UHPSFC és CE



Folyadékkromatografia

Folyadékkromatografia helye az elvalasztastechnikai modszerek kozott

A komponens vandorlasat (migracidjat) okozo erd
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SFC ujra ,feltalalt”

CE ,feledjem vagy ne feledjem”
,imadjam vagy elutasitsam”
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Altalanos elvek

Elvalasztas feltétele:

* A vizsgalt anyagnak a mozgofazissal azonos
allapotba kell kertlnie

e Szerkezeti allandosag

* Detektor megszabta koncentracio



I1.1. From Moses . ..

The first recorded use of 10on-exchange 1s from the
Old Testament of the Holy Bible in the book of
Exodus, Chapter 15, verses 22-25, which describes
Moses leading the children of Israel from bondage
into the wilderness.



22: So Moses brought Israel from the Red sea.,
and they went out into the wilderness of Shur; and

they went three days in the wilderness, and found
no water.

23: And when they came to Marah, they could
not drink of the waters of Marah, for they were
bitter: therefore the name of it was called Marah.



24: And the people murmured against Moses.
saying, What shall we drink?

25: And he cried unto the LORD: and the

LORD shewed him a tree. which when he had cast
into the waters, the waters were made sweet.



I'swett’s original work. This year also marks the
151st anniversary of J. Thomas Way's lecture to the
Royal Agricultural Society where the principles of
ion-exchange were first enunciated [3]. Again, one
would find it incredulous that Way’s study “On the
Power of Soils to Absorb Manure™ was the forerun-
ner of modern ion chromatography.



lacking. In Problematica (Book 23 Part 20), Aristo-

tle suggested that desalination resulted from density
effects:

... water which flows readily can percolate
through the earth: and if water can percolate, the
thickest and heaviest part of it is always carried
to the bottom, while the light and clean element
becomes separated. For salt water is heavy and
fresh water is light. And so flowing water is fresh.
It is for the same reason that salt water, when it is
set in motion and undergoes change, becomes
fresher: for it becomes lighter and weaker owing
fo maotion.



The versatility of these resins was soon recognized
by many academic and industrial chemists, leading
to the rapid development of a wide variety of new
and unique applications of 1on-exchange. However, it
was within the Manhattan Project that these synthetic
ion-exchangers made their greatest impact [13]. In
particular, the analysis of reactor fission products
was essential to plutonium production. Among the



Fogalmak

Reneszansz:
* eredet [reneszansz

* < francia: renaissance (ujjasziiletés)

* < latin: renascor (ujjasziiletik, ujra kezdodik)
* < re- (Gjra) + nascor (sziletik, kezdodik)]


http://wikiszotar.hu/wiki/magyar_ertelmezo_szotar/Francia
http://wikiszotar.hu/wiki/magyar_ertelmezo_szotar/Latin

SFC helye és szerepe az
elvalasztastechnikai modszerek
kozott



Amit bizositani kell
* Retenciod allandosag
* Csucsszélesség allanddsaga



Alapotlet, ami népszerivé tette a
technikat

GC:

Elonyok

* univerzialis nagy érzékenységi detektor:FID
* Nagy kinetikai hatékonysag

Hatranyok:

* Héérzékeny vegyliletek nem vizsgalhatok

 Nagy molekulatomegi anyagok szintén nem
vizsgalhatok



LC:

Elonyok

 Nagy molekulatomegi anyagok vizsgalhatok
 Hoérzékeny anyagok vizsgalhatok

Hatranyok

* Nincs altalanos, nagy érzékenységtl detektor
* Kisebb a kinetikai haékonysag



Megoldasok:
* Legyen CGC és FID

* Legyen LC és FID-en kivuli egyéb
detektor



Miben tud elvileg tobbet az SFC az analitikai
gyakorlatban:

* Mozgofazis viszkozitasa a gaz és folyadék
kozott van.

Miben tud elvileg tobbet az SFC a preparativ
gyakorlatban

 Konnyl a minta kinyerése



Paraméter oAz szuperkritikus fluid | folyadék
diffuzios
koefficiens 101 104+ 1073 10-°
[cm?/sec]
stirGiség [g/cm?] 10-3 0,3+0,8 1
viszkozitas [poise]| 10 104+ 103 10-2
Reynolds szam 10 - 107
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Evaluation of Waters UPC? system and
UPC¥MS for pharmaceutical
applications

Davy GUILLARME



SFC in theory and in practice
SFC in theory:
P > Excellent kinetic performance (low mobile phase viscosity)
. » Green technology (CO, is non toxic, cheap and easy to purchase)
\/' » Can operate with both NPLC and RPLC phases

» Chiral/achiral + analytical/semi-preparative separation on one unique system

SFC in practice:
> Limited sensitivity compared to HPLC m
> Poor robustness and reliability of SFC instruments

» SFC systems are not adapted to the analytical scale
s » Too much choice of column chemistries (no universal support like the C18)
Q - » Old-fashion SFC is not competitive with state-of-the-art LC (core-shell, UHPLC)

» Important carry-over from SFC injectors
» Poor quantitative performance (precision and accuracy)

- Need a new generation of instruments and columns



' DWELL VOLUME V,,
A

%B

Dwell time

Program at pump outlet E :

Program at column inlet : :

EXT RA-COLUMN VOLUME Vex,

Injector

Column
Detector

|
UHPLC

Dwell volume (V)

2270 ul

90 ul

440 pulL

Isocratic step for
generic conditions

68 sec

(F = 2.0 mL/min)

15 sec
(F = 0.36 mL/min)

12 sec
(F = 2.4 mL/min)

Extra column volume

(v.) 118 uL 13 ul 60 uL
ext
Sultfvble cylumn 150 x 4.6 mm 50x 2.1 mm To be assessed
dimensions (volume ~ 1750 ul) (volume ~ 120 pl)




A kolonna végén elért B%, amennyiben eltérd késleltetési térfogatu
(dwell volume) keverdvel ellatott gradiens késziilékkel dolgozunk.
Nagy térfogatu késleltetési térfogattal NINCS GYORS LC vagy USFC

A
B%




Extra-column variance and band broadening
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Column varianc

ban

Column ™V, 2.1 mm 3mm 4.6 mm
. Ny 2 7
; 2 ‘-’Vo 5
X ~N,—— 50 mm 113 pL 230 L 540 L
100 mm 225 L 459 L 1080 L
Fixed o2, , : 85 ul?
=+ 100x 4.6mm, 1.7um Gczol
~ 100 x 3.0mm, 1.7um H =100x
r 2 2

=100 x 2.1mm, 1.7um Ol T Ot

— 50 x 4.6mm
50 x 3.0mm

Remaining column efficiency (%)

- 50x2.1mm

, 1.7um
, 1. 7um
, 1.7um

0O 2 4 6 8 10 12 14 16

Retention factor

18 20

Narrow bore columns should be avoided in UPC?
Columns of 100 x 3 mm I.D are ideal




—odlinetic.performance with. modern.SEC.I..

water for LC systems and 5% and 4% MeOH in CO, for SFC systems, respectively. T= 40°C, BPR = 150 bar.

SFC: Viridis 2EP - 4.6 x 150mm, 5um HPLC: RP18 XTERRA - 4.6 x 150mm, 5um
UHPSFC: UPC2? BEH 2EP - 3.0 x 100mm, 1.7um UHPLC: Acquity BEH Shield RP18 - 2.1 x 50mm, 1.7um
R R R R R et e,
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A. Grand-Guillaume Perrenoud et al. J. Chrom. A, 1266 (2012) 158



LUX &4, amil/Mmin, LU IFA, 50 L, 1. CSUCS: TUrturii
alkohol (ISTD), masodik csucs: s-sotolon, 3. csucs: r-

sotolon.
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Gyors kromatografias modszerek

/

Megnovelt Kis Megnovelt aramlasi Héjszeru
homeérseéklet szemcseatmeéro sebesség toltetek
HTLC UHPLC MONOLIT KOLONNA

N— -
UHPSFC




* Félpreparativ elvalasztas lehetbsége.



Konkluzio:

UHPSFC kielégiti az UHPLC kovetelményeket!
UPLC2 UHPLC kategorias készulék.

JOvGo????

Valasz: attol fligg, hogy a gyogyszeripar
elfogadja-e rutin modszernek!



Kapillaris zona elektroforezis(CZE,CE)

e 1937 Arne Tiselius Nobel dij
* 1981,1983 Jorgenson és Lukacs CE
* Electrophoresis
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Capillary Electrophoresis
Instrumental setup

sample
injection

—>

HV

detection
S000-30000 Y

1.d 20-100um
h.,.\-
o.d 360um

Capillary length: 20 cm to 100 cm
coated uncoated capillary
Capillary i.d.: 50 pm to 75 pm
Hydrodynamic injection

Applied voltage: -30 to 30 kV

pH range: 2 to 12

Agueous, non aqueous

Detection:

- Optical: direct, indirect UV-Vis, laser induced fluorescence
(LIF), Chemoluminescence

- Electrochemical: potentiometric, conductivity,

amperometric,

- Mass selective with APCI, ESI, CI

- Radioactivity (B)




Keep in mind ... small !

CE
50 um 1.d.

6.5 nl samp
(3.3 mm)

20 cm/min
6.5 nl/sec

Total volume
980 nl




—-10° (1)

were AP is the difference in pressure across the capillary (in
Pa), d is the capillary inner diameter, tis the time of pressure
application, n is the viscosity, and L is the capillary length.



Table 1. Effect of column length on the total volume, injected volume, and corresponding injected
amounts of sample

Column Total Volume Total Volume Total Volume
length {cm) volume injected volume injected volume injected
S50um D 7aum D 100 pm 1D
(pL) (nL) (uL) (kL) (uL) (nL)
40 0.8 16.6 1.7 84 3.1 264
50 1.0 13.2 2.2 67 3.0 211
60 1.2 11.0 26 56 4.7 176
70 1.4 9.5 3.1 48 0.4 151
80 1.6 8.3 3.5 42 6.3 132
a0 1.8 7.3 3.8 37 7.1 117
Column S50um D 7aum D 100 pm 1D
length(cm)  (fmol) (Pg) (fmol) (pg) (fmol) (pg)
40 55 16.6 280 84 883 264
50 44 13.2 224 67 706 211
60 37 11.0 186 o6 HB89 176
70 32 8.5 158 48 a04 151
80 28 8.3 140 42 441 132
a0 23 7.3 124 37 3082 117

Assuming 10 s/0.5 psi hydrodynamic injection of a 300 g/mol sample 1 ppm in water

© 2003 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim




Mozgas a csOben:
Elektroforetikus hatas

ahol: p, az elektroforetikus mozgekonysag
E=elektromos térerd



M, =z/r x 1/n x 1/6m

ahol: z=toltésszam
r=az ion hidrodinamikus sugara
n=a kozeg viszkozitasa



A kapillarisban a folyadék mozog
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Laminaris és az elktroozmotikus aramlasi profil kozti kilonbség

~

Laminar Flow

b.) ]

Electroosmotic Flow




Elméleti tanyérszam kérdése:
Klasszikus megkozelités: van Deemter
H=A+B/u+Cu
A=0 nincs toltet
C=0 nincs megoszlas
H=B/u, értéke szabja meg a zdnaszélesedést



H=B/u értékét

megszabja az elektroforetikus vandorlasi
sebesseg

Novelni kell az u értékét, ez az E (V)
novelésével tudjuk

Gat: a felszabadulo Joule h6



Diffuzios allando és a zonaszélesedés
kapcsolata:

Mineél kisebb a D értéke, annal kisebb a
zonadiffuzio

D értéke a molekulatomeg (M) fliggvénye:
Nagy M, kis D, kis zonaszélesedés



 Ha az elvalasztaskor valtozik a D, akkor
kiszelesedik a zona,

e ezért termosztalni kell

e és kis bels6 atmeérdji fused silica csovet kell
alkalmazni



Pozitiv toltésl anyagok elvalasztasa:
Adagold: andd

pH<4 csak elektroferetikus vandorlas
Ha, r azonos, akkor sorrend: +++,++,+
Ha z azonos, akkor sorrend r,<r, <r,



o polaritas csere

* Ha, r azonos, akkor ---, --, -

* Ha z azonos, akkor sorrend r,<r, <r,



* jonizacios diagramot ismerni kell:



Savas csoportot tartalmazo vegyiiletek elvalasztasa
A savas csoportot ionizalt formaba kell hozni

A pK, értéket ismerni kell. Ha nem ismert, akkor = el6rejelzés a Pallas
szoftverrel




Elektroozmotikus vandorlas pH fluggése
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Pozitiv toltésl anyagok elvalasztasa, ha pH>4

Vandorlast az elektroforetikus (u ) és az
elektroozmotikus (u,) egyutt szabjak meg!

U= Ugot U,
Elektroozmotikus vandorlas kimérése kis
molekulatomegl anyaggal.



Capillary Zone Electrophoresis

injected sample plug (30-400nl)
|

: anions
() : neutral
@& : cations




Capillary Zone Electrophoresis
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= V
Ven = MHeg & b = (r—f) W (E)

£ = dielectric constant of the buffer,

¢ = zeta potential of the capillary surface.

The velocity of the solute (V) is given by:

V= Vup T Ve



(fep + pheo) X V X1

2 x D x L



\/N (Uepb — Uepa)

Ry = —
4 (/“Lep + N’BO)

electrophoretic mobilities of the
2 analytes separated,

and fepb

mean electrophoretic mobility of the
2 analytes fhep = % (fepp T Pepa)-




Biopolimereknél:

A feltletet boritani kell, hogy az ionizalt és
nem ionizalt szilanol és a fehérje bazisos
csoportja kozti erds kdlcsonhatast kikeruljuk.

Ezt nem tudjuk megtenni!
Az N,k és R is a szilanolcsoportok szamatol és

lllll



Capillary Electrophoresis

Abs. at 230 nm [ x 10° AU]

peak 1-5

T

10

migration time [min]




* Negativ toltésl anyagok elvalasztasa, ha pH >4,
Nem kell poritas csere!
* Retencidssorrend:

* haz azonos, akkor r <r, <r,



Semleges molekulak elvalasztasi lehetbsége:
micellaképzés a pufferben

Hi"—l'.‘-H; %Hz

ol L
l.‘l.‘.Hz Co y=radiation ch—cHy,
Ly Ho

R= L-Isolencing R= L-Leucine

Ohis
Ohla ] Dot
H

Oa
" H:llL" o M
H H H
= H oo o &
T © o R D'I'si ot

Micelle polymer

Fig. 4. Structure of monomer and micelle polymer of alkenoxy surfactants.
Reprint with permission from [ 106].



Id6ablak a MEKC-ben, eltérés a szabad oldatos CE-t6l
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MEKC-ban alapvet6 az elektroozmotikus
vandorlas!

Anionaktiv micellaképz6:
EP irany: anod

EO irany: katod

pH>4

EO >EP



4




Enantiomer elvalasztas altalanos aspektusai

Ciklodextrinek és szarmazékaik |.

Ciklodextrin alaptipusok

1,37nm 1,53nm 1,69nm
> ®

aCD BCD vCD

63



Advantages and disatvantages of capillary electrophoresis (CE)
comparing with chromatographic methods

-advantages:
-low analysis time
-high efficiency
-high number of theoritical place
-low running costs
-high flexibility
-easy capillary changing
-low sample and solvent consumption
-versatile possibility to influence the separation quality

-disadvantages:
-higher limit of detection
-lower accuracy of identification parameter



* Alegnhagyobb problémaja a migracios id6
allandosagal

* Kis molekula tomeg(l anyagoknal:



A kapillarisban a folyadék mozog,ennek sebessége a fused silica
feltletén lévad szilanol csoportok szamatol fugg
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- 1
Ve = Heg A FE = (Tf) % (E)

E = dielectric constant of the buffer,

¢ = zeta potential of the capillary surface.

The velocity of the solute () is given by:

= L"'v:;p _I'_ e



t =t (1+K)




