHac 11,383 16025 0.4
g . g 2 R DAS MP CHox | 12,508 15315 010
4 T o 2 s 5
= g & | g DAS WP 1 15290 24730 a7
2 e i —_— ~J
A A5 INT 3 17 257 41451 | 028D
TEag3 | 14621720 | 9920
E[‘ID 10800 12IEIEI 14IEIEI WE‘DD ‘EIEI ED‘DD ZZ‘DD 24‘DD DAS |NT 1 231 QE 5544 I:II:IS
e e
g A5 INT 2 9349 25895 018 D
300nm . —
2 3 . . ; (DAS P 2) TO 6T 16733 01z
. B £ P : - DASMP CHac | 11.384 25643 013
@ - 5 z z
3 § 2 : g g DAS WP CHox | 12.509 16195 0.1
g J DAS WP 1 15292 | 97504 019
— —
DAS INT 3 17 420 D
|
e ——
TEOOT | TAUIETS | 99.03
: ‘ ‘ ‘ ‘ : ‘ ‘ ‘ DA INT 1 23192 25773 013
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Kiralis HPLC




: oy e HN
zlelhetd kiralitas: 7 N

O
H

S-aszparagin (édes) R-aszparagin (keseru)

I
p

Szagolhato kiralitas:

)—C%

/5\

S-limoneén (citrom illat) R-limonén (narancs illat)

N
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12 Tabletten

Conter

Hypnotikum

(S)-Thalidomide (R)-Thalidomide O
teratogén nyugtato .
N O
@ {0
O O

ICH HARMONISED TRIPARTITE GUIDELINE

SPECIFICATIONS: TEST PROCEDURES AND ACCEPTANCE CRITERIA
FOR NEW DRUG SUBSTANCES AND NEW DRUG PRODUCTS:
CHEMICAL SUBSTANCES
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Enantiomer elvalasztasi lehetbségek

biotranszformacio
aszimmetrikus katalizis

N

folyadék-folydék
extrakcio

membranok

enantiomer elvalasztasi

Szenzorok (€

technikak
kristalyositas
kapillaris v
elektroforézis kromatografia

N
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Kromatografias elvalasztasi modszerek az optikailag aktiv izomerek elvalasztasara

szuperkritikus fluidum kapillaris
kromatografia (SFC) elekktrokromatografia (CEC)

N

gazkromatografia (GC)

kromatografias
technikak

A4

folyadékromatografia (LC)

ellenaramu
kromatografia (CCC)

szimulalt mozgodagyas
kromatografia (SMB)

N )
vékonyreéteg nagyhatékonysagu
kromatografia (TLC) folyadékkromatografia
(HPLC)

1\ VN



A folyadékkromatografia a modszerek konnyl valtoztatasa, a sok eltéré jellegi
kolonna valaszthatésaga miatt az optikailag aktiv anyagok egyik f6 elvalasztasi
modszere. Barmilyen kromatografias modszernél az elvalasztas alapja a
diasztereomer par képzés a vizsgalt vegyulet és a szarmazékképzd, illetve az
alléfazis vagy a mozgofazis optikailag aktiv komponense kozott. Az optikal
izomerek elvalasztasara alkalmazhaté kromatografias modszereket két f6 tipusba
lehet sorolni:

- kozvetett (indirekt)

- kozvetlen (direkt) meghatarozas.

Torténetileg a kozvetett meghatarozas alakult ki el6szor. A kozvetett meghatarozas
soran az enantiomerek elvalasztasat diasztereomer elvalasztasra vezetjuk vissza,
akiralis kozegben, a kolonna el6tti szarmazékképzéssel, amit ,precolumn’
technikanak is neveznek.

Kozvetlen meghatarozas soran a kiralis molekulakat kiralis kozegben valasztjuk el,
igy lehet az allo- vagy a mozgofazis kiralis. Tehat az elvalasztandd enantiomerek
eltéré kolcsOnhatasa az alléfazissal, illetve a mozgofazisba tett kiralis szelektorral

szabja meg az elvalasztast.
=N
el | C--



Kozvetlen (direkt) meghatarozas

- Az elvalasztandd vegyulet és a szelektor kozott akkor jon létre a stabilis
kapcsolat, ha az elvalasztanddé molekula legalabb harom ponton tud kotédni.
Ezt az ugynevezett harompontos kotdédés modelljét Dalgliesh irta le el6szor
1952-ben és a mai napig ez az elmélet a legelfogadottabb a minta és a
szelektor kozotti kdlcsOnhatasok értelmezéseére.

- A 80-as evekben Pirkle és Pochapsky a modellt ugy modositotta, hogy a harom
kolcsonhatas kozul legalabb egynek sztereoszelektivnek kell lennie.

— A
- > B'} D (+)-enantiomer
5 C'

(-)-enantiomer
—




A kbzvetett és kbzvetlen kiralis folyadékkromatografias modszerek 6sszehasonlitasa

El6nyok
Kbzvetett modszerek Kozvetlen médszerek
Az elvalasztas altalaban egyszer(ibb, a felbontas nagyobb. A kiralis szelektor enantiomer tisztasaga nem Kkritikus.
Az elucios sorrend kovetkeztethet6 illetve megfordithatd Az enantiomerek azonos molaris abszorbanciaval
(antipod reagens). rendelkeznek.
A detektalas also hatara csokkenthetd. Racemizacio nem val6szinl az analizis soran.
Az akiralis kolonna olcsébb. Funkcids csoporttal nem rendelkezd racematok is

elvalaszthatdk.
A médszerfejlesztés kevesbé idbéigényes.
Preparativ célra is hasznosithato.
A szelektivitas novelhet6 (elbtisztitas).

A hémérséklet valtoztatasa gyakran kedvezé az elvalasztas
szempontjabdl.

Egyszerl mintael6készités és kromatografalas.
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A kbzvetett és kbzvetlen kiralis folyadékkromatografias modszerek 6sszehasonlitasa

Hatranyok
Kozvetett moédszerek Kozvetlen médszerek
A szarmazékképz6 enantiomer tisztasaga kritikus. Az elméleti tanyérszam altalaban kicsi.
A képz6dott diasztereomerek molaris abszorbanciaja A deszorpcio kinetikaja egyes esetekben igen lassu.

kulonbozhet.
Az elucios sorrend és a kiralis kdlcsonhatasok mibenléte nem
A szarmazékképzés soran racemizacio tisztazott.

|éphet fel.
Nincs altalanosan hasznalhato6 kolonna.
A reagens feleslege és a melléktermékek zavar6 csucsként
jelentkezhetnek. A kiralis kolonnak rendkivul érzékenyek a munkakoralmények
valtoztatasara.

Az enantiomerek visszanyerése tovabbi miveleteket igényel.
Draga az alléfazis.
A szarmazékképzés idbigényes lehet.

L,




Kiralis allofazisok felosztasa

All6fazis tipusa

Szelektor

Fébb kolecsonhatasok

Ligandum cserés

aminosav-fém komplex

komplexképzédés

Donor-akceptor
(Pirkle-tipusu)

n-savas, n-bazisos csoportok

n-1t €s dipol

Polimer

modositott celluloz és amiléz

polaris és diszperzios

ciklodextrinek

zarvanykomplex-

V. Zarvanykomplex kiralis koronaéterek képzés,
Makrociklusos elektrosztatikus, H-
V. o makrociklusos glikopeptid hid, n-rt, hidroféb,
antibiotikum -
sztérikus
: . , : . ionos, polaris, -t és
VI. loncsere-alapuak anion-, kation és “zwitter-ion” alapuak . - o
sztérikus
VII. Fehérje természetes fehérje ionos és hidroféb
lektiv szorbens (pl.: szerves
VIII. Molekulalenyomat S2EISKAV 82 (pl.: szerv sztérikus

molekula, makromolekula, sejt)
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Kiralis kromatogram

O\/\\o
Bisoprolol \|/ /\@O/\V\”J\
OH

App ID 17319

mAl -
w0 Lux™ 5 um Cellulose-1
1 a=1.74
200 —
[V ———
0 2 4
mAL
400 —
200 —
o =F=

2
I <

App ID 17320

Conditions for both columns:
Dimensions: 250 x 4.6 mm
Mobile Phase: 0.1 % Diethylamine in Hexane /
0.1 % Diethylamine in Isopropanol (80:20)
Flow Rate: 1 mL/min
Detection: UV @ 220 nm
Temperature: Ambient




Kiralis allofazisok
Ciklodextrinek

&% [OH] 5y
Ho Q {2, HO
HO f6ls6 gyuru
< OH
HO OH
Ho'\ °
HO
HO n

O HO
0 (~0 OoH
HO n a-ciklodextrin n=0, m=6

B-ciklodextrin n=1, m=7
y-ciklodextrin n=2, m=38

N
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Kiralis allofazisok
Ciklodextrinek

0,78 nm _ . 095nmtm

0,57 nm =

<> <
a-CD B-CD

T

wu 8.0




Kiralis allotazisok
Ciklodextrinek

ﬁv + o

AR
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Poliszacharid alapu allofazisok

R

, N
celluloz 0

CHjy
I /@
R)J\N CH
H 3

ci
o
R)I\N
H
CH,

cl
CHy
0
R)I\N
H

Kiralis allotazisok

CH,
Cl
o
RJ\N
H

3,5-dimeti|—1"enil- 5-Kl6r-2-metil-fenil- 3-klor-4-metil-fenil- 4-k|0r-3-meti!-feni|-
karbamat karbamat karbamat karbamat
o] CHjy cl
8 ! Q |
IO |
R N
H R
)\O i u I R)j\u . )kﬂj\
3-klor-fenil- CHy
(S)-alfa-metil-benzil- ren 3,5-diklor fenil-
karbamat

karbamat

. 4-metil-benzoat 7
karbamat AR
&LEGIS




Kiralis allotazisok

Poliszacharid alapu allofazisok

Lux i-Cellulose-5

Cellulose tris(3,5-
dichlorophenylcarbamate)

CH,

e

NH

o<

0

i

Lux Amylose-1

Amylose tris(3,5-
dimethylphenylcarbamate)

Cl

Lux Cellulose-2

Cellulose tris(3-chloro-4-
methylphenylcarbamate)

PN

H,C- %
OI H
e

Lux Amylose-2

Amylose tris(5-chloro-2-
methylphenylcarbamate)

CH,

o)
0O

‘ﬁ!‘

Lux Cellulose-3

Cellulose tris(4-methylbenzoate)

CH,

H,CQ
H

o~
A

Lux Cellulose-1

Cellulose tris(3,5-
dimethylphenylcarbamate)

CH,

0. NH

0]

——

Lux Cellulose-4

Cellulose tris{4-chloro-3-
methylphenylcarbamate)



Lancvég
3,5-dimetil-fenil-
karbamat
5-Kklér-2-metil-fenil-
karbamat
3-klér-4-metil-fenil-
karbamat
4-klor-3-metil-fenil-
karbamat
(S)-alfa-metil-
benzil-karbamat

3-klér-fenil

3,5-diklor-fenil

4-metil-benzoat

Kiralis allotazisok

Poliszacharid alapu allofazisok

Gyarto
Tipus
amiloz
celluloz
amiloz
celluloz
amiloz
celluléz
amiloz
celluloz
amiléz
celluloz
amiloz
celluloz
amiloz
celluloz
amiloz

celluloz

Phenomenex (Lux)

boritott
Amylose-1
Cellulose-1
Amylose-2

Cellulose-2

Cellulose-4

Cellulose-5

Cellulose-3

immobilizalt

Chiral Technologies (Daicel)

boritott
Chiralpak AD
Chiralcel OD
Chiralpak AY
Chiralpak AZ
Chiralcel 0z
Chiralcel OX
Chiralpak AS

Chiralcel OJ

immobilizalt
Chiralpak 1A
Chiralpak 1B

Chiralpak IF
Chiralpak 1D
Chiralpak IE
Chiralpak IC

YMC (Chiral Art)

boritott
Amylose-C
Cellulose-C

v

immobilizalt
Amylose-SA
Cellulose-SB

Amylose-SE
Cellulose-SC

o
EGIS
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Kiralis allotazisok

IToncseréelo kiralis allotazisok

803
ionos
kolcsonhatasok
80/7/7

H3N

MeO

HO

N kolcsonhatasok
mT—T
kolcsonhatasok
el | C--



