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A folyadékkromatografia (HPLC)
szerepe a gyogyszeriparban

- Qyogyszerhatdanyagok €s -készitmeények hatoanyagtartamanak
meghatarozasa.

- Qyodgyszerhatdanyagok €s -készitmenyek tisztasdganak ellenOrzése.

- Gyogyszerhatoanyagok oldhatosaganak ¢s gyogyszerkészitmeények
kioldodas vizsgalatanak analitikal timogatasa.

- Gyarto berendezések tisztasaganak ellenOrzese.
- Teljes szintézisut kovetes.

- Kornyezetvédelmi és munkabiztonsagi mérések.
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A HPLC felepitése
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A HPLC felepitése

Modern folyadékkromatografias rendszer
a) mozgofazis

b) gazmentesito

C) nagynyomasu szivattyu

d) automata mintaadagolo

e) kolonna-termosztat

f) detektor

g) vezerlo és adatgylijtdé szamitogep

g)




Az allofazis (kolonna)

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

Time Zero
Mobile Phase >

Analyte Bands

Time +10 Minutes 1,__
Mobile Phase — Y
‘ L.
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HPLC Column Flow Cell

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

Elnevezés Alléfazis Mozgdbfazis
normal fazisu folyadékkromatografia - -
(NP-HRLC-NPEE) - polarisabb apolarisabb

<’§d|’tott fazisu folyadékkromatografia apolarisabb olarisabb
RR-HPLC, RPLC) i i
forditott fazisu ionpar-folyadékkromatografia e polazsabb
RP-IP-HPLC, RP-IP-L
( < ©) hidroféb ion
hidrofil kdlcsdnhatasi kromatografia (HILIC) polarisabb kevésbé polaris

ioncserés nagyhatékonysagu kromatografia (IEC, IE-PLC)

ionos

puffer, vagy ion tartalmu viz és
szerves olddszer

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

apolaris, nagy porus
atmérgja

szerves oldoszer

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

polaris, nagy porus
atmérgja

puffer

hidroféb kolcsdnhatasi kromatografia (HIC)

meérsékelten apolaris

negativ sogradiens
(2-4 mol/L)

7\

Optikai izomerek elvalasztasa (kiralis)

kiralis szelektor

allofazis tipusatol fliggden:
NP /RP / PO
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Az egyes folyadékkromatografias modszerek
alkalmazhatésaga a vegylletek jellege szerint

Modszer Vegyulet jellege Kizaré ok
NPLC Eresen e E;Zf,igée!:ga,nr;i;\;zkpoléris csoport a vegyuletben, nagy
RPLC apoloraris ionos jelleg kis apolaris résszel, nagy polaritas
RP-IP-LC lonos nem ionos vagy nem ionizalhato
HILIC nagy polaritasu, ionos apolaris, és ionos allapotba nem hozhaté
IEC lonos nem ionos vagy nem ionizalhato
SEC/GPC apolaris polimer polaris polimer ionos vagy ionizalhat6 csoporttal
SEC/GFC biopolimerek apolaris polimerek
HIC biopolimerek kis molekula
Kiralis optikai izomerek
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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

»

e

C,sszenlanc
HsC vizsgalandé
I molekula

utoszilanizalt csoport

szilikagél

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

» Jellemzb mozgodfazisok az RP-ben

UV cut-off Refraktivindex Viszkozitas Forraspont Polaritas

Oldoszer (nm) (20°C) (cP) ¢c) )

[ Acetonitril 190 1.3441 0,38 81,6 5T|
Dioxan 215 14224 137 101.3 45
Etanol 210 1,3614 1,20 78,0 h.a.

| Metanol 205 1,3284 0,55 64,7 51 |

_2-Propanol | 205 __AsTr2 - 240 823 39 _

MTetrahidrofuran 212 1,4072 0,55 66,0 4.0 |

[ Viz 190 1,3330 1,00 100,0 10,2 |
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Vizsgalando anyagok csoportba sorolasa

Kromatografias szempontbdl a vegylletek négy csoportra oszthatok:

» kromatografias szempontbdl semleges vegylletek, a) és b) csoport
» a) csoport: aromas és alifas szénhidrogének, halogénezett aromas
és alifas szénhidrogének
v nem sziiksége pH kontroll

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

» savas jellegl funkcios csoportot tartalmazo vegyuletek
v" pH konroll sziikséges

» bazikus funkcios csoportot tartalmazoé vegyuletek
v' pH konroll sziikséges

» ionos vagy ionizalhato vegyuletek
v' pH konroll sziikséges

N



Savas jellegl funkcios csoportot
tartalmazo vegyuletek

A
<l a b)
lonvisszaszoritasos
kromatografia '
o
o

O)KOH




Bazikus funkcios csoportot
tartalmazo vegyuletek

a) C) b)

lonvisszaszoritasos
kromatografia

=
on

teljes ionizacié




pH hatasa a folyadekkromatografias

elvalasztasra

Benzoic acid
benzoesav pK, = 4,2 (logP 1,89)
Aniline
Toluene 0.05 AU lonvisszaszoritott forma (pK, -2)
pH < 2,2
pH=9.7 lonos forma (pK, +2)
k-] pH > 6,2
\
Joluene anilin pK, = 4,6 (logP 0,94)
|
lonvisszaszoritott forma (pK, +2)
Benzoic acid
o pH > 6,4
Aniline
pH=2.0 lonos forma (pK, -2)
) pH<2,4
0.0 1.'0 2.'0 3.'0 4.'0
Time/min
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Mozgofazissal szemben tamasztott
kovetelmenyek

> tisztasagi kovetelmeény:
» alehetd legtisztabb olddszert kell hasznalni
» az olddszer nem tartalmazhat szilard anyagot
> jo UV-fény ateresztokepesseg (UV cut-off)
» Kkis viszkozitas
» a mintakomponenseknek jol kell oldédniuk a mozgoéfazisban

> Kkis toxicitas

» modszer specifikus kovetelmény, hogy a mozgofazisnak polarisabbnak
kell lennie, mint az allofazis fellulete
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viszkozitas (cP)

Mozgofazissal szemben tamasztott
kovetelmenyek

— 3
A

H

2-propanol
— 2

etanol
— 1

viz -

viz -

viz -

viz -

metanol
acetonitril

0

1 I I I |
50 100
szerves oldoszer tartalom (viv%)
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Mozgofazissal szemben tamasztott

kovetelmenyek
elucios ero >
viz — metanol — acetonitril — etanol — 2propanol — tetrahidrofuran
< szelektivitas

metanol

= = x
—_ 3¢ w
N NN

acetonitril

tetrahidrofuran

WV

(PSZGWGS
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Mozgofazissal szemben tamasztott
kovetelmenyek

Nehany vegylilet pK, értéke vizes kbérnyezethen.

Puffer PK; pH tartomany UV cut-off
Trifluorecetsav <2 <25 210nm (0,1%)
Foszfat (pKi) 21 1,1-3,1 < 200nm (10mM)
Citrat (pK4) 3.1 21-41 230nm (10mM)
Formiat 3,8 28-48 210nm (10mM)
Citrat (pKz) 47 3,7-57 230nm (10mM)
Acetat 4,8 3,8-58 210nm (10mM)
Citrat (pKs) 54 44-64 230nm (10mM)
Karbonat (pKy) 6,4 54-74 < 200nm (10mM)
Foszfat (pKy) 7,2 6,2-82 < 200nm (10mM)
Trietanolamin 7.8 6,8-88 200nm (10mM)
Tris 8,3 73-93 205nm (10mM)
Dietanolamin 8,9 79-99 200nm (10mM)
Ammodnia 9,2 8,2-10,2 200nm (10mM)
Etanolamin 95 85-105 200nm (10mM)
Karbonat (pK;) 10,3 9,3-113 < 200nm (10mM)
Dietilamin 10,5 95-115 < 200nm (10mM)
Trietilamin 11,0 10,0 -12,0 < 200nm (10mM)
Foszfat (pKs) 12,3 11,3-13,3 < 200nm (10mM)

0,9

0,6
0,5

S

0,20M

0,10M

0,05M

4,0

>
80 pH

A pufferkapacitas valtozasa a pH-val
és a koncentracioval foszfat puffereknél.
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Mozgofazissal szemben tamasztott
kovetelmenyek

400 ml
H2O

600 ml
MeOH

i s | i

E 0.4 mi/min
E H k —= 0.6 mi/min
| 3
' HJO
EL Me[DH
: | :
1 1 !
1 1 1
: : f
) ]
. : :
| | I
: : :
| | | |
4 8 12 16

Kaélium-foszfat (pH=7,0) oldhatosaga kiilonbézé
osszetételli viz-szerves oldbszer elegyekben.

%B MeOH AcN THF

50 > 950 mM > 50 mM 25 mM
60 > 50 mM 45 mM 15 mM
70 35 mM 20 mM 10mM
80 15 mM 5mM <omM
90 5 mM 0 mM 0

Kilénbdz8 pufferek oldhatdosaga
kllonb6z6 Gsszetételll viz-acetonitril elegyben.

ammoénium- ammonium- kalium- ammoénium-  kalium-

%B acetat foszfat foszfat foszfat foszfat

pH=50 pH=3,0 pH=3,0 pH=70 pH=T,0
€0 > 50 mM > 50 mM > 50 mM > 50 mM 45 mM
70 > 50 mM > 50 mM > 50 mM 25mM 20 mM
80 > 50 mM 35mM 20 mM 5mM 0mM
90 25 mM smM 0mM 0mM 0mM
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All6fazissal szemben tamasztott kdvetelmények

IS TS S IS (R S R levego
szilard
Si Si Si Si Si S
107 T N0 T N o o N
0] O @ O 0] O
Si Si Si Si Si Si
07T N0 T T o o N
0] O @ O 0] O
Si Si Si Si Si Si
07T o T T o o N
] N o szabad szilanol csoport a)
A porozus szilikagél jellemzéi: szabad fémion b)
] ] ] o geminalis szilanol csoport ¢)
» az atlagos porusatmero: d, fémion altal aktivalt szilano Icsoport d)
> a fajlagos feliilet: As dezaktivalt szilanol csoport e)
> a fajlagos pérustérfogat- V vicinalis szilanol csoport f)
P
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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 szilikageélek, fémiontartalom: < 1 ppm

A Hypersil forditott fazisu toltetcsalad fémion tartalma.

) Fe Na A Mg Ti Ca Kk  Osszes
Kolonna toltet femtartalom
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Hypersil ODS 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
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Allofazissal szemben tamasztott kovetelmények

@)

—Si—OH ——5i—OH

0< ............ CHa D< TH3

- HCI
Sl—GH + Cl*—SI —C,gH37 Si O0—S8i—C,gHa37
/o S |
CH CH

\ : \ 3

—Si—O0OH

Feluletmodositas monofunkcios klor-szilannal

szabad szilanol csoport

szilikagél

C,sszénlanc
H3C vizsgalandé

I molekula \

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

utészilanizalt csoport
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All6fazissal szemben tamasztott kdvetelmények

A hidroféb (apolaris) felulet a forditott fazisu folyadékkromatografias
elvalasztasoknal elsddleges 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 kategdériaba
sorolhatjuk:

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

Utdszlanizalasi reakcio trimetil klor-szilannal

CI\S_/CHg

I
| “CHj
CHj
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All6fazissal szemben tamasztott kdvetelmények

Legfontosabb a megfeleld allofazis kivalasztasal

1.0 2.0 3.0 4.0 1.0




Specialis modositasu allofazisok

a) b) '

0-Si-C18 0-Si-C18

OH / H,0' OH >
0-Si—-C18 O0-Si—-C18
szilikagel
alacsony
pH tiré
<—» apolaris (hidroféb) kh.
a) b) . . °) < polaris (hidrofil) kh.
M CfEN Kontrollalt polaritast (embedded) alléfazis.
F
I t OH I ’ t Py /'@fo
0/ CEN“ /O

<4—p apoléris (hidroféb) kh.
< polaris (hidrofil) kh.
<4—» - kh.

Nem alkil médositasu forditott fazist allofazisok.

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




Modern szilikagél alapu allofazisok

teljesen pordézus 2um
szemcseatmeéré
alatti toltetek

— belsé mag *

pordzus réteg

héjszerkezet( toltetek




Teljesen porézus 2um szemcseatmero

H

(Mm) 18

alatti toltetek

20

16
14
12 -
10

o N A O @

0 04 0,8 1,2 1,6 1,0
u (cm/sec)

(D Ay £ = +fz(k)”

Dy,
O o)
Darcy- torveny _ &eGis
-




AU

AU

Teljesen porézus 2um szemcseatmero
alatti toltetek

L=5cm
Csokken
L
. . . oty =—(1+k)
0 2:5 5 7.5 10 12.5
: u l
|25 om l Allando
NG

0 25 5 7.5 10 12.5

retenciés idd (perc)
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Teljesen porézus 2um szemcseatmero
alatti toltetek

Gyors elvalasztasok | ’N Nagy felbontas

N =10°000 N = 90°000
t.ha< 20 Min (=10

t...< 2 perc (=io

ana




Specialis készulek kialakitasok

HPLC rendszer UHPLC rendszer

Alkalmazhat6
bemend nyomas

Y 400 bar >1000 bar

Kolonnan kivuli
variancia

>50 pL2 <10 pL2

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

B . -




Specialis készulék kialakitasok

. _Magas nyomas( gradiens Se——
mixer

dwell ) , ,
volume A szivattyu (pumpa) utan kever

controller

ﬁ% (annyi pumpa kell ahany
aEmma:.. — olddszert keverlnk)
. injector Kis késési térfogat

column

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

dwell . _
SRS okt Alacsony nyomasu gradiens

Sontrolier e 2 ‘ injector A szivattyu (pumpa) el6tt kever

Nagy késési terfogat

column
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http://www.sepscience.com/images/Articles/HPLCSol/02/Figs-1.jpg
http://www.sepscience.com/images/Articles/HPLCSol/02/Figs-1.jpg

Késleltetesi térfogat (dwell volume, V)

controller g .T

J m:‘ pumps

a==m=.,

column

proportioning

controller valve

pump

column

dwell
volume

dwell
volume

injector

4
B%

100 ¢

VD [mL]— tD [perc] x F [mL/perc]



http://www.sepscience.com/images/Articles/HPLCSol/02/Figs-1.jpg
http://www.sepscience.com/images/Articles/HPLCSol/02/Figs-1.jpg

Késleltetesi térfogat (dwell volume, V)

7 9
a) ) AJL Vp=0,5mL
1 4 : g
10 11 12
. M“R AJ\ A A
9

5+6
7

b 2 _
) 1 4“\ Vy=0,3mL
8
3 10 1 12
o ‘mA ,m AJ\ A A A |

6
) 1 ' 2 Vy,=0,1mL
1
3 1 12
~ Ui . : | - A .
0,5 1,0 1,5

2.0 3,0 35 t(perc)
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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 »"‘ . .' 2 | latsz6lagos
Jt0t8.| CG | _t_ G 0% 01 A
[ \ valédi - !
I InJelg'ggr .Detektor vezetékek
: “ ol 2 h' 2 *s * 2.¢ R .

V? -V:-l—ﬂk): 2 sV AV : | "
2 ' ; — v =Vinj d o r :F
Ocol = r :&_9’ ( - ) GeXt _Kinj = + Kcell’*"'i'(‘a'lt_":-2-2.]:2 g T AL L
I\|col I\Icol 12 12 A 7.6-D

oszlopon kiviili térfogatok

pumpak N G
Injektor
vezeték vezetek ﬁvezetek ext 0)
B i gk (3 <10%
oszlop detektor - tot

Mozgo6 fazis

mixer adatgyiijtés
oszlop térfogat
&esis
-



HETP (um)

Kolonnan kivuli terfogatok
(extra column volume, V., 0%,

14
f Allofazis: 50x2,1mm Kinetex C18, 1,3um UPLC:R¢>2,5
121 |°
10 -
h (4
8 | ¢ o
E \\ © o o o o o o
6
] N=15500 Waters Acquity UPLC
4 ] N:1820(\) / Waters Acquity I-Class /
2
0- ‘




Hejszerkezetl toltetek

TOmoOr mag
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Hejszerkezetl toltetek

Performance of Kinetex Core-Shell Particles

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

26 - Kinetex 1.7 pm Core-Shell
o4 M Kinetex 2.6 ym Core-Shell
| I Sub-2 pm Fully Porous
2o | M 3 m Fully Porous
20 A
€18 -
=
= 16 1
i)
% 14
5 12
E /
10 A
8 - L —
o - -
4 |
0 2 4 6 8

Linear Velocity (mm/s)
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Hejszerkezetl toltetek

Kinetex 5 um

Kinetex 2,6 pm

o Kinetex 1,7 ym ...

® Kinetex 1,3 pm




Hejszerkezetl toltetek

E 50x2,1mm, 1,8um
3 HSSC18

1 (teljesen pordzus)

1 50x2,1mm, 1,7pum

1 Cortecs C18
1 (héjszeri)

] Cortecs 1.6 um ~68%
i 50x2,1mm, 1,6um

Kinetex C18
; (héjszeri)
Aktiv réteg aranya:
Kinetex 1.7 pm ~61%
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Monolitok

e 2. generacios monolit
= 1. generacios monolit

40+

T T T T T

1 2 3 4 5
u (mm/sec)

= 1. generaciés monolit
® 2 generaciés monolit




Monolitok

a) b) C)

_HLJL I\ } _dJLJk_L_ 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)
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Monolitok

vdw| €85V

Hdw| 625°¢€
/
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1.0
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\
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/
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1.0
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_—
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\
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/

ﬁ suldipojlwy S60°2

I

dw Now.w
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1.0

Time (min)

Time (min)
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HETP (um)

40.00

35.00 -

30.00 -

25.00 -

20.00 -

15.00 -

10.00 -

5.00

0.00

Monolitok

100x4,6 mm kolonnak osszehasonlitasa

,2hagyomanyos” HPLC rendszerben

® Gemini-NX 3u
Kinetex 2,6u
+ |. generaciés monolit

4 1l. generacids monolit

0.000

3.000 4.000 5.000 6.000
u (mm/sec)
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p (bar)

Monolitok

100x4,6 mm kolonnak osszehasonlitasa
,2hagyomanyos” HPLC rendszerben

250 -
200 -
150 - Gemini-NX 3u
Kinetex 2.6u
100 - ¢ |. generaciés monolit
1. generaciés monolit
50 -
O -+ T T T T T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5

Flow Rate (mL/min)
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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.




Gradiens elucio

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

» homerseklet gradiensrol
» pH gradiensrél (peptidek esetén jelentds)
» ionpar kromatografiaban ionpar- (elvi) vagy sé gradiensroél

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

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

d)




Gradiens elucio

n t<ty<ty<t,

=t
ol

ty

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

8% 1p1 < %22 t (perc)

adagolas
|

adagolas
|

e

|zokratikus elemzés

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

N =554 e
Wy,
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Gradiens elucio

L) M\AJ!L

Zona kompresszio a gradiens elucioban

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

IG
-
el C--

n=1+ S
1,699 -w,,,




Gradiens elucio

B%

A~
w

ts
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)

P N
EGIS
— ‘



Gradiens elucio

:a) t|IV| 2tM 11ItM
! k=1 k=10

tul er6s az indulé gradiens

tul gyenge az indulé gradiens

] il ﬂ‘\ L

optimalizalt gradiens




Detektalasi lehetoségek a
folyadékkromatorafianban

HPLC méreseknél a detektort a célkomponensnek
megfelelden kell megvalasztani!

<=__UV/Vis detektélas (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)
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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.
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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
bemenoe.

- A detektor ennek az intenzitas-csokkenésnek (abszorbancia) a mértékét méri. A
mérés kozben a mozgofazis ¢s 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
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Az UV-Vis detektor felépitése

Szuro Rés
UV-lampa >
Racs
Detektor
l] cella ]
Fotodi6d ‘
otodioda \\/ Tiikor
7

Referencia

dioda
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A PDA detektor felepitése

akromatikus detektor ’ racs
lencse res
cella
TN |
@ gl e £

holmium
vis-lampa  UV-lampa szUrd

diddasor
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Az UV kromatogram
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Az UV kromatogram

Mindségi €s mennyis€gi informacid

- 10.654
DAS IMP CHac - 11.381

DAS INT 2 - 9.350
(DAS IMP 2)

>— DAS IMP CHox - 12.502

DAS IMP 1 - 15.294

DAS [NT 3 - 17.255

18.367

>—DAS INT 1-23.120

T
14.00
Minutes

A

i w00 000

T
18.00

T
24.00

02

mom 0
67190800023 a0

Retgntiu:un Area
Mame Tm;na (UvAsen) % Area
[mim)

DASINT 2 9.350 16491 n.ar

2 | (DAS IMP 2 10634 32895 014
3 | DAS IMP CHac 11 381 a0435 022
4 | DAS IMP CHox 12502 26926 01z
S| DAS IMP A 15294 45289 014
B | DASIMNT 3 17295 47140 020
¥ 18387 | 23057525 95.94
8 | DASIMNT 1 23190 27rmz2 01z
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Az UV kromatogram

0014

0.mz-

0010

0.005-

0.006-

0.004-

0.002-

0.000

0002

0,004

0.008—
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0.002—

0000
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(mimy |
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220nm ~— —
z ) ) 2 (DAS IMP 2) TS T 014
i f L . ; DAS IMP CHac | 11381 50435 022
2 - 5 S =
2 g 4 g 2 2 DAS IMP CHox | 12502 26926 012
5 5
g & DAS IMP 1 15 2094 45289 019
—]
MAAE DS INT 3 17 255 47140 020 D
| )20 |
TEmoT | THnTeas | 9604
: : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : DAS INT 1 23190 27012 012
A5 INT 2 9360 394 | 002
250nm — —
L (DA IMP 23 TS TG 007
. £ 5 & ; DAS IMP CHac 11363 16025 0.4
B e . 2 @ DAS MP CHox | 12,508 15315 010
£ g & J 2 DAS MP 1 19000 | 24730 017
@ (=1 =} —
D.i A5 INT 3 17 257 41451 0.28 )
. - 028
TEag3 | 14621720 | 9020
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= i i
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z Tt 5 £ =
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Kiralis HPLC




Kiralitas: enantiomerek

Vegyliletek, | i |
amelyek tiikdrképiikkel nem azonosak: H':,\?C\COOH i HOOC/C.{','\l i
egymassal fedésbe nem hozhaté tikorképek
= enantiomerek
azonos: - a legtobb fizikai tulajdonsag
(olvadaspont, szin, oldhatésag, UV elnyelés barmely hullamhosszon, ...)
- kémiai reakciok nemkiralis reakciopartnerrel
eltéré: kOlcsOnhatas masik kiralis szerkezettel !

- igy példaul az él6 szervezet épitéelemeivel

Két, kulonbozdnek tekintendd vegyulet !
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Kiralis toxikologia

OH W

izlelhetd kiralitas:

I
o
’ o

HN H H NH,
S-aszparagin (édes) R-aszparagin
(keser()

Szagolhato kiralitas:

s

S-limonén (citrom R-limonén (narancs illat)
illat)
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Kiralis toxikologia

OH 10 fuggetlen kiralitascentrum
HOI/\““‘\OH 210 = 1024 lehetséges konfiguracid, 1024 sztereoizomer
O
OH

megkulonboztetett, szamunkra fontos (,jé enantiomer”):

- eutomer, 1 db

természetes LUkorbéli i e . ,
laktoz lakt6zZ” ehhez képest, pontos tikorkép (,rossz enantiomer”):

- disztomer, 1 db

nem tukorkép, de nem is azonos
- diasztereomer, 1022 db

A diasztereomerek mar akiralis rendszerben is elval(hat)nak!

akiralis kolonnan elvi maximum: 512 csucs (mindegyikben egy tukorképi par)
kiralis kolonnan elvi maximum: 1024 csucs
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Kiralis toxikologia

Box 1 | The thalidomide tragedy: the myth of a missed opportunity

The thalidomide tragedy of 1961 is alandmark in drug regulation. Thalidomide is a racemate — of a glutamic-acid
derivative — and in 1984, in the foreword of a book about X-ray crystallography'®, the following statement appeared:
“The thalidomide tragedy would probably never have occurred if, instead of using the racemate, the (R)-enantiomer had
been brought on to the market. In studies ... it was shown that after i.p. administration only the ( §)-(—)-enantiomer
exerts an embryotoxic and teratogenic effect. The (R)-(+)-enantiomer is devoid of any of those effects under the same
experimental conditions”. This quote has been widely used subsequently, and was even alluded to in the citation for the
2001 Nobel Prize in Chemistry, which was awarded to Knowles, Noyori and Sharpless for the development of catalytic
asymmetric synthesis, and has had a great impact on the development of new drugs'*'.

Regrettably, the proposal that the thalidomide tragedy could have been avoided if the single enantiomer had been used
is misleading, for two reasons. First, it is based on unreliable biological data: the studies purporting to show that (S)-(-)-
thalidomide is more teratogenic were in the mouse — a species that is generally regarded as unresponsive — and involved
very high doses'*. However, earlier work in the rabbit, the species that is most sensitive to thalidomide, showed clearly the
equal teratogenic potency of its enantiomers'*, Second, the chiral centre in thalidomide is unstable in protonated media
and undergoes a rapid configurational inversion'™,

So, the individual enantiomers of thalidomide are both
inverted rapidly to the racemic mixture and also

degraded rapidly by opening of the glutarimide ring — ,;’\\
processes that occur faster in vivo than in vitro'®, O*‘g/"'yf:-f'
Therefore, even if there were differences in the toxicity H N—y¢

of the enantiomers of thalidomide, their rapid 0
racemization in vivo would blunt them such that they 07 “N” S0

could not be exploited. This case shows the importance H

of considering data in full and not leaping to (R)-(+)-Thalidomide

conclusions, however tempting these might be.

Agranat, I., Caner, H., Goldwell, J. Nature Reviews Drug Discovery 2002, 1, 752-768
(p.757)

(S)-Thalidomide

teratogén

(R)-Thalidomide

nyugtatoé

12 Tabletten

Conterga

Hypnotikum




Enantiomer elvalasztasi lehetésegek

biotranszformacio
aszimmetrikus katalizis

N

folyadék-folydék
extrakcio

membranok

enantiomer elvalasztasi

Szenzorok (€

technikak
kristalyositas
kapillaris v
elektroforézis kromatografia
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Enantiomer elvalasztasi lehet6segek

100

an - lﬂ-ll}

80 -

70 -

60 - GC
50 -

40

30 HPLC

207

Percentage of ee determination methods

10

DJ!IHEI gic

95 97 99 01 03 05 07 10 12
Year

Shen, J., Okamoto, Y. Chem. Rev. 2016, 116, 1094-1038
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lzomerek elvalasztasara

gazkromatografia (GC)

szuperkritikus fluidum
kromatografia (SFC)

kapillaris

elekktrokromatografia (CEC)

N

kromatografias
technikak

\ 4

folyadékromatografia (LC)

szimulalt mozgodagyas
kromatografia (SMB)

ellenaramu
kromatografia (CCC)

N

~

vékonyréteg
kromatografia (TLC)

‘

nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia
(HPLC)

Kromatografias elvalasztasi modszerek az optikailag aktiv
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Folyadékkromatografias modszerek az optikailag
aktiv izomerek elvalasztasara

A folyadékkromatografia a modszerek konny( valtoztatasa, a sok eltér6 jelleg
kolonna valaszthatosaga miatt az optikailag aktiv anyagok egyik f6 elvalasztasi
modszere. Barmilyen kromatografias moddszernél az elvalasztas alapja a
diasztereomer par képzés a vizsgalt vegyulet és a szarmazékkeépzd, illetve az
alléfazis vagy a mozgofazis optikailag aktiv komponense kozott. Az optikai
izomerek elvalasztasara alkalmazhaté kromatografias modszereket két f6 tipusba
lehet sorolni:

- kozvetett (indirekt)

- kozvetlen (direkt) meghatarozas.

Torténetileg a koOzvetett 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 all6- vagy a mozgofazis kiralis. Tehat az elvalasztandé
enantiomerek eltér6 kolcsonhatasa az alléfazissal, illetve a mozgoéfazisba tett
kiralis szelektorral szabja meg az elvalasztast.
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(R.S)
R1 R2

(S:R)

R1 R2

El6nyok:

Hatranyok:

Kozvetett (indirekt) meghatarozas

na
o}
0\3/_240 BzO OBz
(RS)(RR) )
BzO OBz diasztereomerek,

dibenzoil-borksavanhidrid akiralis kolonnan is elvalaszthatok

(R.R) O

N OH
(@) 0]

BzO OBz
(S,R)(R,R)

- ,0lcsd” kolonna
- detektalas (a diasztereomerek fajlagos UV elnyelése eltér!)

- megfordithatd sorrend a tukorképi reagenssel

- a reakciosebesseég elterhet

- munkaigényes
&LEGIs
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Kozvetlen (direkt) meghatarozas

- Az elvalasztandd vegyulet és a szelektor kozott akkor jon létre a stabilis
kapcsolat, ha az elvalasztandé molekula legalabb harom ponton tud kotédni. Ezt
az ugynevezett harompontos kotdédés modelljét Dalgliesh irta le el6észor 1952-
ben és a mai napig ez az elmélet a legelfogadottabb a minta és a szelektor
koOzotti kolcsOnhatasok ertelmezeéseére.

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

El6nyok: N
i 4 z z p Bl D ) . .
-Direkt meghatarozas esetén elég, ha — C.} (+)-enantiome
ideiglenes a kapcsolat a kiralis t.
megkulonboztetést ado anyaggal! - A (-)-enantiomer
-Kiralis (pontosabban: enantiomertiszta) —> B'-I--)-->—C'

adalék a mozgofazisban folyamatos
koltség, zavarhatja a detektalast.

-Kiralis (pontosabban: enantiomertiszta)
allofazis egyszeri koltség, kényelmes.

g N
EGIS
— (



A kozvetett es kozvetlen kiralis folyadekkromatografias
modszerek osszehasonlitasa

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 kozvetett es kozvetlen kiralis folyadéekkromatografias
modszerek osszehasonlitasa

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.
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Kiralis allofazisok felosztasa

All6fazis tipusa

Szelektor

Fébb kolesonhatasok

Ligandum cserés

aminosav-fém komplex

komplexképzédés

Donor-akceptor
(Pirkle-tipusu)

n-savas, n-bazisos csoportok

n-1t és 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-r, hidroféb,
antibiotikum -
sztérikus
: . . . . ionos, polaris, t-n és
VI. loncsere-alapuak anion-, kation és “zwitter-ion” alapuak P - o
sztérikus
VII. Fehérje természetes fehérje ionos és hidroféb
lektiv szorbens (pl.: szerves
VIII. Molekulalenyomat SeEISKAV S2 (pl.: szerv sztérikus

molekula, makromolekula, sejt)
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Poliszacharid alapu kiralis allofazisok

Torténeti attekintés

Természetes homokiralis poliszacharidok felhasznalasa:
1951 Kotake aminosav-szarmazekok elvalasztasa papirkromatografiaval

Altalanosabb kiralis felismerd képesség:
1973 Hesse, Hagel mikrokristalyos celluléz-triacetat
amorf: sokkal gyengébb felismerés
1984 Okamoto szilikagélre boritas: megvaltozott szelektivitas + mechanikai stabilitas
1986 Okamoto (Daicel) Chiralpak AD = ADMPC (DMPC = 3,5-dimetil-fenil-karbamat)
Chiralcel OD = CDMPC
2004 Francotte (Daicel)immobilizalt valtozatok:  Chiralpak IA= ADMPC
Chiralpak IB = CDMPC
Chiralpak IC = CDCPC
... tovabbi szelektorok, generikus valtozatok
pl. ADMPC = Lux Amylose-1 boritott, Lux i-Amylose-1 immobilizalt
CDMPC = Lux Cellulose-1 boritott
CDCPC = Lux i-Cellulose-5 immobilizalt

A természetes alapanyag hatranya: nem all rendelkezésre a tikorképi kolonna.

A sorrend pedig fontos! Kénnyebb a dolgunk, ha a kicsi csucs elualodik elébb.
Bizonyos komplementaritas kimutathatd ADMPC és CDMPC kozott.
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Poliszacharid alapu kiralis allofazisok

AN 0% coilibamdl — 9O 0n Liral
80 % szilikagél, ~ 20 % kiralis szelektor Modositas: V= észter Y = karbamat

(0] Me
o)
_<N Chiralpak AD
H Lux Amylose-1
Me

(0] Me
o
_<N Chiralcel OD
Chiralcel OJ H Lux Cellulose-
Lux Cellulose-3 Me 1
o] cl
o]
_<N Chiralpak IC
H Lux i-Cellulose-5
cl

amiléz: Y = OH

celluléz: Y = OH

Me

boritott: film a szilikagél feltletén oldhatatlansaga tartja meg a kolonnaban

immobilizalt: a szilikagélhez rogzitve, vagy keresztkotésekkel, tul jol oldddoé szelektorok (pl. IC) csak ebben a valtozatban

lehetséges kdlcsdnhatasok:
H-kotés akceptor, H-kotés donor, dipdl-dipdl, 7T=7T | sztérikus (kiralis Uregek)

Sokféle lehet6ség — széleskorl szelektivitas — az elbrejelzés szinte lehetetlen
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Leggyakrabban hasznalt poliszacharid alapu kiralis alloéfazisok

Lancvég

3,5-dimetil-fenil-
karbamat

5-klér-2-metil-fenil-
karbamat

3-kloér-4-metil-fenil-
karbamat

4-klér-3-metil-fenil-
karbamat

(S)-alfa-metil-benzil-
karbamat

3-klor-fenil

3,5-diklor-fenil

4-metil-benzoat

Gyarté
Tipus
amiléz

celluléz
amiloz

celluloz
amiloz
celluloz
amiloz
celluléz
amiléz
celluloz
amiléz
celluléz
amiléz
celluloz
amiléz

celluloz

Phenomenex (Lux)

boritott
Amylose-1
Cellulose-1
Amylose-2

Cellulose-2

Cellulose-4

Cellulose-3

immobilizalt
i-Amylose-1

i-Cellulose-5

Chiral Technologies (Daicel)

boritott
Chiralpak AD
Chiralcel OD
Chiralpak AY
Chiralpak AZ
Chiralcel Oz
Chiralcel OX
Chiralpak AS

Chiralcel OJ

immobilizalt
Chiralpak IA
Chiralpak IB

Chiralpak IF
Chiralpak ID
Chiralpak IE
Chiralpak IC

YMC (Chiral Art)

boritott
Amylose-C
Cellulose-C

immobilizalt
Amylose-SA
Cellulose-SB

Amylose-SE
Cellulose-SC
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Poliszacharid alapu kiralis allofazisok

* polaros csoportok a szelektor belsejében
» apolaros aromas gyurik a szelektor kiils6
részén
* kiralis uregek

alapveto6 a szerepuk a megkuldnboztetésben

fuggnek az el6allitasi technoldgia apro
kllonbségeitdl

- azonos szelektoru kolonnak elvalasztasa kissé
eltérhet,

lehet egy racematra jobb, egy masikra

rosszabb

a) celluléz 3,5-dimetil-fenil-karbamat (CDMPC)
b) amiléz 3,5-dimetil-fenil-karbamat (ADMPC)
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Multimodalis mikodés

Normal fazisu, NP mad: alapolddészer: heptan,
polaros médosito: tipikusan 5-40 % ROH (IPA, EtOH, MeOH/EtOH=1/1)
CSAK immobilizaltaknal: nem-standard eluensek DKM, EtOAc, THF, toluol, aceton, ...
(10 pl etil-acetat injektalasa tonkretesz egy 250 x 4,6 mm-es boritott kolonnat!)

Leggyakoribb az alkalmazasok kozott, j6l kihasznalja az els6sorban polaris
kolcsonhatast

Forditott fazisu, RP madd: MeCN / viz (puffer), MeOH / viz (puffer)
ritkabb a megfeleld elvalas, nagyon polaros az eluens
boritott: vizet akkumulal

Polaris szerves oldoszer, PO madd: MeOH, EtOH, IPA, MeCN és ezek keverékei
El6nydk: - altalaban jobb oldhatdsag (gyogyszeripari kdrnyezetben)
- jellemzéen kis nemspecifikus kdlcsdnhatas (alapkoncepcid)
- jol automatizalhato

- persze a holtid6 kdzelsége nem jo ...

Moédszeratadasnal szivesebben fogadottak, mint az NP médszerek

A szelektor oldhatésaga is valtozik az 6sszetétellel, nemcsak az elucids erd!
Megengedett tartomany — kolonnaleiras. Megengedett eluensek bizonyos
Osszetételeit tilthatjak.
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Review

Recent developments on polysaccharide-based chiral stationary phases for
liquid-phase separation of enantiomers

Bezhan Chankvetadze*

Institute of Physical and Analytical Chemistry, School of Exact and Natural Sciences, Thilisi State University, Chavchavadze Ave 1, 0179 Thilisi, Georgia
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Kiralis elvalasztas kulonbozd tipusu alléfazisokon

mAU Q mAU L Cellul 5
= ux Cellulose-
- . D Lux Cellulose-1 350 D
(o]
250 O H °—C//u,c e
\ o 250
200 T
200 L
150 HO
L 150
100 FMOC-Isoleucine 100
50 J 50
o..__JdL—_, - L 0 — L_/\_/\ '
0 2 4 6 8 10 12 14 min 0 2 4 6 8 10 12 14 min
mAU
mAU Lux Cellulose-4
140 Lux Cellulose-3 140 5
1201 D 120 N
100 100
80 L 80
60 60
40 40
20 20
opb————— 01
0 2 4 6 8 10 12 14 min 0 2 4 6 8 10 12 14 min

Mobile phase: n-hexane/ethanol/FA 80/20/0.1% (v/viv)
Separation temperature: 20 °C

AT,
B. Chankvetadze, J. Chromatogr. A, 1269 (2012) 26— 51 "EGIS



Kiralis elvalasztas kulonbozd tipusu alléfazisokon

300 4
250 1
200 4
150 4
100 4

50 4

mAU

140
120 1
100 7
80
60 7
40 7
20 7

mAU+
70 4
60 4
50
40 4

20 4
10
0

=10

n-Hex/IPA/FA=60/40/0.1 D O
0
O n o—’ HC on,
\ o
HO

(o]

" ﬂ FMOC-Isoleucine

2 4 6 8 10 12 min

n-Hex/IPA/FA=85/15/0.1

D,L
p /L
2 4 0 8 10 12 14 min
n-Hex/IPA/FA=95/5/0.1
D
/__AN—M,\A_—/\\_’““M/L&V/\/\
10 20 30 40 50 min

Column: Lux Cellulose-1
Separation temperature: 20 °C

T,
B. Chankvetadze, J. Chromatogr. A, 1269 (2012) 26— 51 "EGIS



Kiralis elvalasztas kulonboz6 hémérsékleten

mAU 1

3°C

el 20°C

4 50°C

Column: Lux Cellulose-1
Mobile phase: n-hexane/IPA/FA 90/10/0.1% (v/viv)

LEGIs
B. Chankvetadze, J. Chromatogr. A, 1269 (2012) 26— 51 =



Amlodipin

B. Chankvetadze, J. Chromatogr. A, 1269 (2012) 26— 51

NP — RP modok osszehasonlitasa

Lux Cellulose-2 NP-méod

R

mu A

i S
150 [t I’\‘ HexTPA/DEA=
100} i | 90/10/0.1

o) \

o}

50/

0 10 20 20 0 50 80 70 80 @ min

R+S

HexIPA/DEA/FA=
90/10/0.1/0.04
50 80 76 80 90 min
Hex/IPA /DEA/FA=
90/10/0.1/0.05
0 80 7‘0 80 90 min
t, min

Lux Cellulose-4 RP-méod

maU I}
100 i S ACN/DEA =100/0.1
I r\\
53 Gz SRR | \--__Jf S e——
4 5 8 10 12 14 16 min
mall lll s
200 f‘ I ACN/H20/DEA= 95/5/0.1
e Nl
0 4 [ B 10 12 14 16 min
mAU R A
200 o ACN/H20/DEA= 90/10/0.1
mg UL
4 G 8 10 12 14 16 min
mAU R1 s
o | ACN/H20/DEA= 80/20/0.1
100 W
g ) -] & 10 12 id 16 min
AU 1,1
200 IS ACN/H20/DEA= T0/30/0.1
100 A
0 Py
0 4 5] 8 10 12 14 16 min
mAld l? s
200 ACN/H20/DEA= 60/40/0.1
100 I
0 AVIN
4 B a8 10 12 14 16 min
mAUY R
2% | s ACN/H20/DEA= 50/50/0.1
100 | \
5 die -
] 4 (<] ] 10 12 14 16 min
mAU '? .
100 ACN/H20/DEA= 40/60/0.1 ||I'.
= JN__ .
1] 4 (] a 10 12 14 16 min

t, min
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NP — PO moddok osszehasonlitasa

Sulcanozole on Lux Cellulose-2 Milnacipran on Lux Cellulose-2
0.1 % DEA in Hexane / 0.1 % DEA in IPA (60:40) 0.1 % DEA in Hexane / 0.1 % DEA in IPA (80:20 )
B mAU 7 Rs: 1.12
8] o= Rs: 5.80 1200 H
| nwllﬂ\'f’/\\'% 1000: H/N\‘f o
J S 800 ;i‘ e
20 | lj 600 Ao L
p - “
] Lf 400 L
|'|1 200 -
0| ol
0 0 20 m 0 4 8 12 min
Sulcanozole on Lux Cellulose-2 Milnacipran on Lux Cellulose-2
0.1 % DEA in MeOH / 0.1 % DEA in IPA (95:5) 0.1 % DEA in MeOH / 0.1 % DEA in IPA (90:10)
B mAU -
o 000 -
Rs: 0.00 . Rs: 4.28
] 800
[ 60 |
20 | 400
_ A\ 200
0 ol .
T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T 1
0 4 B 0 4 8 2min
Sulcanozole on Lux Cellulose-2 Milnacipran on Lux Cellulose-2
0.1 % DEAin CH,CN /0.1 % DEA in IPA (95:5) 0.1 % DEA in CH,CN /0.1 % DEA in IPA (95:5)
B A & '
i Rs: 2.54 o No Elution
20 - |
20
™ T T T T T T T T T T T 1 0_'_'_"_"_'_‘_'_J\_'_"‘
0 4 8 2 m 0 4 8 m

(Dphenomenex’ ™1

... breaking with tradition™

A,
EGIS
<



PO — RP mdédok osszehasonlitasa

Chlormezanone on Lux Cellulose-1

Clenbuterol on Lux Cellulose-2
0.1 % DEA in CH3CN / 0.1 % DEA in IPA {60:40)

0.1 % DEA in MeOH /0.1 % DEA in Water (80:20)

i mAU |
| Rs: 0.00 : "1 Rs: 0.51
i A 1200 ‘ ‘
N || I|I BDCIE | '7<
‘ e [ i | ‘ NH
. do | ] HJ
cl = |I \ 400 - H
—_— f|,J\ / . ] | | c
I o~ L
T T T o 4 B8 I 12 min
1] 10 20 mimn
Chlormezanone on Lux Cellulose-1 Clenbuterol on Lux Cellulose-2
0.1 % DEA in CH3CN /0.1 % DEA in IPA {95:5) 0.1 % DEA in CH,CN / 0.1 % DEA in Water (60:40)
| mAL
H Rs: 0.00 ] Rs: 0.97
1200
| 0]
S o
IJI T T T T T T T T T 1 T T J
T N o 4 8 12 min
0 4 8 min
Chlormezanone on Lux Cellulose-1
0.1 % DEA in MeOH / 0.1 % DEA in IPA (90:10) Clenbuterol on Lux Cellulose-2
0.1 % DEA in CH,CN /0.1 % DEA in Water (40:60)
r| | Rs: 3.21 mAU-
|| || 1 Rs: 1.46
(. "
| o
I \ i
N ] 0 . . : . : : . :
0 4 8 min 0 4 8 min

(Dphenomenex’ ™1

... breaking with tradition™
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Mozgofazis adalékok hatasa PO modban

() . o
HN o. 1N
oy

mAU R+S Carvedilol on Cellulose-2
300
200 =100°
ot TPA=100%
Ot
mAU 10 R 20 30 min
G IPA/DEA=100/0.1
0 e \
mAU . ' 10 R ' 20 ’ 3D min
1501
100 q L IPA/FA=100/0.1
501
0
mAL 10 20 R 30 min
120 _ S
80 1 IPA/DEA/FA=100/0.1/0.1
403 /L \
0; e —————
10 20 30 in

L. Mosiashvili, L. Chankvetadze, T. Farkas, B. Chankvetadze, J. Chromatogr. A, 1317 (2013) 167— 174

mAU
801

40

mAU
30"

20
10

mAU R
600

| e

R Carvedilol on Cellulose-2

ACN/DEA=100/0.1

R 20 min

ACN/DEA/FA=100/0.1/0.1

10 20 min

Carvedilol on Amylose-2

400 ACN/DEA=100/0.1

200 S

mAU ; 3 Zb i 4:0 E min

40 7

204

R
01 ) oo L___//k

ACN/DEA/FA=100/0.1/0.1

Zb ; IiO : min
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Mozgofazis adalékok hatasa PO modban

mAU R Carvedilol on Cellulose-2
801
4 ACN/DEA=100/0.1
40 S
0] Tl Wam e — . :
O mAU 10 R 20 min
oH /Om 30:
HN i H 20 ACN/DEA/FA=100/0.1/0.1
O o 10 3
04 __
: !1/\{\/.\" i ‘MV\/-”-- ‘_’\'“*"M-M,_‘
Carvedilol on Cellulose-4 10 20 min
mAU R .
E Gk R Carvedilol on Amylose-2
6001 S ACN/DEA=100/0.1 600
4007 |
20&]- ‘ a) 400 ACN/DEA=100/0.1
mAU, I 10 I 20 ' R 30 I min 200_ S
120 ] ACN/FA=100/0.1 1
80 . mAU s 20 K @ I min
a0i | p) AN
0 ol 40 4
BALL 10 ' 20 i 30 "R i 20: ACN/DEA/FA=100/0.1/0.1 R
403 ACN/DEA/FA=100/0.1/0.1 S | k
2 ) i : -
r T T r - 20 40 min
10 20 30 min

L. Mosiashvili, L. Chankvetadze, T. Farkas, B. Chankvetadze, J. Chromatogr. A, 1317 (2013) 167— 174 N
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loncseréld kiralis allofazisok

\N kdlcsdnhatasok

m—Tr
kdlcsonhatasok

ionos
kdlcsonhatasok




loncseréld kiralis allofazisok

MeO

Chiralpak ZWIX(+)™ Chiralpak ZWIX(-)™
(8S, 9R) (8R, 9S)
(175, 27S) Chiralpak ZWIX(+) (1”R, 27R)

Quinine-based (8S, 9R, 17S, 2”S)

Chiralpak ZWIX(-)
Quinidine-based (8R, 95, 1"R, 2"R)
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loncseréld kiralis allofazisok

(0]
ZWIX(+)™ o ZWIX(-)™
DL tBU/ OH LD

0] HN
“Fmoc
5 Fmoc-Asp(OtBu)-OH £ &
H 2
< <
Time (min) 11'ime (min) ’
CHIRALPAX ZWIX(+) CHIRALPAX ZWIX(-)
Quinine-derivatized (8S,9R) Quinidine-derivatized (8R,9S) ™ ™
5 o ZWIX(+) ZWIX(-)
SO; SO;
H 1 H Pgm Fmoc-Asp(OtBu)-OH Fmoc-Asp(OtBu)-OH
Y \( 0.03- 0.04 L

3 D 8
c viad f =

(1"8,2"S) (1R,2'R) 3" 8

Chiral selectors of CHIRALPAK ZWIX 2 8 "
< 0.01 4 <
0.004
000
10 12 1.4 10 1 12 13 14
Time (min) Time (min)

Gy. Lajko, I. llisz, G. Téth, F. Fuldép, W. Lindnerd, Antal Péter, J. Chromatogr. A, 1415 (2015) 134-145
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