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1. BEVEZETES

Napjainkban a nagyhatékonysagi folyadékkromatografia (HPLC) egyike a legfontosabb
miiszeres analitikai mdédszereknek. Ez a megallapitas egyaltalan nem meglepd, ha figyelembe
vesszitk a mddszer elvében és alkalmazasaban rejlé, szinte korlatlan lehetéségeket, és azt az
informaci®6 mennyiséget, amit a mérések sordn nyerni tudunk. A korszer(i analitikai
modszerekkel szemben felmeriild legfontosabb elvarasoknak: elemzés gyorsasaga €s

érzékenysége, messzemenden megfelel.

A legtobb miiszeres analitikai technika, igy a HPLC is, el6szor a kutatd és fejlesztd
laboratériumok vizsgalod eljarasaként terjedt el. Novekedésének toretlen trendje annak
koszonhetd, hogy az utobbi idében az élettudomanyok teriiletén, €és a rutin vizsgdlatoknal
eldtérbe keriilt a gyors és érzékeny kromatografids eljarasok alkalmazasa, és a modszert az
ipar is gyorsan elfogadta és bevezette. A gyogyszeripar teriletén egyre novekedett €s jelenleg
is n6 a HPLC modszerek szerepe a nyersanyagok, az intermedierek, a reakcidelegyek, a
gybgyszeralapanyagok és a kiszerelt gyogyszerkészitmények vizsgalataban és min6sitésében.

A széles korli elterjedést jelentdsen segitették a kilonboz6 kormanyzati szervek (FDA,

OGY]I) és a nemzetkozi szervezetek (WHO, FOA) eléirasai és ajanlasai is.

A nagyhatékonysagt folyadékkromatografia napjainkra igen magas technikai szinvonalat ért
el, és megallapithatd, hogy szinte minden 1j analitikai feladat megoldasa egyben bizonyos
fokt kromatografias kutatassal is egyiitt jar, nincs altalanosan alkalmazhatd vizsgalati séma,

vagy eljaras, amely valamennyi felmeriilt analitikai probléma megoldasara megfelel.

A kromatografias berendezések fejlesztésével parhuzamosan, az allofazisok (a specialis
toltetek) és oszlopok tovabbfejlesztésére egyarant sziikség volt.
Az allofazis a kromatografias elvalasztasok ,lelke”, ezért a leggyorsabb fejlédés ma is a

toltetfejlesztés teriletén tapasztalhato.

A bioaktiv vegyiiletek korszeri -néhany perces és érzékeny- elvalasztasanak kidolgozasanal
nagy gondot kell forditani a megfeleld kromatografias toltet kivalasztasara. A
folyadékkromatografias elvalasztasokhoz egyre gyakrabban alkalmazzak a 3 pm-nél kisebb

szemcseatmér6jli, nempordzus, monodiszperz, forditott fazist tolteteket. Ezen toltetek



alkalmazasa eleinte biopolimerek gyors analizisénél terjedt el, majd késébb a kis

molekulatomegii szerves vegyiiletek elvalasztisaban is szerepet kaptak.



2. KUTATASI CELKITUZESEK

Munkém soran célul tiiztem ki, hogy nagysebességit HPLC vizsgalati médszereket fejlesztek
ki bioaktiv kis és nagy moltomegl vegyiletek elvalasztisara nemporozus, monodiszperz,

forditott fazisu tolteteket alkalmazasaval.

A kromatografias analizisekhez olyan vegyiiletcsoportok valasztasara torekedtem, melyek az
élettudomanyokban, az orvosbioldgiai kutatdsokban, valamint a klinikai vizsgdlatoknal nagy
jelentdséggel birnak. A kivalasztott mintavegyiiletek nem csak a gyakorlat szempontjabol
fontosak, hanem figyelemmel voltam arra is, hogy eltérd elvalasztdsi problémat jelentd
vegytletcsoportokkal (erdsen polaris, gyengén polaris, savas, bazikus vegyiiletek) igazoljam a

nempordzus, monodiszperz, forditott fazisu toltetek tjszer( tulajdonsagait.

1. A kromatografias elvalasztasi modszerek kidolgozasa elott vizsgalni kivantam a toltet
kémiai stabilitasat. Fontos szempontnak tartottam, hogy olyan allofazist hasznaljak a
HPLC elvalasztasokhoz, amely hosszii id6n keresztil biztositja a reprodukalhatd

vizsgalati eredményeket.

2. Vizsgalni kivantam a nempordzus téltetek esetén jellemz6 nagy nyomasesések mellett a

retencio esetleges valtozasat a nyomas fuggvényében.

3. A vitaminok (viz- és zsiroldékony vitaminok), az analgetikumok és az aminosav
szarmazékok HPLC elvalasztasa gyakran fontos analitikai feladat. Ezekre az
elvalasztasokra azonban a hossza analizisidd jellemz.

A nempordzus, monodiszperz, forditott fazisi toltet alkalmazisdval igen rovid

analizisid6 elérésére torekedtem.

4.  Gyobgyszer analitikai szempontbol nagyon Iényeges az optikai izomerek HPLC
elvalasztiasanak megvaldsitdsa, mivel élettani hatassal rendszerint csak az egyik
enantiomer rendelkezik. Ezért szerettem volna elvalasztasi modszert kidolgozni optikai

izomerek szupergyors elvalasztisara nempordzus toltetek alkalmazasaval.




Az analgetikumok és az aminosav szarmazékok HPLC elvalasztasa gyakori és fontos
feladat. A nempordzus, monodiszperz, forditott fazisu toltet alkalmazasaval igen rovid

analizisidé elérésére torekedtem.

Az alkaloidok elvalasztasa forditott fazisa kromatografias rendszerben kritikus analitikai
feladat a vegyiiletek erésen bazikus jellege miatt.

Napjainkban fontos HPLC elvélasztasi feladat az 6pium alkaloidok kiilonboz6 matrixbol
torténd analizise, ahol a fo 6pium alkaloidok meghatarozasat meg lehet valositani nyers
Opiumbol és makgubo extraktumbol.

Olyan kromatografias elvalasztds megvalOsitasara torekedtem, ahol a {6 alkaloidok
mellett a kisérd (minor) alkaloidok is meghatarozhatok. Ez a minta szdrmazasi helyének

megallapitasa érdekében lehet jelentds.



3. TUDOMANYOS ELOZMENYEK

3.1 A kromatografia torténelmi fejlédése [1]

A kromatografidt kémiai elemzés céljara alkalmazhatd modszerré Michael Szemjonovics Cvet
(1872-1919) orosz botanikus tette, aki /903-ban a novényi szinanyagok tanulmdnyozasara
fejlesztette ki az oszlopkromatografids eljarast. Megalkotta az elsd oszlopkromatografias
rendszert. Egy iiveg oszlopban allofazisként szilard adszorbenst, mozgofazisként folyadékot
hasznalt az analiziseihez. Kisérletei soran tobb mint 100 adszorbensen kiprobalasaval
petrdleumos klorofill extraktumot valasztott el.

Eldszor Cvet publikalt a kromatografias elvalasztas lehetdségérol.

,, ... @ porokon keresztiil valé sziiréskor megfigyelhetd adszorpcios jelenség kiilonosen érdekes.
A4 ¢s6 alsé végén lejovd folyadék elbszor szintelen, azutdn sdrga, mig az oszlop tetején zold
gyiird képzddik... ”

(Cvet, 1903)

Napjainkban az 4ltala alkalmazott adszorbensek kozil tobb mar jelentdségét vesztette, de a
lejegyzett listaban megtalalhatok a ma is hasznalatos anyagok kozil, a timfold, faszén,
kalcium-karbonat, magnézium-oxid és cukor.

1906-ban Michael Cvetr eldszor hasznalta a *chromatography’ elnevezést, amely a gorog
khroma, -atos szin és graphos iras szavakbol ered.

1913-ban az amerikai L.S.Palmer kozleményében novényi pigmentek és tejtermékek
oszlopkromatografias eredményeir6l szamolt be.

1930-ban Edgar Lederer tanulmanyozta Cvett ¢s Palmer munkéssagat és a mar jol ismert
oszlopkromatografiat hasznalta kisérleteihez, melyben a tojassargaja pigmentjeit vizsgalta. Az
elvalasztasi modszer kivalasztasakor fontos szerepet jatszott, hogy a moddszert viszonylag
gyorsnak taldlta €s feltételezte, hogy ezaltal elkeriilhetd a karotinoid molekulak degradacioja.
1938-ban ismertették eldszor a sik (planar) kromatografias elvalasztast. Egy iiveglapon
szétteritett poron végezték az analiziscket. Ett6l az id6ponttdl szdmithaté a vékonyréteg

kromatografia megjelenése.



1941-ben Martin és Synge szamos fejlesztés végzett a modern kromatografia teriiletén.
Aminosavakat valasztottak szét, vizzel nedvesitett és indikatorral kezelt szilicium-dioxid
allofazison.

1943-ban Martin és mdsok elvalasztisaikhoz celluldzt hasznaltak allofazisként. Ekkor vette
kezdetét a papirkromatografia alkalmazésa.

1952-ben Martin és Synge Nobel-dijat kapott az elsé kromatografias elméletért, amelyben az
elvalasztas alapjait irtak le.

1952-ig Martin és James kisérletezett a gaz-folyadékkromatografiaval, ahol illékony
komponensek analizalasahoz hasznalt gazhalmazallapoti mozgé fazist és egy nem illékony
folyadékkal bevont szilard hordozot allofazisnak.

1956-ban Stahl nevéhez fiizédik a vékonyréteg (TLC) kromatografia széleskorl bevezetése.
1960-as évek kozepétd elterjed a gazkromatografias (GC) elvalasztasi modszerek alkalmazasa

a gyogyszeripari ¢s a mezdgazdasagi analitikai vizsgalatokban.

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) ,,gyermekkora” az 1960-70-es évek kiozé
tehetd [1, 2], ugyanis szitkséges volt egy olyan kromatografids elvalasztasi technika
kifejlesztése, amellyel lehetdség nyilt a nem illékony komponensek elvalasztasara €s pontos
mennyiségi analizalasara. A HPLC technika a megjelenésétél napjainkig nagyon gyors

fejlodésen ment keresztil.



3.2 Kromatografids allofazisok

Az 1970-es évek kozepétdl a nagyhatékonysagi kromatografia fejlédésével (HPLC) az
allofazisok is nagy fejlodésen mentek keresztil. A folyadékkromatografiaban alkalmazhatd
allofazisoknak nagyon sokféle és néha egymasnak ellentmondd kovetelménynek kell
megfelelnie. Elsddleges kovetelmény a nyomasallandésag. A szilikagél alapu toltetek
alkalmazasa széles korben elterjedt, mivel a téltetszemcsék mechanikusan stabilak, jol viselik
az oszlopon el6forduldé 50-60 MPa nyomasesést.

A kromatografias elvalasztas a toltet feliletén és poérusaiban torténik, az elvalasztando
komponensek eltérd szorpcids viselkedésének kovetkeztében. A folyadékkromatografias

tolteteket a felileti struktarajuk szerint lehetnek pordzusak, illetve nempordzusak.

A porézus toltetek (pl.: a legelterjedtebben alkalmazott a szilikagél alapl toltetek) nagy
fajlagos feliletti (kb.10-500 m’/g) és pérustérfogatii anyagok. Az analitikai kromatografias
célra hasznalt szilikagélek szemcsemérete altaladban 3-10 pum tartomanyban van, de
alkalmaznak kis szemcseméretli (1,5-2 um), kiilondsen sziik szitafrakciéju tolteteket is.
Félpreparativ, illetve preparativ kromatografias elvalasztasokhoz a 10 pm feletti atlagos
szemcseméretl toltetek a megfeleloek.

A nemporézus toltetek 3 pm-nél kisebb szemcseméretli monodiszperz rendszerek.
Leggyakrabban az 1,5 um szemcseatmérdji tolteteket alkalmazzak az analitikai
kromatografias elvalasztasokhoz. A toltet fajlagos felilete — tekintve, hogy porusok nincsenek
— megegyezik a geometriai felilettel (kb. 2 m%/g). A nemporézus adszorbensekkel toltott
oszlopok terhelhetsége altalaban alacsony, az oszlopok nyomasesése nagy, de az ilyen
oszlopokon végezhetd gyors elvalasztasok, a kitlin visszanyerés e tolteteket olyan 0j
feladatok megoldasara teszik alkalmassa, melyek pordzus tolteteken, nehézkesen, sokkal

lassabban és kisebb érzékenységgel végezhetok el.

A kromatografids elvalasztasi médszerek kidolgozasa soran szem eldtt tartottuk a kiilonbozd
felhasznalasi teriiletek igényeit, ahol a rovid analizis idejl és nagy érzékenységt elvalasztasok
elényos modon alkalmazhatdk. Napjainkban a nagyhatékonysagt folyadékkromatografidban a
rovid analizisidd megvaldsitasat leginkabb a nempordzus forditott fazisii (reversed-phase, RP)

toltetek hasznalataval lehet elémni.



3.3 Az alkalmazott kromatografias allofazis ismertetése

Felmérések szerint [3] az 0sszes HPLC elvalasztas 60%-at forditott fazisu tolteteken végzik.
A forditott fazisu folyadékkromatografias toltetek korében tovabbra is a szilikagél alapu
allofazisok (feliletén alkil-csoportokkal mddositott szilikagél) a leginkabb elterjedtek (75%).
A hidrofobizalt szilikagél 4llofazison végzett forditott fazisu folyadékkromatografia
népszerliségét tobb tényezének koszonheti. Ilyen a részecskék mechanikai szilardsaga, fizikai
tulajdonsaganak viszonylagos allanddésaga, illetve az elérhetd nagyobb hatasossig mas
forditott fazisu toltettipusokhoz képest [4, 5].

Az élettudomanyok szempontjabol fontos molekuldk tilnyomo tobbsége apolaris vagy
gyengén polaris molekularészeket is tartalmaz, ennél fogva forditott fazist allofdzisok

alkalmazdsaval sikeres elvalasztasok érhetok el.

A biokromatografia terilletén egyre nagyobb tért hodit a 3 um-nél kisebb szemcseatmerdji,
nemporézus, monodiszperz forditott fazisa toltetek alkalmazésa.

A legfontosabb alkalmazasi teriilete a biopolimerek gyors analizise [6-10], mivel ezeknek a
vegyiileteknek a folyadékkromatografias elvalasztisa pordzus allofazisok hasznalatival
sokszor nehezen valdsithatd meg a nagy retenciok és a részleges visszanyerhetdség miatt.
Napjainkban, a kis molekulatomegli (M<500) szerves vegyiiletek analizisének korében is

elterjedt a nempordzus toltetek alkalmazasa [11-21}].

Ezen megfontolasok figyelembe vételével a kismolekuldji bioaktiv molekuldk
folyadékkromatografias elvalasztasaihoz KOVASIL-Cy4 ill. KOVASIL-Cyg tipusit (Chemie
Uetikon, Uetikon, Svajc) oszlopot valasztottunk. Az oszlop 33 mm hosszi és 4,6 mm belso
atmérdji. Az oszlopban nagy tisztasagu, szilikagél alapt, nempordzus, monodiszperz, 1,5 pm
szemcseatméerdjli apolaris toltet van.

A szilikagél felilletéhez kémiai kotésekkel Ciq, Cis lanchosszasagu hidrofob alifas
szénhidrogén csoportok kapcsolodnak.

A toltet monodiszperzitasat, a gyarto altal készitett elektronmikroszkopos felvétel szemlélteti
(1. abra).
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1. abra: KOVASIL toltet elektronmikroszkopos felvétele

.

Nempordzus, monodiszperz, 1,5 um szemcsedtmérdyii toltet eldnyei:

1.) A gyors anyagatadas a kis szemcseméretnek és a porusmentes feliletnek koszonhetd. (A
kis atmér6ji szemcséknek és a porusmentes felilletnek koszonhetdéen a mozgdfazisban
javul az anyagatadds, mivel a szemcsék kozotti csatorndk kicsik, ezért a minta
molekulainak rovidebb utat kell megtenniik a két egymast kovetd kromatografias
kolcsonhatds kozott). A nagy slriségl, monomer Ci4 boritds (4,0 pmol/m?) [22] pedig a
gyors A4llofazisbeli anyagatadast Dbiztositja. Ezaltal rovid analizisideji gyors

kromatografias elvalasztasi modszereket lehet kidolgozni, ezen toltetek alkalmazasaval.

2.) Azonos korillmények kozott a monodiszperz szemcsék alkalmazasa azért eldnyosebb,
mint a szabalytalan alaktiaké és/vagy nem monodiszperz szemcsemeéret eloszlastake, mert
belblik homogén toltetagyat lehet eldallitani. (Egy inhomogén toltetagyban az aramlasi
sebesség minden pontban mds és mas, kovetkezésképpen nagyobb a savszélesedés

mértéke a homogénhez képest).
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3.) Magas elméleti tanyérszam (N) jellemz6 az oszlopra.

2
N= 16(tij _ahol

tB
N: elméleti tanyérszam
tr: a minta retencios ideje

tg: a savszélesedés mértéke (az alapvonalon mérve).
A folyadékkromatografias elvalasztasok sordn torekszink nagy tinyérszamok elérésére.
Minél kisebb a toltet szemcsemérete, minél kevésbé viszkozus az eluens, minél jobb az
anyagatadas annal nagyobb elméleti tanyérszam (N) érheto el.
4)) A toltet mechanikai és kémiai stabilitasa kivalo (1asd. 15. oldal).
5.) A rovid analizisiddnek koszonhet6en alacsony az olddszer felhasznalas.

Nemporézus, monodiszperz, 1,5 pm szemesedatmérdjii toltet hatranyai:

1.) Kicsi a toltet fajlagos felillete, ami viszonylag kis szamu kromatografias kolesonhatast,

kovetkezésképpen rovid retenciokat eredményez.
2.) A kis szemcseméretb6l adodéan magas az oszlopon a nyomasesés. (Az elvalasztasokhoz
ezért olyan eluenseket célszerli alkalmazni, melyek viszkozitdsa kicsi. Ezért tobbnyire az

acetonitril-viz rendszerek haszndlatosak, a metanol-viz eluensek viszont nagy

viszkozitasuk miatt kevéssé alkalmazhatdk [23].)

3.) Gradiens eltcidt kell alkalmaznunk az alacsony terhelhetdség részbeni ellensulyozasara.
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3.4 Az alkalmazott elvdlasztas technika rovid ismertetése

A bioaktiv molekuldk rovid, néhany perces analizisét gradiens elicios technika
alkalmazasaval értik el. A gradiens elucios eljarassal a retencids 1d6 csokkentését, az
elualodd csucsok elvalasztidsanak mindségét, és a csucsszélesedés mértékét tudtuk
befolyasolni.

A gradiens elucids technikat elényben részesitettiik a nempordzus oszlopoknal, ahol az
oszlopban a mozgofazis térfogata csak kb. 0,2 ml, igy az oszlopon kiviili savszélesedés
jelentds lehet, de tapasztalatunk szerint e kellemetlen kolonnan kivili hatas (pl.: a holtterek
hatésa) gradiens elticiot alkalmazva mérsékelheto.

Az oszlopon kivili savszélesedés a folyadékkromatografias berendezés kulonféle
alkatrészeiben (injektor, detektorcella, csOvezetékek, stb.) bekovetkezd savszélesedésbol
adodik. Tapasztalatunk szerint az injektor ¢s a detektorcella jelent6s befolyasolo tényezd. Az
altalunk alkalmazott Rheodyne 8125-6s injektor 1ényegesen jobban harmonizal a KOVASIL
oszlopokkal - szimmetrikusabb csucsokat ad -, mint a korabbi 7125-6s tipus. Meglepé modon
a Gynkotek cég detektorcellaja (14 pl) optimalis felépitéstinek tlinik. Munkacsoportunk mas
gyartok sokkal kisebb térfogatt detektorcellait (9 ul, 2 ul) is kiprobalta, de az alkalmazott
koriilmények kozott jelent6s mindségjavulast nem tapasztaltunk. Kisebb jelentOségliek az
osszekotd kapillarisok. Tapasztalatunk szerint a 0,18 mm belsé atmérdji kapillaris a

hatékonysagot nem befolyasolja, feltéve, hogy az 6sszek6td pontok jol illeszkednek.

A gradiens eltci6 alkalmazisa megoldast jelent az altalanos ellicios probléma kezelésére is
[24]. Ezt foként olyan vegyiiletek analizisénél okoz gondot, amelynél egy izokratikus
elvalasztas soran a komponensek kapacitasi tényezdje (k) tag hatdrok kozott mozog €s az
egyes értékek kozott nagy, vagy minimalis a kiilonbség. Az ilyen probléma megoldasara
alkalmas a gradiens elacio, amikor az elvalasztas kozben valtoztatjuk az eluens Osszetételét.

Ennek hatésara a kapacitasi tényez6 a kivant médon valtoztathato.
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3.5 Nyomas hatasa a retenciora

Az utébbi évtizedben tébben tanulmanyoztdk a HPLC rendszer fizikai-kémiai paramétereinek
valtozasat a nyomas valtozasanak hatasara.

A nyomas befolyasolja a mozgofazis slirliségét és viszkozitdsat, az analizdlandé molekuldk
molekulatérfogatat, valamint az eluens komponensei kozott 1étrejovo kolcsonhatasokat.
Kisérletek sorozata bizonyitja, hogy a nyomds lényegesen kihat a retenciéra mind forditott
fazisa kromatografias, mind kiralis elvalasztasoknal [25-30].

Megfigyelték, hogy a nyomas 0,1-50 MPa tartoméanyban torténd novelése a retencid linearis
novekedését eredményezi [31, 32]. Hasonld osszefuggés talalhatdé néhany kordbbi
kozleményben [33-37]. A nyomasnak szerepe van az oszlopban kialakuld szorpcios
egyensulyok megval6sulasaban is [38-41]. Ezen a terileten Martire [42] €és Guiochon [37]
alapvetd elméleti munkat végzett. Kromatografids elvalasztds soran nem elhanyagolhato
mennyiség a mozgofazis dramlasabol eredd surlodasi hd [47-50], amivel szamolnunk kell. A
surlodasi ho szintén hatassal van az elvalasztando anyagok retencidjara.

Chen és munkatdrsai tanulmanyozta a lisosim fehérje és a poli-L-fenil-alanin homolog
soranak retencids viselkedését a nyomds figgvényében forditott fazistt kromatografids
modszerrel oktadecil (Cig) allofazis alkalmazasaval [51]. A szerzok arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy az oldott fehérje parcialis molaris térfogata kb. 100 ml/mol-lal csokken, amikor
az 4llofazison adszorbedl. A poli-L-fenil-alanin homolégok esetében a parcialis molaris
térfogat csokkenése kisebb mértéki volt.

Szabelkski és munkatdrsai négy kiilonbozd inzulin adszorpcids egyensilyanak nyomads és
homérséklet fuggését vizsgaltak. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kulénbozd retencios
paraméterek valtozasat a nyomads okozta, amikor az oldott anyag adszorbedlt a Cg-csoporttal
boritott allofazison, és ekkor az oldott anyag parcialis molaris térfogata kb. 102 ml/mol-lal
valtozott [52].

A nempordzus allofazisok alkalmazasa a HPLC elvalasztasok killonbozo teriiletein [6, 10, 12,
14, 43, 44], egyben a magas nyomason torténd elvalasztast is jelenti. Ezeknél az elvalasztasi
rendszereknél tehat szintén fontos szerepet kell tulajdonitani a nyomas-retencio

Osszefuggésnek.

14



4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Az alkalmazott all6fazis stabilitds vizsgalata

Az 4116f4zis stabilitasa a folyadékkromatografia szempontjabdl alapvetd jelentéségli.

Szilikagél alapu télteteknél megkiilonboztetiink mechanikus és kémiai stabilitast.

A mechanikus stabilitdis a nempordzus tolteteknél kivalo, tekintettel a monodiszperz

részecskékre. A toltet szemcsék az oszlopban a legszorosabb illeszkedés szerint helyezkednek
el. Tobb éves rendszeres hasznalat utdn sem fordult el6, hogy a toltetagy akar a legkisebb

mértékig is ,,megroggyant” volna, vagy a csucsalakok torzulast szenvedtek volna.

A kémiai stabilitds alatt a toltet viselkedését értjilk er6sen savas (pH<2) és bazikus (pH>8)

kémhatasu eluensek hasznalata esetén.

A toltetek kémiai stabilitasat savas és bazikus koriilmények kozott is megvizsgaltuk.

Savas stabilitds vizsgdlatndl a tolteten pH=1,9 eluenst aramoltattunk keresztiil ugy, hogy a
kolonnat 80 °C-ra termosztaltuk. Az alacsony pH-ndl az allofazis stabilitas csokkenése

elsésorban a Si-C koétések bomlasanak tudhatd be [24].

Bdzikus stabilitas vizsgdlamal a pH=8,5-6s kémhatasu eluenst adramoltattunk az oszlopon,
melyet szintén 80 °C-on termosztaltunk. Abban az esetben, ha a szilikagél felilete nem
tokéletes boritottsagu, akkor a pH>8,5 kémhatasu eluens a toltet rendkiviil gyors hidrolizisét

eredményezheti [24]. fgy ezzel a kisérlettel kozvetve a szilikagél boritottsagat is ellendriztik.
A magas homérsékleten torténd termosztalassal a toltet igénybevételét kivantuk fokozni.

Idékozonként a kolonnat egy izokratikus elvalasztissal teszteltik. A teszt analizisekhez

azokat a tesztanyagokat valasztottuk, melyekkel a gyarté cég a kész kolonndit teszteli.

Ellendrzd elvdlaszids:

Minta: toluol:butil-benzol:pentil-benzol = 1:1:1 aranyu elegye
Eluens: 50 % acetonitril (CH;CN) + 50 % bideszt.viz (H,O)
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Savas stabilitas vizsgalat (pH=1.9):

Eluens: 50 % acetonitril (CH;CN) + 50 % bidesztviz (H,O) + 0,12 % trifluor-ecetsav (TFA)

Savas stabilitas vizsgalatnal a kisérletet 430 ora folyamatos eluens dramlas utdn abbahagytuk
(2. 4bra). Ez idb alatt 39 liter, azaz 200000 kolonna térfogat eluenst szivattyliztunk at, a toltet
stabil maradt, a retenciok nem valtoztak. (Vizsgaltuk az oszlopon tapasztalhaté nyomasesest

is, ez sem valtozott a savas stabilitas vizsgalat soran, azaz megegyezett a kiindulasi értékkel.)

&

8y sy e . & 0y B e

kapacitasi tényez6 (k')
G ©

05

[~ tohol 2~ butikberzl  penti-berol|

2. abra: KOVASIL-Cy4 oszlop stabilitas vizsgadlata (pH=1,9)
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Bdzikus stabilitds vizsgdlat (pH=8,5):

Eluens: 50 % 0.2 mol/l-es koncentracioju trisz(hidroximetil)-aminometan (trisz-puffer) oldat

+ 50 % acetonitril (CH;CN) = 1:1 aranyu elegye

A lugos stabilitas vizsgalatot 440 6ras folyamatos eluens dramlds utan fejeztik be. Ennél a
kisérletnél 40 liter, azaz 205000 kolonna térfogatnyi eluenst aramoltattunk at az oszlopon. A

3. 4bra mutatja, hogy a toltet ilyen vizsgalati korillmények mellett is stabil maradt.

4
35
3
=
:§ 25
z
22—
§ — By B oW o w
3
& 1.5
Y
1
0.5 e e S S S +
0 T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

ora

~— toluol —#— butil-benzol pentil-benzol

3. abra: KOVASIL-Cy, oszlop stabilitas vizsgalata (pH=8,5)
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4.2 Nyomas-retencié osszefiiggés vizsgalata

Kisérlet: rész

Munkénk soran kétféle kisérleti elrendezésben tanulmanyoztuk a nyomads szerepét a retencio

valtozasara:

1.)  Els6 esetben a nyomas nivelését az aramlasi sebesség novelésével értiik el.

(Ez valésul meg a legtobb gyakorlati munka sordn is.)

2) A masodik esetben az aramldsi sebességet a rendszerben dllandé értéken
tartottuk, mig a rendszer kimendGpontjan egy szelep segitségével valtoztattuk a

nyomast oszlopon.

A méréseket elvégeztiik 25°C-on €s 60°C-on is. Az oszlopot, valamint az injektor ¢s az oszlop
kozotti ,,bemend” kapillarist kb. 20 cm hosszban vizkopennyel termosztaltuk. Ezt az
elrendezést azért valasztottuk, hogy ne csak az oszlop, hanem a belépd folyadék hdmérséklete
is bizonyosan a beallitott (25°C és 60°C) hdmérsékletli legyen, azaz, ha valamilyen
homérséklet-valtozas fellép az oszlopban, az csak az oszlopban végbemend folyamatok
kovetkezménye legyen. Természetesen a mért retenciok és a retencid valtozasok is
szamszerlien eltértek a két hdmérsékleten, de az osszefiiggések jellege, ,.trendje” azonos volt.
Mértik az oszlop végpontjan az eluens hoémérsékletét, amely az dramlasi sebesség
novelésével emelkedett. A retenciokat az oszlopban uralkodo atlagos nyomas fuggvényében

abrazoltuk, feltételezve, hogy a nyomasesés az oszlopban egyenletes:
Pittag = (Poe + Pii)/2
A jelenség tanulmanyozasat két teszt elegy elvalasztdsaval végeztik:
1)  Aromas szénhidrogének (toluol, etil-benzol, butil-benzol, pentil-benzol) elvalasztasa.
Eluens: acetonitril : bideszt.viz=4 : 6

2) Polaris, savas és bazisos mintak (fenol, acetofenon, N N-dimetil-anilin, benzofenon)

elvalasztasa.
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Eluens: acetonitril : bideszt.viz =13 : 87

A tesztelegyeink sokban hasonlitanak a forditott fazist folyadékkromatografiaban kiterjedten
alkalmazott un. Engelhardt-tesztre, melyet pordzus toltetek mindsitésére dolgoztak ki [44-46].
A nempordzus allofazisokon a retenciok alacsonyabbak, ezért némileg eltértink az eredeti
(Engelhardt féle) elbirattdl. Kiilon végeztik a poldris és nem polaris mintaanyagok

elvalasztasat.

Vegyszerek: tiokarbamid, toluol, etil-benzol, butil-benzol, pentil-benzol, fenol, acetofenon,
N,N-dimetil-anilin, benzofenon, Fluka gyartméanyu volt (Buchs, Svajc). A HPLC mindségii
acetonitrilt a Scharlau Lab. Chemicals szallitotta (Barcelona, Spanyolorszag). A vizet

kétszeres desztillalassal laboratoriumunkban allitottuk elo.

Kromatografids rendszer: A kromatografias elvalasztasokat Gynkotek (Germering, NSZK)

késziilékkel végeztik, mely egy P 580 NDG precizios pumpabol, 170S diodasoros
detektorbdl, és Chromeleon kromatografids szabalyozd ¢és kiértékeld szoftverbol allt. A
detektorban egy UZ-GT-MIC nagynyomasu kapillaris atfolyo detektor cellat (140 nL)
csatlakoztattunk. A minta bevitelt egy 8125 Rheodyne (Cotati CA, USA) injektor segitségével
végeztilk, melyhez egy 20 ul-es loop tartozott. A kromatografias elemzéseket KOVASIL-
Cy4, allofazison végeztik.

A kolonna allando hémérsékletét vizkopeny biztositotta, melynek homérsékletét HAAKE F3
cirkulacios termosztattal (Berlin, NSZK) szabalyoztuk. A vizképeny az oszlopon kivill az

injektor-kolonna 6sszek6t6 kapillaris kb. 20 cm-ét is temperalta.

Eredmények

1.) A nyomisemelés hatisa a retenciéra eluens aramlds valtoztatasaval

Az elsd mérési sorozatban a nyomast az aramlasi sebesség emelésével noveltiik. Ebben az
esetben az oszlop kimendpontjan a nyomas megegyezik a légkori nyomadssal, az oszlopban

uralkodé atlagnyomas a belépd nyomas fele:

Pki =P kormyezet = 0
Pétlag = Pbe/ 2
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A nyomads emelkedésével jaro retencio (k) valtozas a 4., 5., 6. és a 7. &bran lathatd. A valtozas
kismértékii (2-5 %) és osszetett. A nyomas emelése eleinte a retencié novekedését, majd egy
1d6 utan csokkenését eredményezte. Bzt a jelenséget azzal lehet magyarazni, hogy az aramlasi
sebesség novekedése egyre tobb sirlodasi hét eredményez, amit el kell vezetni a rendszerbdl.
Erre azonban még a gondos termosztalas esetén sincs teljesen mod, a 8. €s 9. abran lathato,
hogy az oszlopban aramlo folyadék melegszik. Az altalunk alkalmazott oszlop €és eluensek
esetében a jol termosztalt kolonndban (vizkopenyes termosztalas), 1 ml/perc aramlasi
sebességnél az oszlop kilépd pontjan a homérséklet kb. masfél fokkal magasabb a
nyugalomban 1év6 folyadékhoz képest. Nem termosztalt oszlop esetében a homérseklet
emelkedése elérheti a hdrom fokot is. A nagyobb viztartalmi eluensben a hdmérséklet
emelkedés mértéke alacsonyabb, mint acetonitrilben gazdagabb eluensben, tekintve a viz

nagyobb fajh6jét és jobb hovezetd képesseget.

Megvizsgaltuk a mintavegyiletek retencié valtozdsat nem termosztalt kolonnaban is,
szobahémérsékleten (7. abra). A retencié enyhe csokkenését (=2 %) tapasztaltuk amely
megerdsiti, hogy a retencié csokkenése az oszlop melegedésének a kovetkezménye; minél
erdsebb a melegedés, anndl inkabb csokken a retencid. Ez az effektus a gyakorlatban elfedi a

retencid-nyomasemelkedés osszefiiggés retencionoveld hatasat.
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8-9. 4bra: Aramldsi sebesség és homérséklet osszefiiggése 25 és 60°C-on
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2/a.) A nyomasemelés hatasa a retenciéra fojtészelep alkalmazasaval

A nyomas emelkedésével jar6 retencio (k) valtozasa az 10., 11., 12. és 13. dbran lathato.

A fojtészelep alkalmazasaval ugy tudtuk a rendszerben a nyomast emelni, hogy az dramlasi
sebességet nem kellett valtoztatni, igy a surlédasi ho (és ezzel a kolonna hémérséklete) sem

valtozott a kisérletek folyaman.

Abban az esetben, amikor a nyomast a rendszerben a kolonna kilépd pontjan elhelyezett
szeleppel szabalyoztuk, a nyomas a kilépoponton gyakorlatilag megegyezett a fojtoszelepen

esd nyomassal (ezt ellennyomasnak neveztiik el):

Py = Pellennyomés +P kornyezet & Pellennyomas

Az oszlopban uralkodo atlagnyomas pedig:

Pétlag = (Pbe + Pellennyomés) /2

A gyakorlatban a nyomdas megallapitasa a kovetkezOképpen tortént: 0,3 ml/perc aramldsi
sebességnél mértilk a nyomast fojtoszelep nélkil (Pg). Ezutan a szelep fokozatos zarasaval
emeltik a nyomdst a rendszerben, mikoézben az dramlasi sebesség természetesen tovabbra is
0,3 ml/perc maradt. A mérhetd nyomasesés osszeadddik a kolonna ellendllasabol adodo
nyomasesésbdl (Pg,) és a fojtoszeleppel kivaltott nyomasesésbol (Peiiennyomas)-

A fojtoszelepen aktualisan esé nyomast kovetkezo képlettel szamoltuk:

Pellennyomés = Pbe - Pﬁ1

azaz,

Pétlag = (Pbe +(Pbe - an)) /2= Pbe - (an / 2)

ahol a Py a rendszer bemend nyomasa (oszlop + fojtoszelep).

A mérésekhez ugyanazokat a mintdkat ¢s eluenseket alkalmaztuk, mint az el6z0 kisérlet

sorozatban.
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Valamennyi mintaanyagunk esetében a nyomasesés-retencié 6sszefuiggés linedris, emelkedo
25 °C-on és 60 °C-on is. Az altalunk vizsgalt nyomastartomanyban (5-30 MPa tartomanyban)

a retencid (k) emelkedése 5-16% kozott van a mintaanyagok retenciojatol és a hdmérséklettdl

fuggoen.

Eredményeink jé osszhangban vannak az irodalomban kapillaris oszlopokon kapott
eredményekkel. (A kapillaris oszlopokon akkor is linedris nyomas-retencié osszefiiggést
tapasztaltak, ha nyomast az 4ramlasi sebesség emelésével fokoztak. Ennek oka azzal
magyarazhato, hogy a néhany szaz mikron atmér6ji oszlopok jol termosztalhatok, a sarlédasi

hé konnyen elvezethetd.)

Fredményeink ramutattak arra, hogy rutin kromatografids kortulmények kozott, a
leggyakrabban alkalmazott 4,6 mm atmér6jii oszlopokban, szilikagél alaph téltetek esetében
egy mintaanyag retencidja az alapvetd hidroféb és szilanofil kélcsonhatason kiviil, jelentdsen
fiigg az oszlopban uralkodé nyomastdl, a keletkezd surlodasi hotdl és annak elvezetési

lehetdsegétol.
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2/b.) A nyomads hatdsa a mintavegyiiletek moltérfogatara

Elméleti osszefiiggés

A kromatografias retenciés paraméterek és a termodinamikai alapmennyiségek kozott az

alabbi osszefuiggés irhato le:
AG=-RTInK=-RTIn ¢k = AH - TAS= AE + pAV,, - TAS

ahol AG, AH, AE és AS a rendszer Gibbs-féle szabad energia, entalpia, belsé energia €s
entropia valtozasa, R az egyetemes gazallando, T a homérséklet, K az adszorpcids egyensulyi
allandd, ¢ a fazisardny, k a retencid, p a nyomads ¢€s AV, az oldott anyag parcialis molaris
térfogata kozotti kiilonbség az allofazison adszorbealt és nem adszorbedlt (mozgéd fazisban

1év6) allapotban.
A fenti egyenlet atalakitasa utin a kovetkezo6 osszefuggéshez juthatunk:

lnkz—éﬁ—péz’f’-+é—s-+ln¢
RT RT R

Allandé hémérsékleten és alland6 fazisaranynal az In & nyomés szerinti elsé derivalt értéke:

olnk __AV, 10
ap RT ¢ op

A moltérfogat valtozas kifejezheto és linearis regresszioval meghatarozhato:

olnk
op

Irodalmi adatok alapjan [37] feltételezzitk, hogy a parcidlis moldris térfogat linedrisan

AV, =—RT

valtozik egy homoldég soron beliil. Két egymast kovetd homolog retenciojara felirhaté a

kovetkezod Osszefuggés:
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Ennek figyelembevételével a moltérfogat valtozashoz egy darab CH, csoport hozzajarulasa:

olne

n+l,n

AV =-RT
2 ap

Megfeleld pontossagi eredmények elérése érdekében a 2/a (lasd 26. oldal) kisérletet

megismételtiik 0,15 ml/perc dramlési sebességnél 25 °C, 45 °C és 65 °C homérsékleten. fgy 2

¢s 40 MPa nyomas hatar k6zott tudtunk méréseket végezni.

Mas tanulményokhoz hasonldan é€szleltitk, hogy a retencié nd az atlagos nyomds novekedése
sordn. A mintak retencidjat az 1. tdblazatban foglaltuk ossze.

Az aromas szénhidrogének €s a legtobb polaris minta retencidja (k) atlagosan 10-25 %-kal
emelkedett, (tekintett nélkil az oszlop hémérsékletére). Kivétel az N,N-dimetil-anilin,
melynek retencioja 25 °C-on 11 %-ot, mig 45 °C-on mar csak 4 %-ot emelkedett és 65 °C-on

pedig gyakorlatilag nem valtozott.

A retenci6 kis valtozasa azzal magyarazhato, hogy a tanulmanyozott mintamolekulak kicsik
voltak, ezért az adszorpciondl a parcialis molaris térfogatvaltozas sokkal kisebb, mint a
nagyobb molekuldk esetében. Linearis regresszidoval (Levenberg-Marquardt-féle modszer)
hataroztuk meg valamennyi mintavegyiilet moltérfogat valtozasat (AVy,). A moéltérfogat -5 €s
—15 ml/mol kozott valtozott. A szamolt paraméterek relativ standard deviacidjanak (RSD%)

értékei szokasos illeszkedésii gorbét adott. A szamolt adatok értékeit a 2. tablazat tartalmazza.
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1. tabldzat: Aromds szénhidrogének és polaris vegyiiletek retencidja kiilonbozé

atlagnyomason és hémérsékleten

t=25°C
p (MPa) 2,7 6,7 13,6 20,0 29,6 39,1
Toluol 0,47 0,47 0,48 0,48 0,49 0,52
Etil-benzol 0,78 0,81 0,82 0,83 0,87 0,88
Butil-benzol 2,67 2,73 2,81 2,86 3,00 3,11
. |Pentil-benzol 4,85 4,98 5,14 5,37 5,55 5,85
t=45°C
p (MPa) 2,0 7,6 13,3 18,8 30,2 45,0
Toluol 0,36 0,38 0,38 0,38 0,39 0,40
Etil-benzol 0,61 0,62 0,64 0,64 0,65 0,69
Butil-benzol 1,89 1,96 2,00 2,03 2,16 2,20
Pentil-benzol 3,38 347 3,54 3,64 3,84 4,12
t=65°C
p (MPa) 1.4 7,2 11,7 18,7 26,6 33,7 39,1 44,4
Etil-benzol 0,42 0,43 0,44 0,44 0,44 0,47 0,48 0,48
Butil-benzol 1,22 1,27 1,31 1,33 1,37 1,38 1,42 1,44
Pentil-benzol 2,09 2,15 2,21 2,26 2,37 2,44 2,59 2,60
t=25°C
p (MPa) 2,6 8,1 14,9 23,3 31,0 40,0
Fenol 0,32 0,34 0,35 0,36 0,36 0,38
Acetofenon 0,86 0,92 1,07 0,98 0,98 0,99
N,N-dimetil-anilin 3,04 3,06 3,19 3,30 3,31 3,38
Benzofenon 16,70 1720 1745 18,07 18,51 19,31
=45°C
p (MPa) 2,1 8,6 16,9 24,9 34,1 39,5
Fenol 0,24 0,25 0,25 0,26 0,26 0,28
Acetofenon 0,69 0,70 0,73 0,73 0,76 0,78
N,N-dimetil-anilin 3,06 3,06 3,10 3,14 3,18 3,19
Benzofenon 10,12 1042 10,74 11,09 11,50 11,82
t=65°C
p (MPa) 1,6 7,8 13,9 19,5 24,4 34,2 43,1
Fenol 0,14 0,15 0,15 0,15 0,16 0,15 0,17
Acetofenon 0,48 0,48 0,49 0,50 0,50 0,53 0,56
N,N-dimetil-anilin 2,59 2,62 2,61 2,62 2,64 2,62 2,67
Benzofenon 5,65 5,85 5,94 6,05 6,19 6,50 6,70
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2. tablazat: Vizsgalati eredményekbdl szamolt adatok

25°C 45°C 65 °C

~AVy, RSD |-AV, RSD [-AV, RSD

(ml/mol) | (%) (ml/mol) | (%) (ml/mol) |(%)
Toluol 6,31 19,00 5,35 22,2 - -
Etil-benzol 7,871 11,70 698 11,70 8,83 13,00
Butil-benzol 10,20 3,14 946| 11,20 9,93 8,08
Pentil-benzol 12,50 4,00 12,20 1,67 14,70 4,90
Fenol 9,77\ 1590 8,841 21,40 9,62 31,80
Acetofenon 6,87| 79,90 8,35 9.84 10,50 12,70
N,N-dimetil-anilin 744| 13,10 330, 11,60 1,54 29.20
Benzofenon 922 440 10,70 2,74 11,50 3,74

Az 14. és 15. abrakon a pentil-benzol és benzofenon nyomas-In k dsszefiiggését abrazoltuk. A
t6bbi mintavegyiilet esetében hasonld 6sszefuiggést tapasztaltunk. A kilonboz6 homeérsékleten
mért Osszefuggések kozel parhuzamos egyeneseket adnak, mutatva, hogy a moltérfogat
valtozasa a nyomas hatasara mindharom homérsékleten kozel azonos. A relativ retenciénak a
nyomasemelkedés hatdsara bekovetkezé valtozasabol (RT Inow+ , - P) kovetkeztetni tudunk
egy -CH,- csoportnak a moltérfogat csokkenéséhez vald hozzajarulasara (lasd 16. abra), ez az
értéek jo kozelitéssel AV = 2,3 ml/mol (RSD =28 %). Az érték jol kozelit Guiochon és
Sepaniak [37] éltal szamolt és McGuffin és Evans kisérleti eredményeivel [36] alatamasztott —
2,5 ml/mol értékhez.

A kovetkez6 egyenletbdl lathatd, hogy a nyomas szdmos termodinamikai paramétertdl fugg:

lnk———wéﬁ—lJrA—S-anﬁ
RT R

A 17. abra 2 MPa €s 40 MPa nyomas tartomanyban mutatja a pentil-benzol €s benzofenon In
k-1/T megszerkesztett gorbéjét. Az egyenes metszetébdl, meredekségébdl, valamint a
felhasznalt ¢ = 0,44 fazisarany ért€keébol tudtuk meghatdrozni a pentil-benzol kiilonb6zo
termodinamikai paramétereit 2 MPa nyomasnal: AH = - 17,7 kJ/mol, AS = - 52,6 J/(Kxmol),
valamint

40 MPa nyomés értéknél: AH = - 17,4 kJ/mol, AS = - 50,6 J/(Kxmol).
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A benzofenon hasonldan meghatarozott értékei 2 MPa nyomasnal: AH = - 22,6 J/(Kxmol), AS
=-59,1 J/(Kxmol), valamint

40 MPa nyomason: AH = - 223 J/(Kxmol), AS = - 57,0 J/(Kxmol),

2 MPa-tol 40 MPa-ig terjedd nyomasvaltozasnal mindkét komponens entalpia valtozasanak
kilonbsége A(AH) = 0,3 kJ/mol. A parcidlis moldris térfogatvaltozast (p = 38x10° N/m?,
AVy= 107 m*/mol véve alapul a kalkulalt érték: pAV,, = 0,4 kJ/mol.

Megallapithatjuk, hogy az entalpiavaltozas kulonbségét leginkabb az oldott molekula

adszorpcidja soran bekovetkezd térfogatanak valtozasa okozza.

Pentyl benzene
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14. abra: Pentil-benzol nyomads-In k dsszefiiggése
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Benzophenone
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16. 4bra: Relativ retencié-nyomas Osszefiiggése
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17. 4bra: Pentil-benzol és benzofenon In k-1/T dsszefiiggése
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4.3 Bioaktiv molekuldk szupergyors folyadékkromatografias elvalasztasa

4.3.1 Vitaminok HPLC analizise

A helyes taplalkozas és az egészség elvalaszthatatlanok egymast6l. A gondosan megtervezett
étrend, amely tartalmazza a szervezet szdmara nélkillozhetetlen vitaminokat, nagyban
hozzajarul az egészség megdrzéséhez €s biztositja a jo kozérzetet.

A vitaminok mindazokban a komplex kémiai folyamatokban részt vesznek, amelyek
folytonosan tGjra és Gjra lejatszodnak a szervezetben. Nemcsak a jo kozérzet kialakitasaban
jatszanak fontos szerepet, hanem egyesek elengedhetetlenck a test megfelelé mikodéséhez, az
aktiv és lendiiletes életvitelhez. Napjainkra mar jo! ismert tény, hogy néhany gyakori betegség
(vascularis megbetegedések, diabetes, magas vérnyomads, elhizas, stb.) egymassal szoros
kapcsolatban vannak. Ezek kialakulasdban €s a betegségek tovabbfejlodésében nagy
jelentdsége van a szervezetben eléforduld antioxidans hatasu, gyokfogd (scavanger) tipust
vegyiilletek mennyiségének. Ide tartoznak a karotinoidok, az A-vitamin (Retinol), az E-
vitamin (Tokoferol) és a C-vitamin (Aszkorbinsav) is.

Ezért a vitaminok meghatirozdsa nemcsak az élettudomanyok tertiletén, hanem a mindennapi
gyakorlat (gyogyaszat, ipar, stb.) szamara is fontos feladat.

A viz- és zsiroldékony vitaminok elemzésére a folyadékkromatografia az egyik
legelterjedtebb eljards. Szérumbol, kiilonbozd élelmiszerekbdl, vitaminkészitményekbdl
egyarant végeznek nagyhatékonysagli folyadékkromatografids vitamin meghatdrozast. A
terillet rendkivil kiterjedt irodalommal rendelkezik, ezért csak néhany kozleményére
szeretnék utalni: vizoldékony vitaminok elvalasztasara [53-56], zsiroldékony vitaminok

elvalasztasara [57, 58].
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4.3.2 Vizoldékony vitaminok HPLC analizise

A vizoldékony vitaminok koziil a Bj-, By-, Bs-, Bs-, Be-, és C-vitamin (18. abra) gyors
folyadékkromatografids elemzését végeztikk el. Az 19. dbran az 1,1 percen belili analizis
lathato.

A vegyiileteket ionpar-kromatografia alkalmazasaval valasztottuk el. A heptan-szulfonsav
ionparképz6t az eluensbe adagoltuk megfelelé ardnyban, amit elézetes vizsgalattal
allapitottunk meg (vizsgaltuk az elvalasztas szelektivitasat az ionparképzé koncentraciojanak
fiiggvényében).

Az analizist megnehezitette, hogy az elvalasztas soran egyidejileg jelen voltak savas €s
bazikus tulajdonsaggal rendelkez6 vegyiiletek. Ezért az eluensrendszer kivalasztasanal kettOs
optimalizalast végeztink. A szokasos viz-acetonitril gradiens biztositotta a gyors
kromatografias elvalasztast, ugyanakkor az elvalasztds sordn a kozeg kémhatdsat is
valtoztattuk. Az elvalasztas kezdetekor a mozgdfazis gyengén savas volt (az ,,A” eluensbe
jégecetet adagoltunk), majd az elvalasztis végén az eluens kémhatasa mar gyengén bazikusra
valtozott (a ,B” eluenshez trietil-amint adagoltunk).

Az elvalasztas szobahdmérséleten 1,1 perc alatt elvégezheto.

Tonpar-kromatografia [102]:

A disszociacidra hajlamos funkcids csoportot tartalmazo vegyiletet HPLC elvalasztasanak
egyik lehetséges modja az ioncserés kromatografia és az ionvisszaszoritds elvén mikodo
modszerek mellett az ionpar-kromatografia. Alkalmas parképzd reagens haszndlataval
semleges ionpart képeziink, amivel a komponens polaritasat tudjuk csokkenteni.

Az ionparképzés analitikai alkalmazasanak elméleti dsszefuggésének alapjai Schill nevéhez
tiiz6dik [59].

Az ionos vegyiiletek retenciovaltozasa elsGsorban a mintaion és az adszorbens felilletén
adszorbealodott parképzé reagens kozotti elektrosztatikus €s hidroféb kolcsonhatdasok
eredménye. A parképzoével ellentétes toltési ionok esetében ez azt jelenti, hogy a minta ion a
reagenssel az alléfazisban képez ionpart €s a kialakult ionpar hidroféb kolcsonhatassal
kotodik az apolaris allofazishoz. A retencidos maximum annak az eredménye, hogy az allofazis
felilete telitddik a parképzd reagenssel és egyre kevesebb hely marad a kialakult ionpar

hidrofob kolcsonhatasara a feliileten. Egy bizonyos koncentracio felett mar lehetdség van arra
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is, hogy az eluensben a reagens ,micellakat” képezzen, amely megnéveli a mintaion

oldékonysagat a mozgofazisban, ami a retencié csokkenését eredményezheti [60]. A parképzo

reagenssel azonos toltésli ionos vegyiiletek retencié csokkenése ugyancsak elektrosztatikus

frer

novelésével no a felileti toltéssiirliség, csokken a mintakomponens lehetséges adszorpeidja az

apolaris feliileten.

Forditott fazist ionpar-kromatografids elvalasztast befolyasolod tényezok [102]:

1)

2)

3)

4)

5)

A parképzo reagensek két £6 tipusba sorolhatok:

a.) Anionos tipusu parképzd reagensek, amelyek a szerves bazisok kationjaval
képeznek ionpart.

b.) Kationos tipusi parképzé reagensek, amelyek a szerves savak anionjdval
képesek ionpart képezni.

A parképz6 reagensek koncentracidja: altalanossagban elmondhatd, hogy ha

komponens retencidjat. Az ionparképz6 reagens koncentracidja a retenciot nem

monoton noveli, hanem maximum gorbén megy at, azaz egy adott reagens

koncentracio felett a retencid csokken.

A parképz6d reagens jelenléte a toltéssel nem rendelkezé molekuldk retencigjat

kismértékben, mig a vele azonos t6ltésti molekuldk retencidjat nagymértékben

csokkenti.

Az all6fazis tipusa és szénlanchossziisdga: mivel ionparképzéssel a komponensek

polaritisa  csokken, ezért célszeri apolaris allofazist valasztani a

folyadékkromatografias elvalasztashoz.

Eluens pH értékének hatdsa: az ionpar-kromatografias elvalasztasok sordn is

nagyon fontos, hogy a mintakomponensek ionizalt forméban legyenek.

A vegyiiletek pK-értékei segitséget adhatnak a kisérletek megtervezéséhez, de

mindig figyelembe kell tartanunk, hogy az eluens szerves olddszert is tartalmaz és

az oldat pH-ja, valamint a vegyiiletek pK-értéke nagymértékben fiigg a szerves

oldoszer tipusatol €s koncentraciojatol.

st

hatasa: azonos koncentracioban alkalmazva a szerves oldoszereket erdsségik
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6.)

7)

mértékének megfelelden csékkentik az ionpar retencidjat, mivel novekedik az
ionpar oldékonysaga a mozgdfazisban.

Az oldoszerek eltéré szelektivitasa jelentés mértékben befolyasolhatja az
elvalasztas szelektivitasat.

A szerves olddszer koncentricidjanak a novelése mindig retencid csokkenést
eredményez.

Az ionpar-kromatografia esetében a szilanofil koélcsonhatas jelentdsége joval
kisebb, mivel a maradék szilanol csoportokat az ionparképzd reagens molekula
learny€kolja.

Ionerdsség hatasa: az allando pH biztositasa miatt mindig hasznalunk puffereket az
eluensben. A puffer koncentraciéo befolyasolja a parképzést és a komponensek
ionizaltsagi allapotat. Az ionerOsség hatdsanak vizsgalatanal figyelembe kell
venni, hogy az ionparképz6 reagens koncentraciojanak a novelése egyuttal noveli
az ionerOsséget, mivel az ionparképzés soran nagyon jol disszocialdé sokat
alkalmazunk parképzo reagensként.

HoOmérséklet hatasa: annak ellenére, hogy az oszlop homérséklete szamos ionpar-
képzést befolyasold paraméterre hat, altalaban figyelmen kiviil hagyjuk az
elvalasztasaink sordn. Az egyik oka az, hogy altalaban a homérséklet emelése a
retencidt csokkenti, viszont az ionpar-kromatografia esetében figyelembe kell
venni, hogy kémiai reakcié jatszodik le, amely a Le-Chatelier-Braun elv
értelmében okozhatja a kémiai egyensuly felsé nyil iranyaban valo eltolodast, azaz
a retencié novekedését. Nehéz azonban elére megjosolni, hogy a hdmérséklet
okozta egyuttes hatasok eredménye a retencid csokkenése, allando értéken

maradasa, vagy novekedése.
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Kromatografias analizis:

Vegyszerek:
A vizoldékony vitaminok gyogyszerkonyvi mindséglick voltak.

Az 1-heptan-szulfonsav Na-soja, a jégecet valamint a trietil-amin (TEA) Fluka €s Sigma-
Aldrich (St Louis, MO, USA) gyartmanyt volt. A HPLC minéségti acetonitrilt (CH;CN) a
Scharlau Lab. Chemicals (Barcelona, Spanyolorszag) cég szallitotta.

A vizet t6bbszoros desztilldlassal laboratoriumunkban allitottuk elo.

Mintakoncentracidk: c=1,0 mg/ml

A kromatografias elvalasztidsokhoz tiszta szubsztancidkbol készitettiink mintaoldatokat.

Injektalt mintamennyiségek: 1,0 pl

Miszerek: A kromatografids elvalasztasokat Gynkotek (Germering, NSZK) készilékkel
végeztiik, mely egy 480GT terner gradiens szivattyubol, 8125 Rheodyne injektorbol (Cotati
CA, USA) 170S didédasoros detektorbol és Chromeleon kromatografias szabalyozo és
kiértékeld szoftverbdl allt.
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18. abra: Elvalasztott vizoldékony vitaminok szerkezeti képlete
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19. abra: Vizoldékony vitaminok elvilasztasa

1. C-vitamin (Aszkorbinsav) 4. Bg-vitamin (Piridoxin)
2. Bs-vitamin (Niacinamid) 5. B,-vitamin (Riboflavin)
3. B,-vitamin (Adenin) 6. Bi-vitamin (Tiamin)

Analizis koriilmények:
Oszlop: KOVASIL-Cyy

Eluens: A: 100% 2,70 mmol/l-es 1-heptan-szulfonsav natrium séjanak oldata +

0,5% jégecet

B: 100% CH;CN + 0,3% trietil-amin
Gradiens: 0% B-r61 100% B-re 1,50 perc alatt
Aramlasi sebesség: 1,2 ml/perc
Analizis homérséklet: szobahdmérséklet

Detektalas: 270 nm
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Vizoldékony vitaminok kimutatasi hataranak vizsgélata:

Egyes mintdk kimutatasi hataraként a gyakorlatban tobbféle értéket szoktak elfogadni.
Kimutatasi hatar alatt legtobbszor ahhoz a csticsmagassaghoz tartozé anyagmennyiséget értik,
mely csticsmagassag az alapvonal zajszintjének a kétszerese. Ritkdbban a hdromszoros jel/zaj
viszonyhoz tartozé anyagmennyiséget adjak meg, viszont az igy kapott mennyiség az, amely
a gyakorlat szempontjabol relevans, mennyiségi kiértékelésre még alkalmas. A kimutatasi
értékek megadasanal az utobbit, tehat a kevésbé ,optimista”, azaz magasabb értéket adtuk
meg.

Vizsgalataink soran hangstlyozottan rutin szempontokat tartottunk szem el6tt. Ezért a mért
kimutatasi hatdrokat tartalmazo 3. tablazat masodik oszlopaban azon a hullamhosszon mért
kimutatasi hatarértékeket tintettitk fel, ahol valamennyi komponens kielégit6 érzékenységgel
meghatarozhatd. (Egyszer, nem programozhatd detektorral végzett analizis esete.) A
kovetkez6 oszlop a maximalis fényelnyelés hullamhosszat, az utolso oszlop pedig az ott mért

kimutatasi hatarértékeket tartalmazza.

3. tablazat: Vizoldékony vitaminok kimutatasi hatdra

Detektalas Abszorpcio Detektalas

(A=270 nm) maximum (nm) | max.abszorpcidnal
C-vitamin 1,4 picomol 248 900,0 femtomol
Bs-vitamin 1,0 picomol 262 670,0 femtomol
Bys-vitamin 160,0 femtomol 260 110,0 femtomol
Bg-vitamin 35,0 picomol 292 23,0 picomol
B,-vitamin 160,0 femtomol 267 130,0 femtomol
Bi-vitamin 33,0 picomol 263 30,0 picomol

A kimutatasi hatar jelentds mértékben fiigg a kromatografias kortilményektdl, mint példaul a
berendezés mindségétdl és/vagy gradiens meredekségétél. 270 nm hullamhosszon valamennyi
mintavegyiilet kielégité UV abszorpciot mutat, a kimutatasi hatarok a legtobb esetben mar
femtomol (10'15 mol) tartomanyba esnek. Optimalis hullamhosszon az érzékenység még

tovabb novelheto.
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4.3.3 Zsiroldékony vitaminok HPLC analizise

Az A-vitaminnak és szdrmazékainak (A-vitamin sav, A-vitamin aldehid, A-vitamin acetat €s
A-vitamin palmitat), a D;-vitaminnak, az E-vitaminnak és az E-vitamin acetatjanak az emberi
szervezet megfelel6 miikodésében fontos szerepiik van, valamint szamos betegség

kialakulasat akadalyozzdk meg.

CH; CHj
VN OH

CHs

A-vitamin (Retinol)

CH3 CH3 \)\/\
NN X 9]
A

CH;, H;C

A-vitamin acetat (Retinol-acetat)

CH; CHs H

XN N X YN0

CH;
A-vitamin aldehid (Retinal)

A-vitamin sav (Retinol sav)
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CH, CH,

CH;, 0
CH,

E-vitamin (Tokoferol)

CH; 2

H,C

=0

0] CH;
HyC CH;
0 CH, CHj
CH;

CHs 2

E-vitamin acetat (Tokoferol-acetat)

20. abra: Zsiroldékony vitaminok szerkezeti képlete
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Tapasztalataink alapjan a zsiroldékony vitaminok ill. szarmazékaik (20. abra) elvalasztdsahoz
(21. 4bra) az egyszer(i viz-acetonitril gradiensek alkalmazhatdk. Ebben az esetben azonban az
A-vitamin sav nem retardalodik, a fronttal elualodik. Ezért, ha a minta (példaul metabolitként)
A-vitamin savat is tartalmaz, célszerii az ,,A” eluenshez kevés ammoénium-acetatot adagolni.
A zsiroldékony vitaminok er6sen h6 és fényérzékenyek. Ezért a mintdk és a standardok
tarolasanal kilonds gonddal kell eljarni. Hosszabb tarolasuk sordn a mintakat inertgaz

atmoszféraban, mélyhlitve lehet csak eltartani.

Kromatografias analizis:

Vegyszerek:
A zsiroldékony vitaminok, az ammonium-acetat Fluka és Sigma-Aldrich (St Louis, MO,

USA) gyartmanyu volt.
A HPLC mindségii acetonitrilt (CH3CN) a Scharlau Lab. Chemicals (Barcelona,
Spanyolorszag) cég szallitotta.

A vizet tobbszoros desztillalassal laboratériumunkban allitottuk eld.

Mintakoncentraciok: c=1,0 mg/ml

A kromatografias elvalasztasokhoz tiszta szubsztanciakbol készitettiink mintaoldatokat.

Injektalt mintamennyiségek: 1,0 pl

Miszerek: A kromatografids elvalasztasokat Gynkotek (Germering, NSZK) késziilékkel
végeztikk, mely egy 480GT terner gradiens szivattyibol, 8125 Rheodyne injektorbol (Cotati
CA, USA) 170S diddasoros detektorbol és Chromeleon kromatografids szabalyozd és
kiértékelo szoftverbol allt.
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21. abra: Zsiroldékony vitaminok elvalasztdsa

1. A-vitamin sav (Retinol sav) 4. A-vitamin acetat (Retinol-acetat)
2. A-vitamin (Retinol) 5. D3-vitamin (Kolekalciferol)

3. A-vitamin aldehid (Retinal) 6. E-vitamin (Tokoferol)

7. E-vitamin acetat (Tokoferol-acetat) 8. A-vitamin palmitat

(Retinol-palmitat)

Analizis koriilmények:

Oszlop: KOVASIL-Cy4

Eluens: A: 20% CH;CN + 80 % 0,05 mol/l-es ammonium-acetat oldat
B: 100% CH;CN

Gradiens: t6bb 1épcsds gradiens

Aramlési sebesség: 1,0 ml/perc
Analizis hémérséklet: szobah6mérséklet
Detektalas: 295 nm
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Zsiroldékony vitaminok kimutatasi hatdranak vizsgalata:

A 4. tablazat a zsiroldékony vitaminok mért kimutatasi hatarértékeit tartalmazza.

Az A- és E-vitaminok UV spektruma jelent6sen eltér, abszorpciés maximumuk tavol esik
egymastol. 295 nm-en azonban mindegyik vegyiletnek van abszorpcidja ezen a
hulldmhosszon torténd detektalassal kielégitd érzékenység érhetd el. Az abszorpeiods
maximumon torténd méréssel az érzékenység jelentdsen fokozhaté. Nagyon jelentds az
effektus pl.: az A-vitamin acetat esetében, ahol a mérési hullamhossz 10 nm-es valtoztatisa

Otszoros érzékenység novekedést jelentett.

4. tablazat: Zsiroldékony vitaminok kimutatasi hatira

Detektalas Abszorpcié maximum Detektalas

(A=295 nm) (nm) max.abszorpcional
A-vitamin sav 220,0 femtomol 351 60,0 femtomol
A-vitamin 80,0 femtomol 325 40,0 femtomol
A-vitamin aldehid 1,0 picomol 386 250,0 femtomol
A-vitamin acetat 60,0 femtomol 325 30,0 femtomol
Ds-vitamin 180,0 femtomol 267 40,0 femtomol
E-vitamin 2,0 picomol 295 2,0 picomol
E-vitamin acetat 1,1 picomol 285 190,0 femtomol
A-vitamin palmitat 10,0 femtomol 327 5,0 femtomol
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4.3.4 d,-Norgesztrel elvalasztisa és kimutatasi hatdranak vizsgalata

A kiralis Norgesztrel racém elegyének folyadékkromatografids elvalasztasanal figyelembe
kellett venni a kiralis molekuldk enantiomerjeire elfogadott axiomat; amely kimondja, hogy
kiralis molekula enantiomerjei csak kiralis molekulaval szemben mutatnak eltérd viselkedést.
EbbSl a megallapitasbol kovetkezik példaul az is, hogy enantiomereket csak kiralis
,.segédanyag” segitségével lehet elvalasztani. (A Norgesztrel az anticoncipiens tablettak egyik
gyakori komponense.)

A folyadékkromatografidban az optikai aktivitassal rendelkezd izomerek elvalasztasinak
egyik gyakran alkalmazott médszere a ciklodextrinnel képzett zarvanyvegytileteik analizise
[65-67]. A ciklodextrinek (o, B, v) és szarmazékaik nagy valasztékban hozzaférhetok a
kereskedelemben [68]. Az eluensben oldott ciklodextrin az elvalasztandé anyaggal ,,zarvany
komplexet” képez. Az elvalasztandd minta optikai izomerjei kulonboz6 modon helyezkednek
el a ciklodextrin molekuldban, aminek kovetkeztében a két enantiomer kromatografias
viselkedése megvaltozik. A ciklodextrin zarvanykomplex-képzés kromatografias elvalasztas
céljara két modon alkalmazhatd. Az egyik, amikor az elvalasztist kémiailag kotott
ciklodextrin oszlopon végzik [69]. A legtobb esetben B-ciklodextrint és szdrmazékait kotik a
szilikagél vagy egyéb hordozé felilletére. A zarvanykomplex-képzés masik mddja, amikor a
ciklodextrint az eluensbe adagoljak és igy a zarvanykomplex a mozgdfazisban keletkezik. A
két elvalasztasi modszert élesen el kell valasztani egymastol, bar mindkett6 a zarvanykomplex

kialakulasan alapul, de egészen mas kromatografias hatast fejt ki.
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Zarvanvkomplex képzésen alapuld kromatografias elvalasztasi modszerek [103]:

Az elvalasztasi modszer alapja, hogy az elvalasztandd vegyiiletek a toroidalis szerkezetii
gylrlis molekuldk belso iregébe jutva a bels6 felulettel kolcsonhatasba lépnek ,,bezarodnak™.
Ezzel a komponensek oldékonysagi tulajdonsagai jelentdsen megvaltoznak, és a valtozas

nagysaga a kolcsonhatas erésségének a fiiggvénye.

A zarvanykomplex képzés kromatografias alkalmazasanak két modja van, a komplexképzd

molekula jellegétol fuggben:

1.)  Komplexképzéshez korona-étereket hasznalnak fel, ebben az esetben a reagens kiilso
felilete apolaris, mig a belsd tireg polaris. Ez a komplexképzés a molekulat
apolarisabba teszi, mivel polaris résziik reagal a belso felulettel.

A koronaéter formaban torténd kromatografias elvalasztast japan kutatok alkalmaztak
eloszor [61-64].

2.)  Komplexképzéshez ciklodextrint haszndlnak, amelynek a belsd feliilete apolaris, a

kiilsé polaris, igy a molekuldk polaritisa megn6, mivel a molekuldk hidroféb

résziikkel kapcsolodnak az tireg belsofeliletéhez.

Amennyiben ciklodextrin allofazison dolgozunk, a reagalé komponensek retencidja a
kolcsonhatas kovetkeztében nd, és ez a retencio novekedés a polaritasukkal aranyos lesz, tehat
az apolarisabb komponens retencidja jobban n6, mint a polarisabbé.

Amennyiben a reagenst a mozgofazisba tesszilk, a reagald komponensek polarisabba valnak,
tehat a retencidjuk csokken és a csokkenés mértéke a hidrofob kolcsonhatas erdsségének a
fiiggvénye. Ez azt jelenti, minél apolarisabb a molekula, annal erdsebb komplexet képez, igy
annal polarisabba valik. A forditott fazist elvalasztas szelektivitasa ezért a ciklodextrin
koncentracio fiiggvénye, annak valtoztatdsaval az elicids sorrend esetleg megfordithato.

A komplexképzési reakcié sebessége kicsi, ezért a kémiailag kotott ciklodextrin oszlopokon
az elvalasztas hatékonysaga, a kedvez6tlen csticsalak miatt sokszor nem megfeleld.
Mozgo6fazisban elhelyezett komplexképzd esetében a reagens nagy feleslegben adhato, ami
kedvez6 a hatékonysag szempontjabol és az elvalasztas koriilményei sokkal szabadabban
valtoztathatok, novelve ezzel is a szelektivitasi lehetdségeket. Az eljaras masik elénye, hogy

,,5zokasos” forditott fazisu oszloppal elvégezhetd a kromatografias elvalasztas.

53



A dI-Norgesztrel (22. 4bra) analiziséhez a zrvanyképz0 reagenst a y-ciklodextrint az
eluensben oldottuk fel. A y-ciklodextrin koncentracidjat a modszeroptimalasi kisérletek
segitségével hataroztuk meg. A 23. abran az optimalis elvalasztas lathato.

A d/[-Norgesztrel kimutatdsi hatdra az altalunk valasztott kromatografias elvalasztasi
rendszerben 8 pikomol, melyet szobahémérsékleten és maximalis fényelnyelésnél (A=266

nm) mértink.

OH
S c=cn

o)

22. abra: d,l-Norgesztrel szerkezeti képlete

Kromatografias analizis:

Vegyszerek:

A d I-Norgesztrel gyogyszerkonyvi mindségii volt. A y-ciklodextrint a budapesti Cyclolab-tol
vasaroltuk. A HPLC mindségii acetonitrilt (CH;CN) a Scharlau Lab. Chemicals (Barcelona,
Spanyolorszag) cég széllitotta. A vizet tSbbszords desztillalassal laboratériumunkban

allitottuk el6.

Mintakoncentraciok:

c=1,0 mg/ml

A kromatografias elvalasztisokhoz tiszta szubsztanciabdl készitettimk mintaoldatokat.

Injektalt mintamennyiségek: 0,5 pl

Miiszerek: A kromatografias elvalasztasokat Gynkotek (Germering, NSZK) késziilékkel
végeztitk, mely egy 480GT terner gradiens szivattyibol, 8125 Rheodyne injektorbol (Cotati
CA, USA) 170S diddasoros detektorbol és Chromeleon kromatografids szabélyozd és
kiértékelo6 szoftverbol allt.
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Kromatografids analizis:

Vegyszerek:
Az analgetikumok gy6gyszerkonyvi mindségiek voltak.

Az 1-oktan-szulfonsav Na-sdja, a foszforsav Fluka és Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)
gyartmanyu volt.

A HPLC mindségli acetonitrilt (CH;CN) a Scharlau Lab. Chemicals (Barcelona,
Spanyolorszag) cég szallitotta.

A vizet t6bbszoros desztillalassal laboratoriumunkban allitottuk el6.

Mintakoncentraciok:

c=1,0 mg/ml

A kromatografias elvalasztasokhoz tiszta szubsztanciakbol készitettink mintaoldatokat.

Injektalt mintamennyiségek: 0,5 ul

Miiszerek: A kromatografids elvalasztasokat Gynkotek (Germering, NSZK) készilekkel
végeztilk, mely egy 480GT terner gradiens szivattyubol, 8125 Rheodyne injektorbol (Cotati
CA, USA) 170S diddasoros detektorbol és Chromeleon kromatografias szabalyozo és
kiértékel6 szoftverbol allt.
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23. abra: d,/-Norgesztrel elvalasztasa

Analizis koriilmények:
Oszlop:  KOVASIL-Cy4
Eluens:  A: 100% 1,00 mmol/l-es y-ciklodextrin oldat
B: 50% 1,00 mmol/l-es y-ciklodextrin oldat + 50% CH;CN
Gradiens: 32% B-r61 42% B-re 5,00 perc alatt

Aramlasi sebesség: 1,2 ml/perc

Analizis hémérséklet: szobah6mérséklet
Detektalas: 266 nm
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4.3.5 Analgetikumok HPLC analizise

A 24. abran bemutatott analgetikumbol all6 mintaelegyre kidolgozott elvalasztasi modszeriink
(25. bra) kitlinik rovid analizisidejével.

Hasonlé elvalasztasokkal szamos irodalom foglalkozik [70-76]. Az analizis kérilmények az
analizdlandé minték kiillonbozosége folytan er6sen eltérnek, az analizis idéigénye 5-15 perc

az elvalasztand6 komponensek szamatol fiiggben.

COOH
OOCCH;
CHﬂONH—@OH
Acetamonifen Aszpirin
COOH
OH
Fenacetin Szalicilsav

0 $H3
H;C N
N7 5, 7“8
23 4 N
o
CH;
Koffein

24. abra: Elvalasztott analgetikumok szerkezeti képlete
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25. dbra: Analgetikumok elvalasztisa
1. Acetaminofen 4. Aszpirin
2. Koffein 5. Fenacetin
3. Szalicilsav

Analizis kériilmények:

Oszlop:  KOVASIL-Cy4

Eluens: A: 99% 4,00 mmol/l-es 1-oktan-szulfonsav natrium sdjanak oldata
(pH=2,5; foszforsavval beallitva) + 1% CH;CN
B: 94% 4,00 mmol/l-es 1-oktin-szulfonsav natrium sdjanak oldata
(pH=2,5; foszforsavval beallitva) + 6% CH;CN

Gradiens: 35% B-rol 100% B-re 1,50 perc alatt

Aramlasi sebesség: 1,2 ml/perc
Analizis hdmérséklet: szobahOmérséklet

Detektalas: 230 nm
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4.3.6 Természetes aminosavak elvalasztisa és kimutatasi hatdrdnak vizsgilata

A taplalékkal felvett fehérjék az emésztés folyamataban résztvevd fehérjebontd enzimek
hatasara aminosavakkd bomlanak le. Az aminosavak elsOsorban a szervezet sajat
fehérjeallomanyanak felépitésére szolgalnak, de részt vesznek a szervezet szdmara ugyancsak
fontos egyéb anyagok (nukleinsavak, vérfestékek, egyes hormonok) szintézisében is. Ezen
kiviil a szervezetben lejatszodo anyagcesere folyamatok ttjan szénhidratok €s zsirok, ill. ezek
egyes komponensei is képzédhetnek aminosavakbol.

A szervezet anyagcsere-folyamataiban azonban nem keletkezik a fehérjéket felépitod
valamennyi aminosavnak megfeleldé oxosav, ezért egyes aminosavak megszerzese
szempontjabdl a szervezet kizardlag a taplalékkal felvett fehérjére van utalva. Az ilyen
aminosavakat, melyeket a szervezet mas anyagokbdl (pl.: szénhidratb6l) nem tud
szintetizalni, és éppen ezért a taplalékkal valé felvételitkre a szervezet normalis funkcidjanak
betoltéséhez feltétleniil szitkség van, esszencialis aminosavaknak nevezzik (leucin, izoleucin,
lizin, metionin, fenilalanin, reonin, triptofan és a valin). Néhanyat az emberi szervezet képes
ugyan elballitani (arginin, hisztidin), de a szintézis sebessége kicsi, igy mennyiségiik nem
elégséges, foként a fejlodésben levd szervezet szamara. A nélkulozhetetlen aminosavak

jellege és szama fajonként, sOt az €letkor szerint is valtozhat.

Az aminosavak nagyhatékonysagli folyadékkromatografias elvalasztasa soran elsddleges
célként az esszencidlis aminosavak analizisét tiiztiik ki.

Meghatarozasuk klasszikus modszere a Moor és Stein altal bevezetett ioncserés aminosav
elvalasztas.

A HPLC elterjedésével jelent6sen teret nyertek azok az eljarasok, melyek viszonylag apolaris
aminosav-szarmazékok forditott fazisu kromatografias rendszereken torténd elvalasztisan
alapulnak [77-84]. Bar az aminosavak fenil-tiohidantoin szarmazékaik nem tul stabilak,
mégis, jO detektalhatdosaguk miatt eldonyosen alkalmazhatok folyadékkromatografias
meghatarozasra UV detektalas mellett.

Mig a ,klasszikus” aminosav-analizatorral (ioncserés modszerrel) a mérés idészikséglete az
oszlop regeneralasaval egyitt 1 ora ala nem csokkenthetd, addig az aminosav fenil-
tiohidantoin (PTH)- szarmazékainak forditott fazisi analizise az &ltalunk kidolgozott
modszerrel 7 perc korili idéraforditassal elvégezhetd. A mérés soran nagy gondot kellett
forditani az oszlop regeneraldsara, tekintettel arra, hogy nagyon érzékeny molekulak

elvalasztasarol volt szo6. A nempordzus, monodiszperz téltetnek €s a rovid oszlopnak
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koszonhetden gyorsan visszaallt a kolonna egyensilya, az elvalasztds kezdeti eluens
Osszetételére. Egy elemzés teljes idésziikséglete kb. 10 perc.

Munkank a PTH-aminosavak igen gyors analizisének kidolgozasara ¢s az azt befolyasold
tényezOk vizsgalatira, valamint az elvalasztids optimalizaldsara iranyult. Az elvilasztas
szelektivitasat a mozgofazis pH-ja és ioner6ssége, az eluens mindségének és osszetételének
valtozasa befolyasolja.

PTH-aminosavak elvalasztasara két eljarast probaltunk ki. Egyik modszernél a pH=3,8-5,7
puffer tartalmu eluenst, mig a masiknal erésen savas (pH=2,0 koril) eluenst alkalmaztunk az
elvalasztasokhoz.

A semlegeshez kozeli kémhatasu kozeg elénye, hogy ebben az oldott PTH-aminosavak
stabilitasa megfelel6. Vizsgaltuk az aminosavak retencios idejének valtozasat a pH (26. abra)
ill. a pufferkoncentracio (27. abra) fiiggvényében. A vizsgalt kémhatds tartomanyban
(pH=3,8-5,7) néhany aminosav kivételével (aszparaginsav, ciszteinsav, treonin, glicin,
cisztein, és glutaminsav) a retenciok valtozasa mérsékelt, de tekintve a sokkomponensi
elegyre a legjobb szelektivitast a pH=4,5-4,9 tartomanyban kaptuk.

Az alkalmazott berendezéssel és allofazissal megvalosithato optimaélis elvalasztast pH=4,8
értéki és 10,5 mmol/l koncentracioju eluenssel tudtuk elérni (28. abra).

Az analizis korilmények széles hatarok kozotti valtoztatdsaval sem sikertlt valamennyi
aminosavat egy lépésben elvalasztani. A 21 aminosavbol all6 keverékben vannak parok,
melyek atfedd csucsokat adtak (aszparaginsav-ciszteinsav, treonin-glicin, cisztein-
glutaminsav).

Erésen savas kozegben, trifluor-ecetsav tartalmi eluens alkalmazasaval az érzékenység
novelhetd, a cstcsalakok kedvezdbbek (keskenyebb csticsok) lettek, azonban az elvalasztas
meg igy sem volt megfeleld.

A legjobb felbontast, hepta-fluoro-vajsav (HFBA) ionparképzd segitségével lehetett elérni
(29. dbra). A hepta-fluoro-vajsav jelentdsen néveli a mintak hidrofob tulajdonsagat és ezen
keresztil a retenciot. fgy egy péar (glicin-treonin) kivételével valamennyi aminosavra teljes
elvalasztast tudtunk megvaldsitani. A legjobb elvalasztisokat akkor értik el, amikor az
oldoszererdsségen kivill a hepta-fluoro-vajsav koncetracidja is folyamatosan emeltik az
eluensben az analizis soran. (A ,B” eluensbe lényegesen tobb hepta-fluoro-vajsavat
adagoltunk, mint az ,, A” eluensbe.) Ezen koriilmények kozott vizsgaltuk a PTH-aminosavak

kimutatasi hatarat (5. tdblazat) is.
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26-27. abra: Retencios idé valtozasa a puffer koncentracié és pH fiiggvényében
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Kromatografias analizis:

Vegyszerek:
A PTH-aminosavak, Na-acetat, a trifluor-ecetsav (TFA), a heptafluoro-vajsav (HFBA)

valamint az ecetsav Fluka és Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) gyartmanyu volt.
A HPLC min6ségli acetonitrilt (CH3CN) a Scharlau Lab. Chemicals (Barcelona,
Spanyolorszag) cég szallitotta.

A vizet tobbszoros desztillaldssal laboratoriumunkban allitottuk el6.

Mintakoncentracidk:

¢=1,0 mg/ml

A kromatografias elvalasztasokhoz tiszta szubsztanciakbol készitettiimk mintaoldatokat.

Injektalt mintamennyiségek: 0,5 ul

Miszerek: A kromatografias elvalasztasokat Gynkotek (Germering, NSZK) készulékkel
végeztilk, mely egy 480GT terner gradiens szivattyubol, 8125 Rheodyne injektorbol (Cotati
CA, USA) 170S diddasoros detektorbol és Chromeleon kromatografids szabalyozo és
kiértékeld szoftverbol allt.
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28. abra: PTH-aminosavak elvalasztdsa puffer tartalmi eluensben (pH=4,8)

Analizis korilmények:
Oszlop:  KOVASIL-Cy4
Eluens:  A: 100% 10,5 mmol/l-es natrium-acetat oldat
(pH=4,8; ecetsavval beallitva)
B: 100% CH3CN
Gradiens: 0% B-n 2,00 percig
0% B-161 10% B-re 0,01 perc alatt
10% B-r61 15% B-re 4,49 perc alatt
15% B-r61 100% B-re 0,10 perc alatt
100% B-n 2,00 percig

Aramlasi sebesség: 1,2 ml/perc
Analizis hémérséklet: szobahomérséklet

Detektaléds: 254 nm
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29. abra: PTH-aminosavak elvilasztisa hepta-fluoro-vajsavas kozegben (pH=2)

Analizis koriilmények:
Oszlop:  KOVASIL-Cyy4
Eluens: A: 100% H,O + 0,1% HFBA
B:10% H,0 + 90% CH;CN + 0,8% HFBA
Gradiens: 0% B-r6l 12% B-re 3,55 perc alatt
12% B-161 20% B-re 3,00 perc alatt
20% B-r61 100% B-re 0,01 perc alatt
100% B-n 2,00 percig

Aramlési sebesség: 1,0 ml/perc

Analizis hdmérséklet: szobahdmérséklet

Detektalas: 254 nm
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5. tablazat: PTH aminosavak kimutatasi hatara

Kimutatasi Kimutatasi

Aminosav hatar Aminosav hatar

[pmol] [pmol]

PTH-L-alanin 0,110 PTH-L-leucin 0,110

PTH-L-arginin 0,100 PTH-(e-PTC)-L-lizin 0,120

PTH-L-aszparagin 0,130 PTH-L-metionin 0,110

PTH-L-aszparaginsav 0,090 PTH-L-fenilalanin 0,120

PTH-L-karboximetil-L-cisztein 0,150 PTH-L-prolin 0,110

PTH-L-ciszteinsav 0,100 PTH-L-szerin 0,130

PTH-L-glutamin 0,140 PTH-L-treonin 0,110

PTH-L-glutaminsav 0,140 PTH-L-Triptopfan 0,080

PTH-L-glicin 0,150 PTH-L-tirozin 0,080

PTH-L-hisztidin 0,090 PTH-L-valin 0,170
PTH-L-izoleucin 0,120
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4.3.7 Alkaloidok elvalasztdsa és kimutatasi hatiranak vizsgalata

Az alkaloidok elsésorban novényekben el6forduld, bazisos természetes anyagok, amelyek
molekulajaban egy vagy tobb, tobbnyire heterociklusba beépiilt N-atomot tartalmaznak és
gyakran élettani hatasuk van. A kozos természetes eredeten kiviil nem adhaté meg semmiféle

altalanos jellemz6 az alkaloidokra.

A szakirodalomban talalt definiciok koziil a legjobb megfogalmazast talan Mothes javasolta

1950-ben ezekre a vegyiletekre:

,Az alkaloidok bdzisos ndvényi anyagok, tulnyomorészt heterociklusba beépiilt amin-
nitrogénnel, amelynek erds, tobbnyire nagyon specifikus hatdsa van az idegrendszer

kiilonbozd teriileteire.”

Ismeretesek olyan alkaloidok is, amelyekben a N-atom nem heterociklusban szerepel. Ilyen
példaul: az efedrin, hordenin vagy a meszkalin.

Minthogy az alkaloidok tobbnyire idegmérgek, ezért az allatok szervezetében nagyobb
mennyiségben nem képzédhetnek. Azonban ismert néhany allati eredetli alkaloid 1s, mint
példaul a szalamandraméreg, varangymeéreg, adrenalin €s hisztamin.

Az alkaloidok talnyomé tobbsége a novényvilagbol szarmazik, ahol feltehetden a fehérje
anyagcsere ugymond hulladéktermékeként” fdleg a periféridlis novényrészekben: a
gyokérzetben, levelekben, kéregben, vagy a termésben, sokkal ritkdbban a fas részekben
rakodnak le. A novényekben ritkabban fordulnak eld szabad bazis alakjaban, hanem oxal-,
ecet-, tej-, vagy citromsavval képeznek semleges vizoldhatd sokat.

Néhany magasabb rendli novénycsalad mint példaul a boglarkafélék, a makfélék és
csucsorfélék sok alkaloidot tartalmaznak, ezzel szemben a fészkesviraguak és az alacsonyabb
rendl novények, mint példaul a pafranyfélék, mohafélék és moszatfélék tobbnyire mentesek
az alkaloidoktol.

Altaldban egy-egy novényfaj nem csak egyetlen alkaloidot tartalmaz, hanem egymassal kozeli
rokon alkaloidok keverékét, ezért a kinyerést kovetd elvalasztasukra fokozott gondot kell

forditani.
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Az alkaloidok bézikus tulajdonsaguk miatt gyakran az allofazis el nem reagalt in. maradék
szilanol csoportjai er6sen kotik (kemiszorbealjak) a bazikus mintakat és ez elnyulo (tailinges)
cstucsok kialakulasahoz vezet, féleg a nagyobb retencioju komponensek esetében. Ezért
példaul a mak alkaloidok vizsgalatanal gyakran csak 4, s6t egyes esetekben csak 2 £6 alkaloid
mérésével kénytelenek megelégedni (brucin a meghatarozasoknal szokasos belsé standard)
[85-87]. KOVASIL-Cy4 allofazisunkra két kiilonbozd homérsékletre dolgoztam ki optimalis
elvalasztast (31-32. abra).

Szobahdmérsékleten a 7 komponensii tesztelegy (a 30. abran a vegyliletek szerkezeti képlete
lathatd) elvalasztasahoz kb. 1,3 perc szikséges.

Az 50 °C-on végzett analizis jelentds analizis id6 csokkenést eredményezett, az elvalasztas 0,9

perc alatt elvégezhetd és az elvalasztas érzékenysége is Iényegesen javult.

Kromatografias analizis:

Vegyszerek:
Az alkaloidok és a trifluor-ecetsav (TFA) Fluka és Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)

gyartmanyu volt.
A HPLC mindségli acetonitrilt (CH3;CN) a Scharlau Lab. Chemicals (Barcelona,
Spanyolorszag) cég szallitotta.

A vizet t6bbszoros desztillalassal laboratériumunkban allitottuk elo.

Mintakoncentraciok:

c=1,0 mg/ml

A kromatografias elvalasztasokhoz tiszta szubsztancidkbdl készitettiink mintaoldatokat.

Injektalt mintamennyiségek: 0,5-1,5 ul

Miszerek: A kromatografias elvalasztasokat Gynkotek (Germering, NSZK) késziilékkel
végeztik, mely egy 480GT terner gradiens szivattyibol, 8125 Rheodyne injektorbél (Cotati
CA, USA) 170S didédasoros detektorbol és Chromeleon kromatografias szabalyozo és
kiértékeld szoftverbdl allt. A kolonna allandé hémérsékletét egy vizkopeny biztositotta,
melynek homérsékletét Grant W6 cirkulacios termosztattal (Grant Instruments, Cambridge,
Anglia) szabalyoztuk. A vizképeny az oszlopon kivill az injektor-kolonna 6sszekot6 kapillaris

kb. 20 cm-ét is temperalta.
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31. abra: Alkaloid standardok elvalasztisa szobahomérsékleten

L. Morfin 5. o-metil-morfin
2. Kodein 6. Kokain

3. Etil-morfin 7. Narkotin

4. (Brucin)

Analizis koriilmények:
Oszlop:  KOVASIL-Cy4
Eluens: A: 100% H,O + 0,15% TFA
B: 30% CH;CN + 70% H,O + 0,15% TFA
Gradiens: 13% B-161 23% B-re 0,20 perc alatt
23% B-161 100% B-re 2,00 perc alatt

Aramlasi sebesség: 1,0 ml/perc
Analizis hdmérséklet: szobahOmérséklet
Detektalas: 254 nm
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32. abra: Alkaloid standardok elvdlasztiasa 50 °C-on

L. Morfin 5. o-metil-morfin
2. Kodein 6. Kokain

3. Etil-morfin 7. Narkotin

4. (Brucin)

Analizis korilmények:
Oszlop:  KOVASIL-Cy4
Eluens:  A:100% H,O + 0,15% TFA
B: 30% CH;CN + 70% H,0 + 0,15% TFA
Gradiens: 5% B-r61 100% B-re 2,05 perc alatt
Aramlasi sebesség: 1,4 ml/perc
Analizis hémérséklet: 50 °C
Detektalas: 254 nm
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Alkaloidok kimutatasi hataranak vizsgalata:

Az egyes komponensekre jellemz6 kimutatdsi hatarokat (6. tabldzat) mind a két
hémérsékleten elvégeztik. Az alkaloidok magas extincidés koefficiense miatt kedvezd
kimutatdsi hatdrok elérésére szamitottunk. A vizsgalt hét alkaloid kimutatasi hatdra a
femtomol (10 mol) tartomanyba esett.

A kapott eredmények tanulméanyozdsa soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy magasabb
analizis homérsékleten nétt az elvalasztasi rendszer érzékenysége és lényegesen javultak a
kimutatasi hatarértékek is. Tobb esetben az érzékenység kozel 6tszoros névekedését kaptunk.
Ez a révidebb retencios idével magyarazhatd, ugyanakkor az analizis hdmérséklet emelésével
a cstcs szimmetria javuldsat is tapasztaltuk. Megfigyelhet6 volt, hogy a detektor zajszintje a

kolonnatér homérséklet emelésével csokken (kb. 50 %o-ban).

6. tablazat: Alkaloidok kimutatdsi hatdrdnak vizsgilata

Analizis hémérséklet

Alkaloid 55°C 50°C
Morfin 453 femtomol 5,3 femtomol
Kodein 9,3 femtomol 0,7 femtomol

Etil-morfin

18,7 femtomol

4.3 femtomol

Brucin

7,0 femtomol

0,4 femtomol

a-metil-morfin

20,3 femtomol

4,0 femtomol

Kokain

9,3 femtomol

0,9 femtomol

Narkotin

7,0 femtomol

0,6 femtomol
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4.3.8 Opium alkaloidok elvilasztisa és kimutatdsi hatdrdnak vizsgalata

Opium alkaloidok elvélasztasat és mennyiségi meghatirozasat legeredményesebben forditott
fazisu (RP) és nagyérzékenységl folyadékkromatografias (HPLC) mddszerrel végzik,
porozus allofazis alkalmazdsa mellett [87-100]. A nyers Opium €s a ,mak szalma”
kromatografias analizise sordn a kiséré anyagok interferalhatnak a meghatarozni kivant opium
alkaloiddal [91, 94, 101] és ezért legalabb két {6 alkaloid meghatarozasa bizonytalan [90, 93].
A kés6bn elualédé komponensek cstcsalakja széles [91, 92, 93], és ezek a problémak
egylittesen kihatnak az alkaloidok pontos meghatarozasara. Ezért gyakran a mak alkaloidok
folyadékkromatografias vizsgalatanal csak négy, s6t egyes esetekben csak két f6 alkaloid
mérésével kénytelenek megelégedni [85-87].

A makgub6 extraktumok mennyiségi ¢s mindségi meghatarozasa soran kapott eredményekbdol
kovetkeztetni lehet a névény eredetére, ill. a termesztési helyére.

A 6 6pium alkaloidok (morfin, kodein, tebain, papaverin, és noszkapin) elvalasztasara egy 0j
forditott fazisa HPLC mddszert fejlesztettink ki, nempordzus, monodiszperz allofazis
alkalmazasival. A mennyiségi meghatirozashoz bels6 standardként brucint (internal standard)
alkalmaztunk. A gradiens elticiés technika alkalmazasaval a novényi extraktum analizisét 1,5

perc alatt tudtuk elvégezni.

Kisérleti rész

Vegyszerek: morfin, kodein, papaverin hidroklorid,brucin és az Extrelut® szilard fazist minta
elokészitdé oszlop Merck (Darmstadt, NSZK), a narkotin ¢s a thebain Sigma-Aldrich (St
Louis, MO, USA) gyartmanyu volt. A kiilonb6zd helyr6l szdrmazd 6pium mintdkat az
UNDCP (United Nations Drug-Control Program, Bécs) bocsatotta szamunkra. A tobbi
altalanos nagytisztasagu és jo mindségh vegyszert, kereskedelmi forgalombol szereztikk be a

kisérletekhez.
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Standard oldatok készitése:

Metanolos, killonboz6 anyagmennyiségeket tartalmazé torzsoldatokat készitettink:

) Torzsoldat koncentracid
Opium alkaloid [mg/ml]
Morfin 5,0
Narkotin 5,0
Kodein 1,0
Thebain 10
Papaverin 1,0
Brucin 1,0

Minta eldkészités: A nyers 0pium mintahoz hozzaadtuk a brucin toérzsoldatot és ezutan kétszer

2,5 viv %-0s ecetsav oldattal extrahaltuk. Az extrakcié utan pH=9,0-ra allitottuk be az
extraktum kémbhatésat, majd az igy kapott mintaoldatot egy szilard fazisG minta
elékészitésnek vetettiik ald az Extrelut® minta el6készitd oszlop alkalmazasaval. A minta
elokészitd oszlopra felvitt alkaloidokat 60 ml diklérmetan:izopropanol=9:1 eleggyel elualtuk
az oszloprol, majd szarazra paroltuk rotadeszt alkalmazasaval.

Az igy kapott extraktumot 15 ml acetonitril:vizzZHFBA = 60:40:0,8 elegyben oldottuk, majd
felhigitottuk 30 ml-re 0,1 % vizes HFBA oldattal. A mintaoldatot 0,45 pm-es Millipore

sziirdn leszirtiik €s a kész oldatbdl 3 pl-t injektaltunk.

Analizis koridménvek:

Keésziilék: Perkin-Elmer HPLC 200
Detektor: Perkin-Elmer LC-235 diédasoros

Szoftver: Turbochrom

Oszlop: Kovasil MS-C18, 33x4,6 mm, dy=1,5 um, (Chemie Uetikon AG, Uetikon,
Svijc)

Eluens: A: 100 % H,O + 0,1 % HFBA

B: B: 60% CH;CN + 40% H,O + 0,8% HFBA
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Aramlasi sebesség: 1,0 ml/perc
Analizis hdmérséklet: 50 °C
Detektalas: 255 nm

Gradiens profil:

Idé (perc) B%

0 15

0,3 29

1,9 38

2,4 38

2,6 100

3.4 100

3,6 15

7,0 15

Eredmények:

Az ot f6 6pium alkaloidot (morfin, codein, thebain, papaverin és narkotin) tartalmazo
makgubdbol kapott extraktum forditott fazisi (RP), nempordzus, monodiszperz allofazison
torténd HPLC elvalasztdsat a 33. abra mutatja be. Ezzel a vizsgalati modszerrel 1,5 percre
tudtuk az 6pium alkaloidok analizisidejét csokkenteni gy, hogy az elvalasztast 50 °C-on
végeztilkk és ionpar képzének a hepta-fluoro-vajsavat (HFBA) hasznaltuk. Igy valamennyi
Opium alkaloidra jo elvalasztast kaptunk. A hepta-fluoro-vajsav jelentésen megvaltoztatta a
mintak hidrof6éb tulajdonsagat, aminek kovetkezménye a komponensek retencié novekedése
lett. Az optimalis elvalasztast és a megfeleld cstcsszimmetriat akkor kaptuk, amikor az
oldoszererdsségen kivill a hepta-fluoro-vajsav mennyiségét is fokozatosan noveltik a
gradiens soran. Az eredményeket a 7-9. tablazatokban foglaltuk Ossze.

Kimértiik a vizsgalt alkaloidok kimutatasi hatarat, melyet a 10. tablazat tartalmaz.

Az alkaloidok mennyiségi meghatirozasanal az 6t f6 opium alkaloidra kalibraltunk. A mért
koncentracid tartomanyban a koncentracié és a csucs alatti térfogat kozotti korrelacids
koefficiens jobb volt, mint 0,9988.

Az 33. 4bran Osszehasonlitasként a nempordzus és a pordzus alléfazison végzett
kromatografias vizsgalati eredmények lathatok. Eredményeink azt mutatjak, hogy mindkét
rendszerben hasonlo6 az elvalasztas, de a nemporozus rendszerben lényegesen gyorsabban, €s

nagysagrendekkel érzékenyebben lehet a meghatirozasokat végezni.
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33. abra: Opium alkaloidok HPLC elvilasztisa
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34. abra: Nempordzus és a porozus allofazison végzett kromatografids vizsgalati
eredmények osszehasonlitisa

(a) porozus toltet (b) nempordzus toltet
MO=Morfin; CO=Kodein, TH=Thebain, PA=Papaverin, NO=Narkotin

7. tabldzat: Alkaloidok linedris tartomanyanak vizsgilata

Alkaloid | Linearis tartomany | Korreldciés | Meredekség Metszet
[mg/ml]j koefficiens
Morfin 0,09-0,75 0,9988 0,132 0,0006
Kodein 0,03-0,28 0,9997 0,196 0,0000
Thebain 0,02-0,21 0,9999 0,479 0,0032
Papaverin 0,01-0,20 0,9995 5,775 0,0055
Narkotin 0,11-0,34 0,9996 0,354 0,0094

Mindegyik alkaloid esetében 6 pontbdl vettiik fel a kalibracios egyenest.
X= alkaloid anyagmennyisége [mg]
Y= belsd standard anyagmennyisége [mg]xalkaloid csuicstertilet/ belsé standard cstcsteriilet
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8. tablazat: Alkaloidok mennyiségi meghatarozasa

Mennyiség Mennyiség
Alkaloid [%] RSD% [%] RSD%
1. mintaban 2. mintaban
Morfin 11,30+0,25 2.25 15,41+0,06 0,39
Kodein 4,07+0,10 2,56 1,89+0,05 2,44
Thebain 5,024+0,06 1,16 2,87+0,03 0,97
Papaverin 2,17+0,04 1,86 2,5240,05 2,00
Narkotin 3,98+0,04 0,95 5,61+0,09 1,56
Az adatokat 5 meghatarozas atlagértékébdl szamoltuk.
9. tablazat: HPLC médszer pontossagvizsgalata
Alkaloid Retencios ido RSD%
[perc]
Morfin 0,3024+0,010 3,31
Kodein 0,429+0,015 3,50
Brucin 0,660+0,027 4,09
Thebain 1,039+0,030 2,89
Papaverin 1,30040,036 2,77
Narkotin 1,4304+0,041 2,87

Az adatokat egy héten keresztil gylijtott, 12 meghatarozas atlagértékébol szamoltuk.

10. tablazat: Alkaloidok kimutatasi hatdranak vizsgalata

Alkaloid Kimutatasi hatar | Kimutatasi hatar [ng]

Morfin 4,40 picomol 1,26

Kodein 5,70 picomol 1,71

Thebain 1,05 picomol 0,33
Papaverin 35,9 femtomol 0,012
Narkotin 1,75 picomol 0,72
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkdm soran nempordzus, monodiszperz  szilikagél alapu hidroféb  allofazis
alkalmazhatdsagat vizsgaltam bioaktiv vegyiiletek nagyhatékonysagu folyadékkromatografias
elvalasztasahoz. Bar ezeket az allofazisokat biopolimerek elvalasztasara fejlesztették ki,
kidolgozott analizisek bizonyitjak, hogy sikeresen alkalmazhatok kis méltomegh (M<500)
vegyiletek gyors elvalasztasara is. Analiziseinkhez olyan vegyiletcsoportokat valasztottam,
melyek az élettudomanyokban, az orvosbioldgiai kutatasokban, a klinikai vizsgalatoknal nagy

jelentdséggel birnak.

1.)  Folyadékkromatografias elvalasztasokhoz a svajci Chemie Uetikon AG. KOVASIL-
C14 és KOVASIL-C18 oszlopait hasznaltuk. Az oszloptoltet egy nagytisztasagu
(nehézfémmentes), nempordzus, monodiszperz, 1,5 um szemceseatmérdjl szilikagél. A
toltetszemcsék feliletéhez Cy4 valamint C;g lanchosszisagu, alifas szénhidrogén
csoport van kémiai kétéssel kapcsolva. Az igy eldallitott hidrofob un. forditott fazist
toltet egy 33 mmx4,6 oszlopba toltve kerilt felhasznalasra.

Vizsgaltam a toltet kémiai stabilitasat. A kapott eredmények azt igazoltak, hogy a

kolonna kémiai stabilitasa kivald, ami egyben a hosszu élettartamot is valdszinGsiti.

2) A folyadékkromatografias moddszerek fejlodése, a retencidk mérésének novekvd
reprodukalhatosaga iranyitotta a figyelmet a folyadékkromatografidban a nyomas €s a
retencio kozotti osszefliggésre.

A nyomas és retencid kozotti osszefiiggés vizsgalata soran mérésekkel bizonyitottuk
az Osszefiiggés altalanos érvényességét. ElsOként mutattuk be, hogy a szokdsos
kromatografias mérési korillmények kozott ezt a jelentds retenciénoveld effektust az
aramlé eluens surlodasanak hatasara melegedd eluens retencid csokkentd hatasa
elnyomja. Egyszeri és egyértelmli Osszefiiggést talaltunk a retenciovaltozas €s az

adszorbealt / nem adszorbealt molekulak moltérfogatanak valtozasa kozott.
3) A bioaktiv molekuldkra kifejlesztett gyors kromatografias elvalasztasokhoz a modell

elegyek tiszta szubsztanciakbol késziltek. A kilonb6zé matrixokbdl (pl.: novényi,

biologiai) készillt extraktumok HPLC analizise a kidolgozott modszerek
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korilményeinek modositasat teheti szikségessé (pl. a tiszta szubsztanciak

kromatografias csucsaival egyiitt retardalé komponensek zavard hatdsa miatt).

Folyadékkromatografias elvalasztasaink soran az alabbi vegyiiletcsoportok analizisére
dolgoztunk ki 0j, szupergyors elvalasztasi eljarast:

e Vizoldékony vitaminok

e Zsiroldékony vitaminok

e Kiralis vegytletek

e Analgetikumok

o Természetes aminosavak

e Alkaloidok

A kivalasztott mintavegyilletek nem csak a gyakorlat szempontjabol fontosak.
Kivalasztasuknal az is szerepet jatszott, hogy kromatografias szempontbol is sokfele
eltérd elvalasztasi problémat jelentd vegyiiletcsoportokkal igazoltuk a nempordzus,
monodiszperz toltetek elonyos tulajdonsagait. A kivalasztott vegyiiletek kozott vannak
erdsen polaris, gyengén polaris, savas és bazikus kémhatdsi vegyiletek.

Az elvalasztasok id@szitkséglete 4ltalaban 1-3 perc. A 21 komponensii aminosav
elvalasztas 7 perc alatt elvégezhet. Az elvalasztasok gyorsasiga a kromatografias
rutin szempontjabél 6nmagaban is elényos, de mas kedvezd hatisokkal is jar, mint
példaul az alacsony vegyszerfogyasztas.

A rovid analizisidd ugyanis egyuttal kis térfogati kromatografias csucsokat is jelent. A
mintak szételegyedése a szokdsos pordzus fazisokon végzett elvalasztasokhoz képest
csekély. gy az elvalasztott vegyiiletek tobbségére a kimutatasi hatar a femtomol
tartomanyba esett.

Jelentések az opium alkaloidok elvalasztasaban elért eredményeink, ahol mind az
elvalasztas sebessége, mind az érzékenysége lényegesen meghaladja az eddig elért

eredményeket.
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Summary

The aim of this work was to evaluate reversed-phase
chemically bonded non-porous (micropellicular) d, =
1.5 um stationary phases. On these modern phases the
time for analysis of complex mixtures of solutes — whe-
ther monomeric or polymeric (e.g. drugs, vitamins,
~ peptides, or proteins) — is very short compared with that
on porous phases. Different surface chemistries were
elaborated for the separation of different types of sam-
ple. For the separation of small molecules a long-chain
(C14) hydrocarbon-coated phase seems to be optimum; a
short chain (Cg) hydrocarbon bonded to the surface of
the silica seems better for the separation of polymers.
The efficiency, the low analysis times, and sensitivities
were demonstrated by the separation of different pro-
teins, peptides, drugs, alkaloids, and mixtures of water-
. and fat-soluble vitamins.

_Introduction

Non-porous reversed-phase sorbents (<< 3 um) were
_ first introduced in the mid eighties by Unger [1], in-
- itially for biopolymer separation. Nowadays 1.5 um si-
_lica-based reversed-phase non-porous packings are ex-
- tensively employed in different fields of HPLC, with
special emphasis on the separation of monomeric and
- polymeric bioactive compounds [2—-13]. The main ad-
vantage of these non-porous packings is the potential
increase in column efficiency (because of reduced re-
sistance to mass transfer), which enables the use of high
flow rates, resulting in low analysis times and highly
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sensitive separations. Resistance to mass transfer limits
chromatographic performance especially in the separa-
tion of biopolymers [7]. In contrast, the column back-
pressure can be substantial with non-porous small par-
ticles, especially at high mobile phase flow rates, and so
elevated temperatures are used to reduce mobile phase
viscosity. In this work we have shown that short separa-
tion times and detection limits in the femtomole range
can be achieved under routine conditions by use of
commercial HPLC equipment in gradient-elution
mode. (The detection limit was defined as the amount of
sample giving a peak height three times higher than the
noise level.) It must be emphasized that detection limits
given in this work are approximate only. Detection lim-
its are highly affected by the conditions of the equip-
ment used (injector, connecting capillaries, column de-
sign, detector, and detector cell), the mobile phase
quality, gradient profile etc. We believe that our experi-
mental conditions are of good average quality therefore
the detection limits published in this paper can be easily
reached or even exceeded.

Experimental

Water-soluble vitamins were of Pharm. Hung. VII
quality; other samples were purchased from Fluka, Sig-
ma, or Aldrich (Buchs, Switzerland). y-Cyclodextrin
was obtained from Cyclolab (Budapest, Hungary) and
1-heptanesulfonic acid sodium salt, ammonium acetate,
trifluoroacetic acid (TFA) and triethylamine were from
Fluka. HPLC-grade acetonitrile was from Scharlau
(Barcelona, Spain). Water was distilled twice in glass.
Approximately 1 mg sample was dissolved in 1 mL
solvent (different water—acetonitrile mixtures depend-
ing on the solubility). In general 0.5-2 uL samples were
injected.

Compounds were separated with a Gynkotek HPLC
system comprising a 480TG biocompatible precision
pump (equipped with a low-pressure gradient mixer), or
a high-pressure gradient system comprising 480/300
pumps, an 170S UV detector, and a Chromeleon chro-
matography data system. Samples were injected by
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Figure 1

Separation of a protein mixture: 1, ribonuclease A; 2, insulin
(human); 3, cytochrome ¢ (horse); 4, ff-lactoglobulin. Column,
33m X 4.6 mm Kovasil-H; mobile phase A, 20:80 acetonitrile—
water + 0.05 % TFA; mobile phase B, 90:10 acetonitrile—water +
-0.05% TFA; linear gradient from 6 % B to 42 % B in 6 min; flow
rate 1.0 cm® min™'; pressure 24 Mpa (at start); temperature 25 °C;
-detection 215 nm.

means of a Rheodyne (Cotati CA, USA) 8125 sample-
- injection valve fitted with a 20-uL sample loop. Se-
parations were performed on a 33mm X 4.6 mm 1. d.
Kovasil-H or Kovasil-C14 reversed-phase column
(Chemie Uetikon AG, Uetikon, Switzerland). Constant
column temperature was ensured by use of a water
jacket, which covered the column and ca 20 cm of the
_inlet capillary tubing. The temperature was set by means
of a Grant W6 circulating water bath (Grant Instru-
ments, Cambridge, UK).

Results and Discussion

- The advantages of micropellicular packings for the se-
_paration of biopolymers have been extensively dis-
cussed in the literature, and exhaustive summaries can
e found elsewhere [7, 13]. Kovasil-H is based on a
high-purity non-porous, monodisperse silica bead (dj, =
1.5 um) chemically bonded with a short, branched-
chain (sterically hindered) alkylsilane (Cgs = di-
methylbutyl). A detailed description of Kovasil phases
binding chemistries, characterization) is also available
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Figure 2

Separation of §-lactoglobulin B (1) and f3-lactoglobulin A (2). Col-
umn, 33 mm X 4.6 mm Kovasil-H; mobile phase A, 10:90 acetoni-
trile—water + 0.12 % TFA; mobile phase B, 90:10 acetonitrile-water
+0.12 % TFA; linear gradient from 34 % B to 35 %B in 0.8 min; flow
rate 3.6 cm® min~'; pressure 32 Mpa (at start); temperature 95 °C;
detection 215 nm.

Table I. Recovery of proteins.

Compound Recovery (%)
Ribonuclease A 105
Insulin (human) 96
Cytochrome (horse) 100
f-Lactoglobulin 104

elsewhere [2, 8]. This phase was developed for biopoly-
mer separation. A standard mixture of proteins is sepa-
rated with an acetonitrile-water gradient containing tri-
fluoroacetic acid (TFA) and the recovery of the proteins
is calculated according to methods reported in the lit-
erature [14, 15]. Recovery is almost complete for every
protein (Figure 1, Table I).

This could explain the long lifetime of the non-porous
columns in protein separation (no protein precipitation
on the surface of the particles). The column which we
used for this experiment has been in use for different
protein separations for more than a year. To demonstrate
column stability, we separated f-lactoglobulin B and A
on this long-lived column. The demanding separation
was achieved within just 12 s at 95 °C (Figure 2).
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Figure 3

~Separation of bioactive peptides: 1, methionine enkephalin; 2,
[Args]-vasopressin; 3, leucine enkephalin; 4, oxytocin; 3, angio-
tensin II; 6, angiotensin I; 7, somatostatin; 8, insulin (bovine).
Column, 33 mm X 4.6 mm Kovasil-H; mobile phase A, 2:98 acet-
onitrile-water + 0.1 % TFA; mobile phase B, 90:10 acetonitrile-
water + 0.1 % TFA; multilinear gradient from 12% B to 40% B
in 2.0 min; flow rate 1.4 cm® min™'; pressure 36 Mpa (at start);
“temperature 25 °C; detection 215 nm.

Table I Detection limits for peptides.

Compound Detection limit
(pmol) (ng)

Meth-enkephalin 0.09 0.052
[Arg8]-vasopressin 0.06 0.069
Leu-enkephalin 0.12 0.065
Oxytocin 1.9 1.914
Angiotensin II. 0.09 0.014
Angiotensin I. 0.05 0.060
Insulin (bovine) 0.02 0.115
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Figure 4

Separation of water-soluble vitamins: 1, ascorbic acid (vitamin C);
2, niacinamide (vitamin Bj); 3, adenine (vitamin B,); 4, pyridoxine
(vitamin Bg); S, riboflavin (vitamin By); 6, thiamine (vitamin B;).
Column, 33 mm x 4.6 mm Kovasil-C14; mobile phase A, 2.7 mmol
1-heptanesulfonic acid sodium salt in water + 0.5 % glacial acetic
acid; mobile phase B, acetonitrile + 0.3% triethylamine; linear
gradient from 0% B to 100 % B in 1.5 min; flow rate 1.2 cm® min';
pressure 33 Mpa (at start); temperature 25 °C; detection 270 nm.

Peptides have acceptable UV absorption at wavelengths
below 220 nm. We chose 215 nm for detection. At this
wavelength absorption is reasonably strong and the
background noise is negligible. A mixture of bioactive
peptides was separated and the detection limit estimated
(Figure 3, Table II). Detection limits lie mainly in the
20-100 femtomole range. The relatively low sensitivity
for oxytocin can be explained by its insufficient separa-
tion from Leu-enkephalin.

Although micropellicular columns were originally in-
tended for the separation of biopolymers, fast and sen-
sitive separations of solutes with low molecular mass
(<< 500) can be performed successfully on non-porous
columns. Kovasil-C14 was chosen for these separations.
According to the manufacturer [2] on Kovasil-C14
packing, which has a C;4 coating, retention is ca 20 %
greater than on Kovasil-H. On this low-surface-area
packing material (ca 2 m? g') retention is usually low
and the column is best suited for the separation of mod-
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Table III. Detection limits for water-soluble vitamins.

Compound

(pmol)

Detection limit
at 270 nm

(ng)

Detection absorption
at maximum limit

Absorption
maximum
(nm)

(pmol) (ng)

1.40
1.00
0.160
7.00
0.160
6.60

Ascorbic acid (Vitamin C)
Niacinamide (Vitamin Bs)
Adenine (Vitamin By)
Pyridoxine (Vitamin Bg)
Riboflavin (Vitamin B;)
Thiamine (Vitamin B)

0.250
0.120
0.022
1.180
0.060
2.000

248
262
260
292
267
263

0.900
0.670
0.110
4.60
0.130
6.00

0.158
0.082
0.002
0.780
0.049
1.810
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Separation of fat-soluble vitamins: 1, retinoic acid; 2, retinol (vita-
min A); 3, retinal; 4, retinol acetate; 5, cholecalciferol (vitamin Dj);
6, tocopherol (vitamin E); 7, tocopherol acetate; 8, retinol palmitate.
~ Column, 33mm X 4.6 mm Kovasil-C14; mobile phase A, 20:80
~acetonitrile-0.05 M CH3;COONH,; mobile phase B, 100 % acet-
~ onitrile; multilinear gradient from 10 % B to 100% B in 2.0 min;
flow rate 1.0 cm® min™'; pressure 28 Mpa (at start); temperature
~ 25°C; detection 295 nm.

estly polar or apolar compounds. Polar compounds can
often be analysed as ion-pairs.

Anexample of a quick ion-pair separation is the analysis
of water-soluble vitamins (Figure 4). The separation of
water-soluble vitamins is difficult because acidic and
basic compounds must be separated in one run. A gra-
dient system was chosen such that not only did the eluent
power increase during the separation, but the mobile
phase which was slightly acidic at the beginning, also
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became slightly basic during the run. The separation
required 1.1 min at room temperature. The sensitivity of
the separation depends very much on the UV absorption
of the analytes. The 270 nm detection wavelength cho-
sen is an acceptable compromise for this separation. In
Table III the detection limits are summarized at 270 nm
and at the absorption maximum for each compound.
When detection is performed for every compound at
optimum wavelength (e. g. using diode-array detection),
detection limits are in the femtomole range. When our
results are compared with recent literature data [16—18]
the analyses are 10100 times faster and the detection
limits more than ten times better. The peak height was
linearly dependent on the amount of sample from the
detection limit to ca 10 nanomol, an amount at the
approximate upper limit of the measurement range of
the detector (2000 mAU). (Because of the low solubility
of riboflavin the largest amount of this substance in-
jected was only 0.2 nanomol).

Laboratories world-wide are involved in the separation
of fat-soluble vitamins [19-21]. These compounds and
their oxidation products can be separated with an acet-
onitrile—ammonium acetate gradient (Figure 5). (If the
retinoic acid is omitted, water can be used instead of
ammonium acetate solution.) The detection limits mea-
sured at 295 nm and at the absorption maxima are pre-
sented in Table I'V. The analysis time is one tenth of that
measured on porous stationary phases (or even less).
Detection limits were 5—-100 times lower with the new
method.

The separation of some alkaloids was performed both at
25°C and at 50 °C (Figures 6 and 7). These rather basic
compounds can be successfully separated by use of an
acidic mobile phase additive [22]. In this work 0.1 %
trifluoroacetic acid was chosen as mobile phase modi-
fier. The pH of the mobile phase under these conditions
isca 1.9. The low pH does not affect the stability of our
phases, which is very high in trifluoroacetic acid-con-
taining mobile phases [8]. The sensitivity of the separa-
tion depends very much on the analysis temperature. If
separations are performed at 50 °C rather than 25 °C, not
only is the separation time reduced from 1.3 to 0.85 min,
but the sensitivity also increases — ca fivefold. The ana-
lysis time was approximately one tenth to one twentieth
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Table IV. Detection limits for fat-soluble vitamins.

Compound Detection limit Absorption Detection absorption
at 295 nm maximum at maximum limit
(pmol) (ng) (nm) {(pmol) (ng)
Retinoic acid 0.220 0.066 337 0.062 0.019
Retinol (Vitamin A) 0.080 0.023 325 0.042 0.012
Retinal 1.00 0.280 383 0.250 0.071
Retinol acetate 0.060 0.020 325 0.031 0.010
Cholecalciferol (Vitamin D3) 0.180 0.069 267 0.040 0.015
Tocopherol (Vitamin E) 2.00 0.860 295 2.00 0.862
Tocopherol acetate 1.10 0.520 285 0.190 0.090
Retinol palmitate 0.010 0.005 327 0.005 0.003
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- Figure 6 Figure 7

Separation of alkaloids at 25 °C: 1, morphine; 2, codeine; 3, ethyl-
morphine; 4, brucine; 5, «-methylmorphine; 6, cocaine; 7, narco-
tine. Column, 33 mm X 4.6 mm Kovasil-C14; mobile phase A, water
.+ 0.15% TFA; mobile phase B, 30:70 acetonitrile-water + 0.15 %
TFA; gradient from 13 % B to 23 % B in 0.2 min, then from 23 % B
10 100 % B in 2.0 min; flow rate 1.0 cm® min™'; pressure 30 Mpa (at
_start); temperature 25 °C; detection 254 nm.

_thatrecently published in the literature [22]. The detection
limit at 50 °C for narcotine, codeine, cocaine, and brucine
is ca 1 femtomol (Table V). The increase of sensitivity at
50°C can be explained by the lower retention of the
samples and the remarkable reduction in baseline noise
compared with that measured at ambient temperature. At
higher temperatures the noise level increased again, and
so detection was most sensitive at ca 50 °C.
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Separation of alkaloids at 50 °C: 1, morphine; 2, codeine; 3, ethyl-
morphine; 4, brucine; 5, a-methylmorphine; 6, cocaine; 7, narco-
tine. Column, 33 mm x 4.6 mm Kovasil-C14; mobile phase A, water
+0.15 % TFA; mobile phase B, 30:70 acetonitrile-water +0.15 %
TFA; linear gradient from 5% B to 100 % B in 2.05 min; flow rate
1.4 cm’ min”; pressure 28 Mpa (at start); temperature 50 °C; de-
tection 254 nm.

The calibration plots (peak height measurement) for the
alkaloids are found to be linear from the detection limit
to the picomol level, three orders of magnitude or more.

For the separation of optical isomers cyclodextrins are
frequently used as mobile-phase additives [16, 23, 24].
We separated D,L-norgestrel (a common anticoncipient
drug) by using p-cyclodextrin as mobile-phase modifier
(Figure 8). The detection limit for each enantiomer was
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Table V. Detection limits for selected alkaloids.

Compound Ambient 50°C
temperature
(pmol) (ng) (pmol) (ng)
Morphine 0.050 0.013 0.005 0.0015
Codeine 0.009 0.003 0.0007 0.0003
Ethylmorphine 0.019 0.006 0.004 0.001
Brucine 0.007 0.003 0.0004 0.0002
2-Methylmorphine 0.020 0.006 0.004 0.001
Cocaine 0.009 0.003 0.0009 0.0003
Narcotine 0.007 0.003 0.0006 0.0002
45,04 mAU 266 nm
40,04
30,04

T | T
020 040 0,60 080 1,00 120 140 160 180
Time (min)

Figure 8

- Separation of D,D-norgestrel. Column, 33 mm X 4.6 mm Kovasil-
. C14; mobile phase A, 1 mmol dm™ y-cyclodextrin in water; mobile

phase B, 1 mmol dm™ y-cyclodextrin in 50:50 acetonitrile—wateré
- linear gradient from 32 % B to 42 % B in 5 min; flow rate 1.2 cm
~min~'; pressure 32 Mpa (at start); temperature 25 °C; detection
66 nm.

found to be 8 pmol. The relatively low sensitivity can be
explained by the low light absorbance of the cyclodex-
rin complexes.

The hydrolytic stability of a stationary phase is essential
for long-term reproducible analyses. Tests on the hy-
drolytic stability of Kovasil materials when used with
acidic mobile phases have been published elsewhere [8].
In this work a similar test was performed under basic
conditions. A column was treated with 1:1 acetonitrile—
tris buffer mobile phase at pH 8.5 and 80 °C. The col-
umn performance was checked periodically for the se-
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Results from stability testing of Kovasil-H at pH = &.5.
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Figure 10
Results from stability testing of Kovasil-C14 at pH = 8.5

paration of toluene, butylbenzene, and pentylbenzene.
After ca 420 h practically no loss in the quality was
observed. In this time 39 L mobile phase was pumped
through the column, equivalent to 210 000 column vo-
lumes (Figures 9 and 10).

Conclusion

Non-porous (micropellicular) reversed-phase packings
can be successfully exploited in HPLC not only for the
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analysis of biopolymers (the traditional field of use of
non-porous adsorbents), but also for the separation of
commeon organic substances with molecular masses be-
tween 100 and 500. Use of commercial (unmodified)
HPLC equipment (pumps, injectors, UV detectors) and
gradient elution resulted in femtomol sensitivity. De-
spite the low surface area, relatively high (picomole)
loadability (tested only for water-soluble vitamins and
alkaloids) can be achieved.
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Bioaktiv vegyiiletek gyors és nagyérzékenységii

folyadékkromatografias elvalasztiasa nemporozus all6fazison

OHMACHT Rébert, BOROS Borbala, KOVACS Krisztina
POTE Orvosi Kémiai Intézet, 7624 Pécs, Szigeti ut 12.

KISS Ibolya
JPTE Analitikai és Szerkezeti Kémiai Tanszék, 7624 Pécs, Ifjusdag utja 6.

A folyadékkromatografidban mind gyakrabban
alkalmazzak a 3pm-nél kisebb szemcseatmérdji,
nempordzus, monodiszperz, forditott fazisu
tolteteket. Elébb biopolimerek gyors elvalasz-
tasara [1-8, 16], majd a kis molekulatomegii
szerves vegyilletek analizisére 1s
nempordzus  toltetek  hasznalata [8-17]. A
killonbozd tipusit  vegylletek elvalasztasahoz
kiilonbozoképpen  boritott  allofazisokat java-
solnak. A kis molekulatémegti (M<500) anyagok
elvalasztasara a hosszi (Cis Cp), mig a
biopolimerek analizisére a révid (Cq) lancu, alifas
szénhidrogéncsoportokkal boritott szilikagélt6ltet
tinik optimalisnak [7.8].
A nyolcvanas évek koézepén Unger [1] javasolta a
kis szemeseméretii (d,<3um) nempordzus, forditott
fazisi  tolteteket,  els6sorban  biopolimerek
elvalasztasara. A kis szemcseméretli, nempordzus
toltetek f6 elonye a kis anyagatadasi ellenallas
miatt elérhetdé rovid elemzési id6 é€s a nagy
érzékenység [4]. A kis szemcseméretbdl adéddan
az oszlopon — kiiléndsen nagyobb aramlasi sebes-
ségeknél — a nyomasesés magas, ezért tébbnyire a
 kisebb  viszkozitdsi  acetonitril-viz  eluensek
* elonyosebbek, a metanol-viz eluensrendszereket

ritkdbban alkalmazzak. Az analizis
hémérsékletének emelésével (ami viszkozitas-
csokkenést eredményez), nagyobb  aramlasi
sebességen még  érzékenyebb  elvalasztasok

valosithatok meg. A toltetek kémiai stabilitasa
mind savas, mind ligos korilmények kozott igen
j6.  Munkankban  bemutatjuk e  téltetek
alkalmazhatbsagat fehérjék, peptidek, alkaloidok,
viz- ¢€s zsiroldékony vitaminok ¢s aminosavak
gyors ¢és nagyérzékenységli elemzésére. Az
elvalasztasok kimutatasi hatira sok esetben a
 femtomol tartomanyba esik. (Kimutatasi hatarként
azt a mintamennyiséget fogadtuk el, mely a
~ haromszoros jel/zaj viszonynak felel meg.)
~ Természetesen a mért kimutatasi hatarértékek csak
- tajékoztato jellegiiek, hiszen jelentésen fliiggnek az

elterjedt a-

alkalmazott berendezésektol (injektor,
detektorcelia stb.) 1s. Az alkalmazott folyadék-
kromatograf jé atlagos mindségil, igy az altalunk
mért értékek elérhetdk, vagy tilszamyalhatok mas
berendezésekkel is. Tapasztalatunk szerint a
mérhetd legnagyobb anyagmennyiség esetenként
nem az oszlop terhelhetéségétél figg, hanem az
alkalmazott UV detektor felsé méréshataratol. Az
igen kis csucstérfogatok miatt az anyag
koncentracioja a detektorban nagy, ezért a detektor
optikai  tulterhelése  esetenként  hamarabb
kovetkezik be, mint az oszlop tulterhelése.

Kisérleti rész

A vizoldékony vitaminok és az analgetikumok
gyogyszerkonyvi minbséglick voltak, a
zsiroldékony vitaminok, az alkaloidok, a PTH-
aminosavak, az 1-heptan-szulfonsav Na-soja, az 1-
oktan-szulfonsav Na-soja, az ammonium-acetat, a
trifluor-ecetsav (TFA), heptafluor-vajsav (HFBA)
valamint a trietil-amin Fluka és Sigma gyartmanyu
volt. A HPLC min6ségli acetonitrilt a Scharlau
Lab. Chemicals (Barcelona, Spanyol) cég
szallitotta. A wvizet tobbszords desztillalassal
laborat6ériumunkban allitottuk eld.

Az mintdk koncentracioja kb. 1 mg/ml volt. (A
mintakat kiilonb6z6 aranyu acetonitril/viz elegyben
oldottuk, oldhatésaguktél fiiggéen). Altaldban 0,5-
2,0 pl kozotti mintamennyiséget injektaltunk.

A kromatografids elvalasztasokat Gynkotek
(Germering, NSZK) késziilékkel végeztik, mely
egy 480GT temner gradiens szivattyubodl, 8125
Rheodyne injektorbol (Cotati CA, USA), 170S
diodasoros detektorbdl és Chromeleon
kromatografids  szabalyozo  és  kiértékeld
szoftverbdl allt. A kolonna allandd hémérsékletét
egy vizkopeny biztositotta, melynek hémeérsékletét
Grant W6 cirkulacids  termosztattal  (Grant
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Instruments, Cambridge, Anglia) szabalyoztuk. A
vizképeny az oszlopon kiviil az injektor-kolonna
0sszekotd kapillaris kb. 20 cm-ét is temperélta.
Folyadékkromatografias elvalasztiasainkat 33x4,6
mm-es KOVASIL-H és KOVASIL-C14 forditott
fazisi oszlopon (Chemie Uetikon AG, Uetikon,
Svajc) végeztik.

Eredmények

A polipeptidek elvalasztasat KOVASIL-H allo-
fazison végeztik, mely egy nagy tisztasagu,
szilikagél alapd, nempordézus, monodiszperz,
(d,=1,5um) apolaris toltet. Az apolaris boritas
rovid, elagazo szénlancu alkilcsoportokat (dimetil-
butil- csoportokat) tartalmaz. Ez az ,,emyészertien”
arnyékolt boritas a toltet stabilitdsdhoz nagy
mértékben  hozzajarul [7]. Az  allofazist
biopolimerek elvalasztasara fejlesztették ki, A
pérusmentes allofazisok egyik elénye a fehérjék jo
visszanyerhetésége (recovery). Ellendrzését egy
standard fehérjekeverék elvalasztasaval az

215 am

1A

13

300

400

300

100

<
(8]
we
3 —
“w

min

1.dbra:
Fehérjekeverék elvdlasztdsa

1. Ribonukledz A, 2. Inzulin (human), 3. Citokrém ¢
(16) 4. p-laktoglobulin

Oszlop: 33x4,6 mm Kovasil-H

Gradiens eldcio: 6% B — 42% B 6 perc

A: acetonitril/viz = 20/80 + 0,05% TFA

B: acetonitril/viz = 90/10 + 0,05% TFA

Aramlasi sebesség: 1,0 cm’xmin”; Nyomas: 24 Mpa
(induldsnal); Hémérséklet: 25°C; Detektalas: 215 nm

1. tablazat  Fehérjék visszanyerése

Visszanyerés [%o]
Ribonukleaz A 105
Inzulin (human) 96
Citokrém (10) 100
f3-Laktoglobulin 104
m AU 1
40 4 2
TT T T I T T T T 1 T l T 17T l T T
0.1 0.2 0.3 04 wm
2.4bra:

Plakioglobulin B és A elvalasztdsa

1. p-laktoglobulin B, 2. B-laktoglobulin A

Oszlop: 33%4,6 mm Kovasil-H

Gradiens elucid: 34% B — 35% B 0,8 perc

A acetonitril/viz = 10/90 + 0,12 TFA

B: acetonitril/viz = 90/10 + 0,12% TFA

Aramlési sebesség: 3,6 cm>xmin™; Nyomdés: 32 Mpa
(induldsnal); Hémérséklet: 95°C; Detektalds: 215 nm

irodalomban [18,19] leirtak szerint végeztiik (1.
abra, 1. tablazat). A gyakorlatilag teljes
visszanyerés részben magyardzza az elvalasztashoz
hasznalt allofazis hosszu ,élettartamat” is (nem
kotodik a felilethez irreverzibilisen minta). Egy
tobb mint masfél éve hasznalatban 1év6 oszlopon
B-laktoglobulin B és A elvalasztasat végeztik. A
kritikus  elvalasztashoz 12 masodperc  volt
szikkséges 95°C homérsékleten (2. 4bra). Egy
bioaktiv  peptidekbdl  osszeallitott  tesztelegy
elvalasztasat is kidolgoztuk elsésorban kimutatasi
hatarok vizsgalata céljabol (3. abra, 2. tiblazat). A
kimutatasi hatarok jorészt a 20-100 femtomol
tartomanyba esnek. (A detektalasat 215 nm-en



Magyar Kémiai Folydirat, 105. évf. 1999. 11. sz.

Ohmacht R. és mtsai: Bioaktiv vegyiiletek elvélasztasa 467

113 am

3.4bra:
Bioaktiv peptidek elvalasztdsa

1. Metioin-enkefalin, 2. [Arg®]-vazopresszin, 3 Leucin-
enkefalin, 4. Oxitocin, 5. Angiotenzin II, 6. Angiotenzin
1, 7. Szomatosztatin, 8. Inzulin (szarvasmarha)

Oszlop: 33x4,6 mm Kovasil-H

Gradiens: 1épcsds 12% B — 40% B 2,0 perc

A: acetonitril/viz = 2/98 + 0,10% TFA

B: acetonitril/viz = 90/10 + 0,10% TFA

Aramlasi sebesség: 1,4 cm’xmin’; Nyomés: 36 Mpa

- (induldsnal); Homérséklet: 25°C; Detektdlds: 215 nm

2. tablazat  Peptidek kimutatasi hatdra

Kimutatasi hatar
[pmol] [ng]

Metionin-enkefalin 0,09 0,052
[Arg’]-vazopresszin 0,06 0,069
Leucin-enkefalin 0,12 0,065
Oxitocin 1,90 1,914
Angiotenzin I 0,09 0,014
Angiotenzin I, 0,05 0,060
Inzulin (szarvasmarha) 0,02 0,115

elvalasa magyarazza.

végeztilkk, mert e hulldmhosszndl mar viszonylag
nagy a peptidek abszorpcidja mig a hattérzaj még
nem jelentds.) Az oxitocin viszonylagos kis
érzékenységét a Leu-enkefalinto]l valé nem teljes

Kis  molekulatdomegli  (M<500)  vegyuletek
folyadékkromatografias elvalasztasara
KOVASIL-C14  oszlopokat alkalmaztuk.

KOVASIL-C14 abban kiilénbézik a KOVASL-H
fazistdl, hogy a szilikagél feliletéhez Cy4

mAU 270 nm
3
80
2
604
404 \
b)
s
1 6
204 )
o min
- R
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,3
4.dbra

Vizoldékony vitaminok elvdlasztdsa

1. C-vitamin, 2. Bs-vitamin, 3. B,-vitamin, 4. Bg-
vitamin, 5. B,-vitamin, 6. B;-vitamin

Oszlop: 33%4,6 mm Kovasil-C14

Gradiens: 0% B — 100%B 1,5 perc

A: 2,7 mmolxdm™ Na-heptan-szulfondt + 0,5% jégecet

- B: acetonitril + 0,3% trietil-amin

Aramlasi sebesség: 1,2 cm’<min”; Nyomas: 33 Mpa
(induldsnal); Hémérséklet: 25°C; Detektalas: 270 nm

lanchosszusagu  alifas  szénhidrogéncsoportokat
kotottek. A retencidk kb. 20%-kal nagyobbak a
KOVASIL-H oszlopon mért retencidkhoz képest
[8]. A toltet foként kevésbé polaris vegyiiletek
elvalasztasara alkalmas. Polaris mintdkat gyakran
ionparok formajaban lehet jol elvalasztani.

A vizoldékony vitaminok koézil a By, B,, B;, By, Bs
¢s C vitamin elemzését a 4. abran mutatjuk be. A
szobahdmérsékleten végzett, 1,1 percen belili
elvalasztast ionpar-kromatografiaval valdsitottuk
meg. Nehézséget jelentett, hogy az elvalasztis
soran egyidejiileg jelen voltak savas és bazikus
tulajdonsaggal rendelkezé vegyiletek. Ezért a
megfeleld eluensrendszer kivalasztasahoz kettds
optiméalasra volt szitkség. Az oldoszererdsség
valtoztatasa mellett az ecluens kémhatdsat is
valtoztattuk az analizis soran. Az elvalasztas
kezdetén a mozgofazis gyengén savas (az ,A”
eluens jégecetet tartalmaz), a végén az eluens
kémhatasa mar gyengén bazikus (a ,B” eluens
trietil-amint tartalmaz). A vizoldékony vitaminok
kimutatasi hatarait mutatja 3. Tablazat. A masodik
és harmadik oszlop azon a hullamhosszon mért
kimutatasi  hatarértékeket tartalmazza, ahol
valamennyi komponens kielégité érzékenységgel
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50| 2
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B T o o e e B o
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5.dbra:
Zsiroldékony vitaminok elvdlasztdasa

1. A-vitamin-sav, 2. A-vitamin, 3. Retinal, 4. Retinol-
acetat, 5. Ds-vitamin, 6. E-vitamin, 7. Tokoferol-acetat,
8. Retinol-palmitat

Oszlop: 33x4,6 mm Kovasil-C14

Gradiens: 1épcsés 10% B — 100% B 2 perc

A: acetonitril/ 0,05M ammonium-acetat = 20/80

B: 100% acetonitril

Aramlasi sebesség: 1,0 cm’xmin™'; Nyomas: 28 Mpa
(indulasnal); Hémérséklet: 25°C; Detektalas 295 nm

mérhetd. A negyedik oszlopban a komponensek
abszorpcids maximumanak hullamhosszat, mig az
utolsé oszlopokban az ott mért kimutatasi
hatarért¢keket tintettik fel, melyek jorészt a
femtomol nagysagrendbe estek. Ugy talaltuk, hogy
a mintamennyiség / csucsmagassag alapjan mért
linearitas a detektalasi hatartél kb.10 nanomolig
terjed. (A riboflavinbdl - kis old-hatosaga miatt - a
legnagyobb injektalhaté mennyi-ség csak 0,2
nanomol volt.)

A zsiroldékony vitaminok folyadékkromatografias
analizise  (porézus tolteteken is)  gyakori
elvalasztasi feladat pl. [11, 20-22]. Tapasztalatunk
szerint, ha az A-vitamin és  szarmazékai
folyadékkromatografias analiziséhez viz-acetonitril
gradienst valasztunk, akkor az A-vitamin-sav nem
retardalédik, hanem a fronttal elualédik. Ezt
clkerilendd célszeri az ,,A” eluensbe kevés
ammoénium-acetatot  adagolni. A 295 nm
hullamhosszon mindegyik vegytilet kielégitt érzé-

90mAU 7254 nm |
604
404
J\} J

) min
S _min |
00 O, 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,5

6.4bra:
Alkaloidok elvdlasztdsa 25°C-on

1. Morfin, 2. Kodein, 3. Etil-morfin, 4. Brucin,

5. a-Metil-morfin, 6. Kokain, 7. Narkotin,

Oszlop: 33x4,6 mm Kovasil-C14

Gradiens: 13% B =+ 23%B- 0,2 perc
23%B — 100 % B 2,0 perc

A:viz+0,15% TFA

B: acetonitril/viz = 30/70 + 0, 15% TEA

Aramlasi sebesség: 1,0 cm®xmin™ Nyomas: 30 Mpa

(induldsnal); Homerseklet 25°C; Detektalas: 254 nm

kenységgel detektalhatd, azonban az abszorpciods
maximumon  térténé méréssel a  modszer
érzékenysége tovabb fokozhato (4. tablazat).

Az alkaloidok elvalasztasa bazikus jellegiitk miatt
nem konnyt feladat forditott fazisu, szilikagél
alapi  rendszerekben. Sikeres elvalasztasuk
érdekében gyakran savas eluenseket alkalmaznak
[23]. Két kiilonb6zd hémérsékleten (25°C-on és
50°C-on) optimalizaltuk az elvalasztast (6. és 7.
abra). Az ecluensbe 0,1% trifluor-ecetsavat
adagoltunk, mely a pH-t kb. 1,9-re allitotta be. Az
trifluor-ecetsav az allofazis stabilitisat karosan
nem befolyasolta [8]. Az analizishdmérséklet
valtoztatasa jelentdsen befolyasolja az elvalasztas
érzékenységet ¢€s sebességét. A szobahOmér-
sékleten végzett elvalasztashoz 1,3 perc volt
szitkséges, mig 50°C-on az analizisidé 0,85 percre
csokkent. Eljarasunk a pordzus tolteteken végzett
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3.tablazat  Vizoldékony vitaminok kimutatdsi hatdra

Kimutatasi hatar Abszorpciés | Kimutatasi hatar
270 nm-nél maximum max. absz.-nal
[pmol] [ng] (nm) [pmol] | [ng]
Aszkorbinsav (C-vitamin) 1,40 0,250 248 0,90 0,158
Niacinamid (Bs-vitamin) 1,00 0,120 262 0,67 0,082
Adenin (Bs-vitamin) 0,16 0,022 260 0,11 0,002
Piridoxin (Bs-vitamin) 7,00 1,180 292 4,60 0,780
Riboflavin (B,-vitamin) 0,16 0,060 267 0,13 0,049
Tiamin (B;-vitamin) 6,60 2,000 263 6,00 1,810
4.tablazat  Zsiroldékony vitaminok kimutatdsi hatdra
Kimutatasi hatar Abszorpciés | Kimutatasi hatar
295 nm-nél maximum max. absz.-nal
(nm)
[pmol] [ng] [pmol] | [ng]
A-vitamin-sav 0,22 0,066 337 0,062 0,019
Retinol (A-vitamin) 0,08 0,023 325 0,042 0,012
Retinal 1,00 0,280 383 0,250 0,071
Retinol-acetat 0,06 0,020 325 0,031 0,010
Kolekalciferol (Ds-vitamin) 0,18 0,069 267 0,040 0,015
Tokoferol (E-vitamin) 2,00 0,860 295 2,00 0,860
Tokoferol-acetat 1,10 0,520 285 0,190 0,090
Retinol-palmitat 0,01 0,005 327 0,005 0,003
3 mAU 254 nm
2
7
3
204
1 1. Morfin, 2. Kodein, 3. Etil-morfin, 4. Brucin, 5. -
Metil-morfin, 6. Kokain, 7. Narkotin .
6 Oszlop: 33x4,6 mm Kovasil-C14
Gradiens: 5% B - 100% B 2,05 perc
A:viz+0,15% TFA
10, B: acetonitril/viz = 30/70 + 0,15% TFA
Aramlasi sebesség: 1,0 cm®xmin’!
Nyomas: 28 Mpa (indulasnal)
Hémérséklet: 50°C
Detektalas: 254 nm
TN e e min

T I T I
0,0 013 025 038 0,50 0,63 0,75 0,88

7.dbra
Alkaloidok elvdlasztasa 50°C-on
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8. dbra
PTH aminosavak elvalasztdasa

Oszlop:
Gradiens:

33%4,6 mm Kovasil-C14
0%B— 12%B 3,55 perc

12%B = 20%B 3,00 perc

20% B

- 100% B 0,01 perc

100% B 2,0 percig
A:viz +0,1% HFBA
B: acetonitril/viz = 90/10 + 0 8% HFBA
Aramlasi sebesség: 1,0 cm’xmin™

Nyomas:
Hoémérséklet:
Detektalas:

elvalasztasokhoz képest 10-20 SZOros
1démegtakaritast jelentett [23]. Feltiind, hogy a
magasabb hoémérsékleten végzett elvalasztasok
kozel egy nagysagrenddel érzékenyebbek (5.
tablazat). Ezt a rovidebb analizisidén kivil a
csucsok szimmetridjanak javulasa és a detektor
zajszintjének csokkenése magyarazza.

5. tablazat Alkaloidok kimutatdsi hatara

25°C-on 50°C-on

[pmol] | [ng] | [pmol] [ng]
Morfin 0,050 | 0,013 | 0,0050 | 0,0015
Kodein 0,009 | 0,003 | 0,0007 | 0,0003
Etil-morfin | 0,019 | 0,006 | 0,0040 | 0,0010
Brucin 0,007 | 0,003 | 0,0004 | 0,0002
Metil-morfin | 0,020 | 0,006 | 0,0040 | 0,0010
Kokain 0,009 | 0,003 | 0,0009 | 0,0003
Narkotin 0,007 | 0,003 | 0,0006 | 0,0002

32 Mpa (induldsnal)
25°C;
254 nm

Az intenziv folyadékkromatografia alkalmas
modszer aminosav-szarmazékok elvalasztasara
[24-29]. KOVASIL-C14 allofazison a
fiziologiasan legfontosabb 21 aminosav fenil-
tiohidantoin-szarmazékanak (PTH-aminosav)
analizisét végeztik el. Az altalunk kidolgozott
modszerrel 7 perc korili idéraforditassal megva-
losithatd az elvalasztas. Az elvalasztast hepta-
fluor-vajsav. (HFBA) ionparképz6é segitségével
végeztitk (8. abra), ami jelentdsen névelte a mintak
hidroféb tulajdonsagat, az elvalasztas haté-
konysagat. Egy komponens par - a glicin és treonin
- kivételével a tobbi aminosav jol elvalaszthats. A
PTH-aminosavak  kimutatdsi hatara  80-170
femtomol kozott van.

Vizsgaltuk az alkalmazott szilikagél alapu toltetek
kémiai stabilitasat. A Kovasil-téltetek savas
eluensben  végzett  stabilitisvizsgalata  az
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irodalomban megtalalhato [8]. A jelen munkidban
bazikus eluensben végeztiink stabilitas-
vizsgalatokat. A kolonnat 80°C-ra termosztaltuk és
folyamatosan aramoltattuk &t a 8,5 pH-ji eluenst
(acetonitril:0,2M trisz-puffer = 1:1). Idékézdnként a

kolonna stabilitasat egy egyszerli izokratikus
elvalasztassal  vizsgaltuk. (Az  ellendrzés
acetonitril:viz = 1:1 eluensben toluol, butil-benzol,
pentil-benzol  elvalasztasaval  tértént). A

farasztast” 420 oran at végeztik. Ez alatt az id6
alatt 39 liter, azaz 210 000 kolonnatérfogatnyi
eluenst nyomtunk at az oszlopon, mikézben a téltet
stabil maradt (9., 10. abra).

3,5

FR N

2,5

(%]

Retencid (k)

| S "

[ T T T T T T T T
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[——toluol —=—butilbenzol -~ pentilbenzol |

9.dbra
Kovasil-H oszlop stabilitdstesztje pH=8,5-nél
(A stabilitsvizsgalat koriilményeit 1asd a szévegben.)

Osszefoglalas

Munkank soran nempordzus, szilikagél alapu
hidroféb allofazisokat alkalmaztunk biopolimerek
és kis moéltomegl (100-500 dalton) vegyiiletek
gyors elvalasztasara. A mérésekhez hasznalt
mintak kivalasztasanal olyan vegyiiletcsoportokat
részesitettik  elényben, amelyek az  élet-
tudomanyokban, az orvos-biologiai kutatdsokban
¢s a klintkai analizisekben nagy jelentSséggel
birnak (peptidek, fehérjék, viz- és zsiroldékony
vitaminok, alkaloidok, aminosavak). A rovid
oszlopokkal (33x4,6 mm), rutin folyadék-
kromatografias berendezéssel, gradiens elucids
technika  alkalmazasaval, gyors és nagy
érzékenységli elvalasztasokat értink el, gyakran
femtomol kimutatasi hatarokkal. Bar a toltet
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10.abra
Kovasil-C14 oszlop stabilitds tesztje pH=8,5-nél
(A stabilitdsvizsgalat kériillményeit 1asd a szévegben.)

fajlagos feliilete kicsi, az oszlopok jél terhelhet6k
(csak a vizoldékony vitaminokra és az alkaloidokra
vizsgaltuk).

High speed, high sensitivity separation of
biactive compounds by HPLC on non-porous
stationary phases. R. Ohmacht, B. Boros, K
Kovacs

In the present work non-porous reversed phase packings
were employed for the successful HPLC separation of
biopolymers (a traditional field of non-porous
adsorbents), and for the separation of low molecular
mass substances. These materials are of high importance
in the life sciences and/or clinical analysis (peptides,
proteins, water- and fat-soluble vitamins, alkaloids,
amino acids). Using short columns (33 x 4.6 mm),
commercial HPLC equipment (pump, injector, detector)
and gradient elution technique, sensitivities in the
femtomol range were achieved. Despite the low surface
area remarkably high loadabilities - in the picomol
range (tested for water soluble vitamins and alkaloids) -
were measured.

Koészonetet mondunk az Orszdgos Tudomdnyos
Kutardsi Alapnak (OTKA T 023101) munkankhoz
nyujtott segitségéért, valamint Jelinek Ldszlonak a
Chemie Uetikon cégtél, hogy a vizsgalatokhoz a
KOVASIL-H ¢és KOVASIL-C14  oszlopokat
rendelkezéstinkre bocsatotta.
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Effect of Pressure on Solute Capacity Factor in HPLC
Using a Non-Porous Stationary Phase

R. Ohmacht*/ B. Boros

Institute of Medical Chemistry, Pécs University, Szigeti ut 12, 7624 Pecs, Hungary
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Summary

The pressure applied in liquid chromatography (LC) can
influence the capacity factor of analytes. Using com-
mercial equipment, column (33 x 4.6 mm) and 1.5 um
non-porous, tetradecyl (C4) coated silica particles, a
moderate but significant change in the capacity factor
was observed with increasing pressure. Depending on
the experimental conditions the relationship was found
to be either linear or non-linear. In the latter case the
retention increased at first, but later tended to decrease
at still higher pressure. The results direct attention to the
role of the pressure (and hence of flow rate and heat of
friction) in determing capacity factors.

Introduction

The mobile phase in LC is generally considered to be
incompressible. In spite of this pressure appears to have
a significant effect upon the solute retention. Recently it
~ hasbeen found that pressure has a significant impact on
~retention in reversed-phase chromatography and in
chiral separations [1--5]. Capacity factors increase at
elevated pressures. All these studies were on capillary
columns. More recently [6, 7] a linear increase of 30—
50% in the capacity factor has been observed in re-
_ versed-phase LC in the pressure range of 0.1-500 MPa.
~ Some earlier observations concerning this relationship
can be found in [8—12]. In most of the cases an increase
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in retention was found, although Katz [5] reported a
small decrease. It was also found that pressure can in-
fluence the sorption equilibrium processes in the col-
umn [13-16]. Except references [2] and [6], where a
non-porous stationary phase was used, all experiments
were carried out on porous ones. Martire [17] and
Guiochon [12] have carried out fundamental theoretical
work in this area. The mobile phase in the chromato-
graphic column creates a not negligible amount of fric-
tional heat [27-29] that also influences the retention of
the substances being separated.

Nowadays, 1.5 um silica-based reversed-phase, non-
porous packings are extensively employed in different
fields of HPLC [18-23]. Owing to the small particle
size, the inlet pressure is usually in the range 15-35
MPa. Therefore it seems important to collect data on
retention — pressure relationship. The aim of our work
was to check the influence of pressure on solute reten-
tion under practical conditions, using commercial
(manufacturer packed) columns with non-porous, sili-
ca-based, reversed-phase packings.

Experimental

Thiourea, toluene, ethylbenzene, buthylbenzene, pen-
tylbenzene, phenol, acetophenone, N,N-diethylaniline
and benzophenone were from Fluka (Buchs, Switzer-
land), HPLC-grade acetonitrile was from Scharlau Lab.
Chemicals (Barcelona, Spain). Water was bidistilled in
glass apparatus. Separations were carried out on a Gyn-
kotek HPLC system comprising a 480 precision pump, a
170S diode array detector and Chromeleon chromato-
graphy, data system. A UZ-GT-MIC capillary flow de-
tector cell (140nl) from LC Packings was used. Sam-
ples were injected with an 8125 sample injection valve
(Rheodyne, Cotati CA, USA). Separations were carried
out on a 33 X 4.6 mm KOVASIL-LC14, reversed-phase
column (Chemie Uetikon AG, Uetikon, Switzerland).
Constant column temperature was ensured using a water
jacket, which enclosed the column and ca. 20 cm of the
inlet capillary tubing to ensure proper heat exchange.
The temperature was set using a Grant W6 circulating
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water bath (Grant Instruments, Cambridge, UK). The
temperature at the column outlet was measured with a
micro-thermocouple thermometer assembled in the In-
stitute of Biophysics at our university. The micro-sensor
was introduced directly into the column outlet via the
PEEK outlet capillary tube.

Two separations were studied: i) Aromatic hydro-
carbons (toluene, ethylbenzene, butylbenzene, pentyl-
benzene) were separated in acetonitrile — water, 40-60
eluent; 1) polar, acidic and basic samples (phenol, acet-
ophenone, N,N-diethylaniline, benzophenone) were se-
parated in acetonitrile — water, 13—-87 eluent.

Separations were carried out at different flow rates at
25 °C and 60 °C respectively, in both cases.

The settings for altering the pressure were: 1) raising the
flow rate (the “common’’ way); ii) using a back-pres-
sure regulator (constant flow rate at 0.3 mL min~' and an
adjustable valve behind the detector cell).

Discussion

The tests used in this work were a modification of the
widely accepted “Engelhardt test’” (which has been
elaborated for porous stationary phases) [24-26]. Mod-
ifications due to the different retention behaviour of the
non-porous packing were necessary (first, because of
the relatively low retention). The non-polar (toluene,
ethylbenzene, butylbenzene, pentylbenzene) and polar
(phenol, acetophenone, N,N-diethylaniline, benzophe-
none) test mixtures were analysed separately using
acetonitrile-water eluents of different compositions to
achieve reasonable retentions. In both cases thiourea
was used as an inert solute monitoring the flow-through
time. To avoid the masking effect of accessible free
silanol groups on the surface of the stationary phase the
eluent did not contain any buffer or salt.

Calculation of the Average Pressure in the Column

The pressures indicated in the diagrams are average
values. It is assumed that the pressure drop can be taken
as linear across the length of the column:

Pavcrage = (Pinlst + Poutlet)/z (1)
In first case — pressure altered by changing the flow rate
—where

Poutlet = Patmoshere =0 (2)

Paverage = Pinlet/z (3)
In the second experiment — setting constant flow rate
using a back-pressure regulator — the pressure drop over
the column remains constant during experiments. The
overall pressure in the system was only altered by ad-
justing the valve at the column outlet. In this case the
outlet pressure of the column could be calculated as:

Poutlet = Pbackpressure + Patmosphere = Pbackpressure (4)

and
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Pavemge - (Pin]cl + sz\cl\'pressure)/z (5)

(In practice, the pressure drop in the back-pressure
regulator in these experiments was calculated as fol-
lows: at 0.3 mL min ' flow rate the inlet pressure of the
column was determined without a back-pressure reg-
ulator (P,,,,). Then, by adjusting the valve at the column
outlet the pressure in the system is increased; the mea-
sured pressure is the pressure drop over the column
(P\or) plus the pressure drop in the back-pressure reg-
ulator (Ppgekpressure)- 1he pressure drop in the back-
pressure regulator can be calculated as follows:

Pbackpressure = Pinlet - Pwur (6>

According to Equations (5) and (6) the average pressure
in the column can be expressed as:

Paverage: (Pinlet + (Pinlet _Pwor))/2 =
Pinlet _Pwor/z (7)

Where

Pinier 18 inlet pressure in system (column + back-pres-
sure regulator)

Por = inlet pressure without back-pressure regulator

Capacity factors were calculated by the well-known
equation:

k= (tR_tO)/tO (8)

where fp = solute retention time and #, = void time
(elution time of thiourea).

Pressure Increase Induced by Raising the Flow
Rate

Like the majority of authors quoted, we have found that
solute retention increases with increasing pressure
(Figures 1-4). However, if the pressure was raised by
increasing the flow rate, we did nor find a linear re-
lationship as they did. Our measurements suggest that
the change in capacity factor is complex. In general,
retention first increases with pressure but at higher
pressures retention begins to decrease with further
pressures rise. This finding does not necessarily contra-
dic data in the literature [1-7]. We wish to emphasise
that our separations were carried out under routine con-
ditions: higher pressures were achieved using higher
flow rates and a 4.6 mm i.d. column was used. We be-
lieve that these conditions are common in routine
HPLC. Although we have used an effective thermostat
to achieve constant temperature, it was not exactly uni-
form across the column, especially at higher flow rates
i.e. athigher pressures. The reason for this is that forcing
a liquid through the column at high flow rates, a non-
negligible amount of heat must be dissipated. Heat dis-
sipation in the column is moderate owing to the low
thermal conductivity of the packing, causing undesir-
able radial and axial temperature gradients. As a result,
inhomogeneity in viscosity, density and flow velocity of
the eluent cannot be fully avoided [18-20]. Presumably
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Retention of alkylbenzenes at 60 °C (pressure altered by flow rate)
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Retention of alkylbenzenes at room temperature without tempera-
ture control

the higher temperature in the column caused by friction
is responsible for the descending part of the k£ curve. The
trend of the change of k£ with that of pressure is similar at
both 25° and 60° for all samples and lies between 3—6 %.
For results of acceptable accuracy, all experiments were
carried out three times. The biggest difference in & be-
tween parallel measurements was < 2.6 % (0<k<l) and
<1.5% (k>1).

To obtain more evidence on the role of temperature, one
experiment was carried out at room temperature, with-
out thermostating (the temperature in the laboratory was
nearly 25 °C). Retentions decreased slightly (Figure 5).
To make clear that the column temperature is different
from that of the environment, we measured the tem-
perature of the effluent directly at the column outlet
(Figures 6, 7). When the column was carefully thermo-
stated, the temperature rose 2-3°C in the pressure
(flow-rate) range of our experiments. Without thermo-
stating, higher temperature changes (6-7°C) were
measured at the column outlet. This explains the differ-
ence in behaviour between a column with, and without
thermostating.
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Raising Pressure by Using Back-pressure
Regulator

For a better understanding of the retention-pressure re-
lationship experiments were carried out at constant flow
rate but different pressures. In our studies a valve was
attached to the column outlet. All experiments were
carried out at the same flow rate (0.3 mL min™"). At the
start the valve was open (= no extra pressure behind the
column). The pressure drop measured under these con-
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ditions is the pressure drop across the column. In further
experiments the valve was turned off to an increasing
degree. The pressure rose in the system only because the
valve became increasingly closed. These conditions
enabled us to follow the pressure-retention relationship,
but excluding the disturbing effect of heat of friction
mentioned above. In this case the pressure-retention
relationship was found to be linear at 25° and also at 60°
(Figures 8—11). Over the range of ca. 5-30 MPa the
increase in retention varies between 5-16 % depending
on retention order and temperature.

Our findings, in accord with values obtained in previous
studies on microbore columns shows that the pressure-
retention relationship in reversed-phase LC is linear.
But the change can only be studied properly if the tem-
perature in the column is constant. This was achieved in
our case by altering the pressure using a fine metering
valve at the column exit. (In a narrow or microbore
column much better heat exchange is assured than in a
4.6 mm diameter column, therefore the pressure reten-
tion relationship is always linear.)

Conclusion

Pressure has a significant influence on retention in
HPLC. In RP-HPLC, if the pressure rises, retention rises
linearly with pressure. This can be studied if the tem-
perature is constant and when only the pressure changes
in the system. In the common case where higher pres-
. sures will be achieved by raising the flow rate of the
eluent, the influence of the higher pressure (increasing
retention) and the influence of the higher temperature,
caused by the heat of friction (decreasing retention),
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Fast Separation of Amino Acid Phenylthiohydantoin Derivatives
by HPLC on a Non-porous Stationary Phase
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Summary

A new method is described for the separation of phe-
nylthiohydantoin (PTH) derivatives of the 20 common
amino acids. The analysis requires approximately 7
minutes and good resolution is obtained by RP-HPLC
on columns packed with a non-porous stationary phase
(Kovasil-C14; 33 x 4.6 mm). Gradient elution was cho-
sen with eluents containing either sodium acetate /
acetic acid buffers (moderately acidic conditions) or a
heptafluorobutyric acid modifier (strongly acidic elu-
ent). A slightly different elution order of the PTH-amino
acids was found in the two systems. Low detection limits
(in the femtomol range) were achieved with simple
commercial HPLC equipment.

: Introduction

The Edman degradation is one of the frequently used
methods for determining the primary structure of a pro-
tein. In this process, the amino terminal residue of the
protein is sequentially removed and converted to its
phenylthiohydantoin (PTH) derivative. Following this,
PTH derivatives can be separated and identified by RP-
- HPLC methods. Numerous separations have been pub-

lished for PTH-amino acid analysis in recent years [1-
. 6]. In most cases gradient elution — using two different
buffers as eluent — was applied. (Isocratic systems are
simpler, but the lack of satisfactory resolution is a ser-
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ious drawback of these methods.) In our work, we pro-
pose a new RP-HPLC method for the separation of
PTH-amino acids. We can separate the common amino
acids in the very reasonable analysis time of ca. 7 min-
utes using a non-porous RP column (Kovasil-C14). In
the method proposed, a water-acetonitrile gradient was
employed. Buffered eluents (pH 3.8-5.8) and acidic
eluents (acidified with heptafluorobutyric acid, pH ca.
2.2) were investigated. Identification was achieved at
the femtomol level.

Experimental

PTH amino acid standards, acetic acid, ammonium
acetate, trifluoroacetic acid (TFA), heptafluorobutyric
acid (HFBA) were purchased from Fluka (Buchs, Swit-
zerland). HPLC grade acetonitrile was provided by
Scharlau Lab. Chemicals (Barcelona, Spain). Bidis-
tilled water (distilled in glass in our laboratory) was
used. Approx. 0.3 mg PTH-amino acid was dissolved in
1 mL of solvent (different water/acetonitrile mixtures
depending on the solubility). In general, 0.2—1 uL. of
each amino acid was injected. The samples were stored
at —20 °C. Even at this temperature the solutes could be
stored for a limited period only, in general, for one week.

Separations were carried out on a Gynkotek HPLC sys-
tem consisting of a 480GT biocompatible precision
pump (equipped with a low pressure gradient mixer), a
160S UV detector (at 254 nm) and a Chromeleon chro-
matography data system (Gynkotek, Germering, Ger-
many). Samples were injected via an 8125 sample in-
jection valve (Rheodyne, Cotati CA, USA) fitted with a
20 uL sample loop. Separations were performed on 33 x
4.6 mm Kovasil-C14 reversed phase column (Chemie
Uetikon AG, Uetikon, Switzerland). The column is
based on a high-purity non-porous, monodisperse silica
bead (d,=1.5 um) chemically bonded to a C4 alkylsi-
lane. Constant column temperature (25 °C) was ensured
by using a water jacket that covered the column and ca.
20 cm of the inlet capillary tubing. The temperature was
set using a Grant W6 circulating water bath (Grant In-
struments, Cambridge, England).

Original

© 2000 Friedr. Vieweg & Sohn Verlagsgesellschaft mbH



o e —
U
R — a—
e T
z° a
£ “:;:"‘:%
Q
£ ¢ A —
c = A
23
< %—M\i‘
k]
© 2 Mx
1 . . —t
0!
0 50 100 150
Sodium acetate [mMol/L] .
—o—Ala —#—Arg —A— Asp —%—Asn —%-Gln —6—Glu —+—His
——Leu —+—lle ——Lys ——Met —4—Phe —-Pro —%—Thr
—O—Trp —&—Tyr —=— Ser —@—Val —— Cys —85— Cya —4—Gly
7
6
5
E
o
E4
c
2
3
[ :
2 |
4 i
2 ]
1
0
3.8 42 4.6 5 5.4 58
pH
Figure 1

a: Retention time — sodium acetate concentration relationship of the
PTH-amino acids in the buffered eluent system (pH=4.8)

b: Retention time ~ pH relationship of the PTH-amino acids in the
buffered eluent system (sodium acetate concentration: 10.5
mMolxL™")

Results

Separations in Buffered Eluents

It seemed reasonable to adapt the widely accepted se-
paration method of an acetonitrile/water gradient in the
pH range ~3—7 to our column. The effect of the acidity
and the ionic strength of the eluent on the separation was
evaluated (Figure 1). In general, only a moderate de-
pendence of the retention was found over the ranges
studied. The best compromise consisted of eluents at
pH4.8 with a sodium acetate concentration of
10.5mMol x L. The amino acid derivatives were well
separated with the exception of the Asp-Cya, Thr-Gly
and Cys-Glu pairs (Figure 2). There is also a slight
difference in the retention times of the components of
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Separation of PTH-amino acids

Column: 33 x 4.6 mm; Kovasil MS-C14

Eluents:  A:10.5 mmol x L™ sodium acetate (with acetic acid to
pH4.8)
B: acetonitrile

Gradient: 0—2.00 min 100% A; 2.00—2.01 min to 10% B;
2.01—4.49 min to 15% B; 4.49—4.59 min to 100 % B;
4.59—7.00 min 100 % B.

Flow rate: 1.2cm’ x min™'; Pressure drop: 35 MPa (at start)
Detection: 254 nm
Temperature:25 °C
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Separation of PTH-amino acids
Column: 33 x 4.6 mm; Kovasil MS-C14
Eluents:  A: Water +0.1 % HFBA
B: 90 % acetonitrile-10 % water + 0.8 % HFBA
Gradient: 0—3.55 min to 12% B; 3.55—6.55 min to 20% B;
6.55—6.65 min to 100 % B; 6.65—7.00 min 100 % B.
Flow rate: 1.0 em® x min™'; Pressure drop: 32 MPa (at start)
Detection: 254 nm
Temperature:25 °C
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Table 1. Detection limit of PTH amino acids (in HFBA-containing
eluent)

110 femtomol
100 femtomol
130 femtomol

90 femtomol

PTH-L-alanine (Ala)
PTH-L-arginine hydrochloride (Arg)
PTH-L-asparagine (Asn)
PTH-L-aspartic acid (Asp)

PTH-S-carboxymethyl-L-cysteine (Cys) 150 femtomol
PTH-L-cysteic acid (Cya) 100 femtomol
PTH-L-glutamine (Gln) 140 femtomol

140 femtomol
150 femtomol

PTH-L-glutamic acid (Glu)
PTH-L-glycine (Gly)

PTH-L-histidine (His) 90 femtomol
PTH-L-isoleucine (Ile) 120 femtomol
PTH-L-leucine (Leu) 110 femtomol
PTH-L-(¢-PTC)-L-lysine (Lys) 120 femtomol
PTH-L-methionine (Met) 110 femtomol
PTH-L-phenylalanine (Phe) 120 femtomol
PTH-L-proline (Pro) 110 femtomol
PTH-L-serine (Ser) 130 femtomol

PTH-L-threonine (Thr)
PTH-L-tryptophane (Trp)
PTH-L-tyrozine (Tyr)
PTH-L-valine (Val)

110 femtomol
80 femtomol
80 femtomol

170 femtomol

these pairs, but it was not sufficient for an adequate
separation on our short column.

Separations in Acidic Eluents

Earlier, we had found acidic eluents containing tri-
fluoroacetic acid or heptafluorobutyric acid to be very
useful for the separation of small peptides [8,9]. HFBA
was chosen as acidifier and ion pairing agent because
longer retentions could be achieved with it. (In pre-
liminary experiments, trifluoroacetic and hydrochloric
acids were tried as well.) A gradient system was chosen
for good separation where not only the elution power
increased during the separation but the amount of the
acidifier rose during the run as well. (Eluent A con-
tained 0.1 % HFBA, eluent B contained 0.8 % HFBA.)
The pH of eluent A was 2.2 but that of eluent B could not
be determined exactly because of its high (90 %) acet-
onitrile content. All PTH-amino acids were well re-
solved within 7 minutes, only Asp and Cya were coe-
luted (Figure 3). Compared to the separation carried out
in buffered eluent systems, different selectivity and dif-

Chromatographia Supplement, Vol. 51, 2000

ferent elution order of the amino acid derivatives were
found. No degradation of PTH-amino acids was found
during the separation. Low detection limits of the amino
acids at the femtomole level were found because of the
short analysis time and the low column volume (Table I).
The amount (mol) of sample that yields a peak height
three times the noise level was taken as the detection
limit.

Conclusion

The PTH derivatives of amino acids can be separated
and determined within 7 minutes by using non-porous
reversed phase columns. Good selectivity and low de-
tection limits can be achieved using heptafluorobutyric
acid as acidifier and ion pairing agent.
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Summary

A new reversed-phase (RP) HPLC method has been
developed and validated for the separation of the main
opium alkaloids morphine, codeine, thebaine, papaver-
ine and noscapine on a non-porous (micropellicular)
stationary phase. On this phase quantification of the
compounds by internal standardization with brucine
was achieved extremely rapidly, in ca 1.5 min, only.
Thus, the analysis time for the opium alkaloids was
approximately one tenth of that on porous stationary
phases. Different opium samples were investigated
using non-porous and porous packings. The correlation
between the results was excellent.

Introduction

The separation and quantification of the main opium
alkaloids is most commonly performed by reversed-
phase (RP) HPLC on porous stationary phases [1-15].
In methods which enable the precise determination of
morphine, codeine, thebaine, papaverine, and nosca-
pine [1, 10] the analysis time 1s at least 20 min. Recently
new 1.5-um silica-based reversed-phase non-porous
packings have been reported not only for the separation
of biopolymers [16] but also for bioactive compounds
with molecular masses between 100 and 500, including
different alkaloids [17]. The main advantage of these
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micropellicular stationary phases is their high effi-
ciency; this results in very low separation times and
highly sensitive separations.

Because of the extremely rapid separation of alkaloids,
e.g. morphine, codeine, and noscapine [16], HPLC on
such phases seemed a promising way of accelerating the
assay of the five main opium alkaloids, and an appro-
priate method has been developed.

The RP method presented has been used for analysis of
the alkaloid content of different opium samples and the
results obtained have been compared with those ob-
tained on a porous packing [1].

Experimental

Materials

Morphine, codeine, and papaverine hydrochlorides,
brucine, and Extrelut® pre-packed columns were ob-
tained from Merck (Darmstadt, Germany). Noscapine
and thebaine were from Sigma—-Aldrich (St Louis, MO,
USA). Different samples of opium were placed at our
disposal by UNDCP (United Nations Drug-Control
Program, Vienna). Other common chemicals used were
the highest quality available commercially.

Standard Solutions

From methanolic stock solutions of morphine and nos-
capine (each 5mg mL™"), codeine, thebaine, and papa-
verin (each I mg mL™"), and brucine (internal standard;
1 mg mL™") standard solutions were prepared contain-
ing different amounts of the five alkaloids.

Sample Preparation

Brucine internal standard solution was added to the gum
opium samples and the samples were extracted twice
with 2.5 % (v/v) acetic acid. After adjustment of the pH
to 9.0 with conc. ammonia the solution was transferred
to an Extrelut® pre-packed clean-up column. The alka-
loids were eluted with dichloromethane—iso-propanol

Chromatographia Supplement, Vol. 51, 2000 S-175
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Table I. Gradient elution RPHPLC retention of the major opium
alkaloids.

Alkaloid Retention time, #g (min)
Morphine 0.30
Codeine 0.43
Brucine 0.66
Thebaine 1.04
Papaverine 1.31
Noscapine 1.44
to 0.23
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Figure 1

HPLC of gum opium; separation on Kovasil MS-C18 column.

(9:1, 60 mL) and the eluate was evaporated to dryness
[1]. The extracts were dissolved in acetonitrile—water
(60:40) containing 0.8 % heptafluorobutyric acid
(15mL) and diluted to 30 mL with 0.1 % aqueous hep-
tafluorobutyric acid and 3 pLL were injected after filtra-
tion through a 0.45-um Millipore filter.

S-176 Chromatographia Supplement, Vol. 51, 2000

Instrumentation

Analytical HPLC was performed with a Perkin—-Elmer
system comprising a series 200 liquid chromatograph, a
series 600 Link controller and an LC-235 diode-array
detector. Monitoring of the chromatography and data
processing were performed by means of Turbochrom
software.

Chromatographic Conditions

The analyses on the porous stationary phase were per-
formed as described elsewhere [1]. Separation and
quantification on the non-porous stationary phase were
performed on a 33 mm X 4.6 mm i.d., 1.5 um particle
size, Kovasil MS-C18 column (Chemie Uetikon AG,
Uetikon, Switzerland). Multilinear gradient elution at
room temperature was performed with mixtures of
0.1 % aqueous heptafluorobutyric acid (solvent A) and
acetonitrile—water (60:40) containing 0.8 % hepta-
fluorobutyric acid (solvent B). The gradient profile was:
0—0.3 min from 15 to 29 % B; 0.3—1.9 min from 29 to
38% B; 1.9-2.4min 38 % B. The composition of the
mobile phase during purging and regeneration of the
column was: 2.4-2.6min from 38 to 100% B; 2.6—
3.4min 100 % B; 3.4-3.6 min from 100 to 15 % B; 3.6~
7.0min 15% B. The flow rate was | mLmin™'. The
alkaloids were detected at 255 nm.

Results and Discussion

The difficult separation of the five main opium alka-
loids morphine, codeine, thebaine, papaverine and nos-
capine has recently been improved by application of
reversed-phase (RP) HPLC on a base-deactivated por-
ous Cig stationary phase [1]. By this method determi-
nation of the compounds is achieved in ca 20 min. Be-
cause of areport [17] that the assay of three of the above
mentioned alkaloids on non-porous packing had been
achieved in approximately 1.3 min, we have developed a
method for the quantification of five alkaloids with
brucine as internal standard.

We achieved excellent separation and resolution of the six
compounds in ca 1.5min (Table I and Figure 1) on a
33mm X 4.6 mm i.d., 1.5 um particle size, Kovasil MS-
C18 column with multilinear gradient elution; the mobile
phase prepared by mixing 0.1% aqueous hepta-
fluorobutyric acid with 60:40 acetonitrile-water con-
taining 0.8 % heptafluorobutyric acid. Although tri-
fluoroacetic acid was previously used to prepare the
mobile phase [1, 17], preliminary tests showed that
greater retention of the analytes and better resolution
were achieved by use ofheptafluorobutyric acid. [t should
be emphasized that the dead volume of the HPLC system
must be determined very precisely and that the time of
sample injection must be adapted depending on this dead
volume. In the apparatus used the delay volume (the
volume from gradient valve to column inlet) was 2.3 mL.
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Table II. Detection limits for the major opium alkaloids.

Table IV. Reproducibility of the method for the major opium alka-
loids.

Alkaloid Detection limit Detection limit (ng)
Morphine 4.4 picomol 1.26

Codeine 5.7 picomol 1.71

Thebaine 1.05 picomol 0.33

Papaverine 35,9 femtomol 0.012

Noscapine 1.75 picomol 0.72

Table III. Calibration graph data.

Alkaloid Amount Relative ~ Amount Relative
(%) standard (%) standard
insample 1 deviation insample2  deviation

(%) (%)

Morphine 11.30+0.25 2.25 15.41+£0.06 0.39

Codeine 4.07+0.10 256 1.89£0.05 2.44

Thebaine 5.02+0.06 .16 2.87+0.03 0.97

Papaverine  2.17%£0.04 1.86 2.52+0.05 2.00

Noscapine 398+0.04 0.95 5.61%0.09 1.56

Data are means from five determinations each (* standard devia-
tion).

Table V. Reproducibility of the retention times of the major opium
alkaloids.

Six calibration points were plotted for each alkaloid.

x = amount of alkaloid (mg)

y = [amount of internal standard (mg) X area of alkaloid peak]/
area of internal standard peak

Alkaloid Linear range Correlation Slope  Intercept Alkaloid Retention time, g (min) Relative standard
(mgmL™) coefficient (X, v, see below) deviation (%)
Morphine 0.09-0.75 0.9988 0.132  0.0006 Morphine 0.302%+0.010 3.31
Codeine 0.03-0.28 0.9997 0.196  0.0000 Codeine 0.429+0.015 3.50
Thebaine 0.02-0.21 0.9999 0479  0.0032 Brucine 0.660+0.027 4.09
Papaverine  0.01-0.20 0.9995 5.775  0.0055 Thebaine 1.039£0.030 2.89
Noscapine 0.11-0.34 0.9996 0.354  0.0094 Papaverine 1.300£0.036 2.77
Noscapine 1.430+£0.041 2.87

Data are means from 12 determinations (+ standard deviation) per-
formed during one week.

35

%% Alkaloids

1a 1b 2a 2b 3a

Figure 2

3b 4a  4b 52 5b
Samples

Comparison of the alkaloid content of five different opium samples as determined by HPLC on
(a) porous and (b) non-porous packing. MO = morphine; CO = codeine; TH = thebaine; PA=

papaverine; NO = noscapine

The detection limit of the new method (defined as the
amount of analyte giving a peak height three times
higher than the noise level) was very low (Table II).

Because of the efficient and validated sample clean-up
procedure used [1], interference of accompanying sub-
stances with the analytes was not observed.

Original

The system was calibrated for the five major alkaloids
ot opium. Over the concentration range selected linear
relationships were obtained between peak area and
concentration; the correlation coefficients were >0.9988
(Table I1I). The calibration ranges selected adequately
covered variations in the amounts of alkaloids in the
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samples. The reproducibility of the method was de-
termined by fivefold assay of two different opium sam-
ples. The standard deviations (Table IV) proved the
accuracy and reproducibility to be excellent. The re-
producibility of retention times was also satisfactory
(Table V).

The new method was tested on five opium samples and
the results were compared with those obtained by
RPHPLC on a base-deactivated porous stationary phase
[1]. The good correlation between the results obtained
from the two methods is shown in Figure 2.

Conclusions

RPHPLC of opium extracts on non-porous 1.5 um Ko-
vasil MS-C18 enables the assay of morphine, codeine,
thebaine, papaverine and noscapine in 1.5min. The
HPLC conditions described ensure sufficient resolu-
tion, and internal standardization with brucine guaran-
tees precise quantification of the analytes. Statistical
analysis of the experimental results proved that the pre-
cision and reproducibility of the new method are sa-
tisfactory. Analyses of different opium samples using
the new non-porous material and the ““classical* porous
packing showed there was good correlation between the
results obtained, and use of the new method reduced the
analysis time by a factor of ten. By this method ex-
tremely short separation times and low detection limits
can be achieved under routine conditions on commer-
cial HPLC equipment.
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Summary

Pressure and temperature have significont influence on retention in HPLC. This study investi-
gates the effect of pressure and temperatfure on the retention behavior of aromatic hydrocar-
bons (toluene, ethyl benzene, butyl benzene, pentyl benzene) and polar, acidic and basic
samples (phenol, acetophenone, NN-dimethy! aniline, benzophenone) on a reversed phase
column. The effect has been studied on non-porous, tetradecyl (C1s) coated silica particles. We
found that the adsorption-induced decrease of the partial molar volume of the solutes investi-
gated was between AV, = 5 — 15 cm® mol ™. The increment of the decrease of the partial
molar volume due to the addition of one CHx group, for the homologous series of the aromaitic
hydrocarbons is approximately AV, = 2.3 cm®mol L,

Introduction

The effect of pressure on physico-chemi-
cal parameters of HPLC systems below
critical conditions has been widely studied
in the last decade. Generally pressure in-
fluences the density and viscosity of the
mobile phase, diffusion rate of the analyte
molecules, the temperature of the system
and interactions among eluent compo-
nents. Therefore, the pressure applied in
liquid chromatography (HPLC) can sig-
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nificantly influence the retention factor
(k) of the analytes.

Recently it has been found that pres-
sure has a significant impact on retention
in reversed-phase chromatography and in
chiral separations [1-6]. It was observed
that if the pressure rises in the range of
0.1-50 MPa then the retention factor
rises linearly [7, 8]. A similar relationship
has been found in some earlier studies [9—
13]. Pressure can influence the sorption
equilibrium processes in the column [14—
17]. Martire [18] and Guiochon [13] have
carried out fundamental theoretical work
in this area. The mobile phase in the chro-
matographic column creates a significant

Chromatographia Supplement Vol. 56, 2002

2002, 56, Suppl., 5-61-5-64

amount of frictional heat [28-30] that
also influences the retention of the sub-
stances being separated.

Recently Chen at al. have studied the
effect of pressure on the retention beha-
vior of the protein lysosyme and that of
the homologous series of poly-L-phenyla-
lanine in reversed phase chromatography
using an octadecylsilica (C;g) stationary
phase [31]. The authors concluded that
the partial molar volume of the protein so-
lute decreases by approximately 100 cm®
mol~! when adsorbed onto the stationary
phase, whereas a smaller change was ob-
served for the partial molar volumes of
the poly-L-phenylalanine homologues.

Szabelski et al. studied the pressure
and temperature effects on the adsorption
equilibrium of four different insulins.
They found that the pressure-induced var-
iation of the retention parameters can be
attributed to an approximately 102 cm’
mol~! change of the partial molar volume
when the solute is adsorbed on a Cg
bonded silica stationary phase [32].

Non-porous stationary phases are
widely used in different fields of HPLC
[19-24]. It seems important to collect data
on retention-pressure relationship in these
HPLC systems. In our previous paper [1]
the effect of pressure on retention was stu-
died using two different experimental set-
tings: i) raising the pressure by raising the
flow rate; ii) at constant flow rate, raising
the pressure by using a back pressure reg-
ulator. It was found that solute retention
increases with increasing pressure. If in-
creasing the flow rate raised the pressure,
no linear relationship was found; if the
pressure was raised at constant flow rate,

S-61
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Table L. Retention factors of the aromatic hydrocarbons and polar compounds at different average

pressures and temperatures.

t=25°C

p(MPa) 2.7 6.7
Toluene 0.47 047
Ethyl benzene 0.78 0.81
Butyl benzene 267 273
Pentyl benzene 485 498
t=45°C

p (MPa) 2 7.6
Toluene 0.36 0.38
Ethyl benzene 0.61 0.62
Butyl benzene 1.89  1.96
Pentyl benzene 338 347
t=65°C

p (MPa) 1.4 7.2
Ethyl benzene 042 043
Butyl benzene 122 1.27
Pentyl benzene 2.09 215
t=25°C

p (MPa) 2.6 8.1
Phenol 032 034
Acetophenone 0.86 0.92
N,N-dimethyl-aniline 3.04 3.06
Benzophenone 167 17.2
t=45°C

p (MPa) 2.1 8.6
Phenol 024 025
Acetophenone 0.69 0.70
N,N-dimethyl-aniline 3.06 3.06
Benzophenone 10.12 10.42
t=65°C

p(MPa) 1.6 7.8
Phenol 0.14 0.15
Acetophenone 0.48 0.48
N,N-dimethyl-aniline 259 262
Benzophenone 565 585

13.6 20 29.6 39.1

048 0.48 0.49 0.52

082 0.83 0.87 0.88

2.81 2.86 3 311

5.14 537 5.55 5.85
13.3  18.8 30.2 45

0.38 0.38 0.39 0.4

0.64 0.64 0.65 0.69

2 2.03 2.16 22

3.54 3.64 3.84 4.12
11.7 187 26.6 33.7 39.1 44.4
0.44 0.44 0.44 0.47 0.48 0.48
1.31 1.33 1.37 1.38 1.42 1.44
221 226 2.37 2.44 2.59 2.6
149 233 31 40

0.35 0.36 0.36 0.38

1.07 098 0.98 0.99

3.19 33 3.31 3.38
17.45 18.07 18.51 19.31

16.9 249 34.1 39.5

025 0.26 0.26 0.28

0.73 0.73 0.76 0.78

3.10 3.14 3.18 3.19

10.74 11.09  11.50 11.82

13.9 195 244 34.2 43.1

0.15 0.15 0.16 0.15 0.17

049 0.50 0.50 0.53 0.56

261 262 2.64 2.62 2.67

594 6.05 6.19 6.50 6.70

the retention relationship was found to be
linear.

Theory

Classical relationships describe the depen-
dence of the chromatographic retention
parameters on the fundamental thermo-
dynamic quantities:

AG=—RTInK = ~RTIn ¢k = AH
—~TAS = AE + pAV,, — TAS (1)

where AG, AH, AE, and AS are the
change of Gibbs free energy, enthalpy, in-
ternal energy, and entropy of the system;
R is the universal gas constant, T the abso-
lute temperature, K the equilibrium con-
stant for adsorption, ¢ the phase ratio, k
the retention factor, p the pressure, and
AV, is the difference between the partial
molar volume of the solvent when ab-
sorbed in the stationary phase and when
in the liquid mobile phase.

The above equation can be rewritten as:

AE AV, AS

= = )
Ink *T P RT + R +né¢ (2)
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When temperature is constant, the first

derivative of In & with respect to pressure

is:

dlnk  AVp  10¢ 3)
dp =~ RT ' ¢dp

Assuming that the volumetric ratio of the
stationary and mobile phases is constant
regardless of the pressure change, AV,
can be determined with a linear regres-
sion:

dlnk

AV = -RT=5 )

We can assume that the partial molar vo-
lume increases linearly with increasing
carbon number for the members of a
homologous series {13]. When the contri-
bution of the functional group to the par-
tial molar volume is Vg and ¥ ¢y, is the
unit molar volume increase due to the ad-
dition of one CH, group, the adsorption-
induced change of the partial molar vo-
lume is:

AVH = AVQ + nA VCHz (5)

The combination of Equations 3 and 3
yields:
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Ok,  AVy ”AVCHZ

o RT

18¢
ap RT *%

¢ 9p
For two successive homologues, the se-
paration factor can be written as

(6)

knyi
Qptl,n = ”k: (7)

On the basis of Equations 6 and 7, we ar-
rive at the following expression [13]:

alnan+l.n

AVen, = -RT—

(8)

Experimental
Chemicals

Thiourea, toluene, ethyl benzene, butyl
benzene, pentyl benzene, phenol, aceto-
phenone, N,N-dimethylaniline, benzo-
phenone were purchased from Fluka
(Buchs, Switzerland), HPLC-grade aceto-
nitrile was purchased from Scharlau Lab.
Chemicals (Barcelona, Spain). Water was
bidistilled in house in glass apparatus.

Chromatography

Separations were carried out on a Gynko-
tek HPLC system consisting of a P 580
NDG precision pump, 170 S diode array
detector and Chromeleon chromatogra-
phy data system. A UZ-GT-MIC high-
pressure capillary flow detector cell
(140nL) from LC Packings was used.
Samples were injected with an 8125 sam-
ple injection valve (Rheodyne, Cotati CA,
USA) fitted with a 20 pL sample loop. Se-
parations were carried out on a 33 x
4.6mm KOVASIL-C14, reversed-phase
column (Chemie Uetikon AG, Uetikon,
Switzerland). The column is based on a
high-purity non-porous, monodisperse si-
lica bead (d, = 1.5 zm) chemically bonded
with a Cj4 alkylsilane. Constant column
temperature was achieved using a water
jacket, which enclosed the column and ca.
20 cm of the inlet capillary tubing to en-
sure proper heat exchange. The tempera-
ture was set using a HAAKE F3 circulat-
ing water bath (Berlin, Germany).

Two kinds of separations were studied:
1) Aromatic hydrocarbons (toluene, ethyl
benzene, butyl benzene, pentyl benzene)
were separated in 40:60 acetonitrile:water;
il) polar, acidic and basic samples (phenol,
acetophenone, N,N-dimethyl aniline, ben-
zophenone) were separated in 13:87 aceto-
nitrile:water.
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Table I1. Adsorption induced change of the partial molar volume of the solutes.

25°C 45°C 65°C

~AV,, RSD -AV,, RSD -AV,, RSD

(mL - mol™!) (%) (mL - mol™!) (%) (mL - mol™") (%)
Toluene 6.31 19.0 5.35 22.2 - -
Ethyl benzene 7.87 11.7 6.98 11.7 8.83 13.0
Butyl benzene 10.2 3.14 9.46 11.2 9.93 8.08
Pentyl benzene 12.5 4.00 12.2 1.67 14.7 4.90
Phenol 9.77 15.9 8.84 214 9.62 31.8
Acetophenone 6.87 79.9 8.33% 9.84 10.5 12.7
N,N-dimethyl-aniline 7.44 13.1 3.30 11.6 1.54 29.2
Benzophenone 9.22 4.40 10.7 2.74 11.5 3.74

Pentyl benzene Benzophenone

Ink

20 25
Pressure [MPa)

Figure 1. Plot of the logarithm of the retention factor against average
pressure for pentyl benzene at three different temperatures.

The test separation used in this work
was a modification of the widely accepted
“Engelhardt test” (which was originally
developed for porous stationary phases)
[24-26].

Separations were carried out at three
different temperatures (25°C, 45°C and
65°C) at a constant flow rate of 0.15 cm?
min~!. To achieve different pressures in
the system at constant flow rate, an adjus-
table back pressure regulator was con-
nected to the outlet of the detector cell.

Results and Discussion

Similarly to other studies, we have ob-
served that retention factors increase
when the average pressure is increased.
The retention factors of the compounds
studied in this work are summarized in
Table I. The change of the retention factor
is relatively small when the average pres-
sure 1s increased from 2 to 40 MPa. For
the aromatic hydrocarbons and for most
of the polar compound generally a 10—
25% change of k can be observed regard-
less of the column temperature. The reten-
tion behavior of the N,N-dimethylaniline,
however, shows and interesting differ-

Original

30

35 40 45 0 5

Figure 2. Plot of the

ence. Whereas at 25 °C its retention factor
increases by 11% between the two pres-
sure limits, at 45 °C the difference is only
4% and is marginal (1%) at 65 °C.

The relatively little change of retention
factors is due to the fact that the sample
molecules studied here are small, there-
fore the change of the partial molar vo-
lume during adsorption is much smaller
than in the case of larger molecules.

On the basis of equation 4, we used a
linear least squares fitting (Levenberg-
Marquardt method) to determine the
AV, values for every compound at each
temperature. The results of the calcula-
tions are reported in Table II. The typical
values for the molar volume change range
between —5 and —15 cm®mol™! for the
compounds investigated. The relative
standard deviation (RSD) of the numeri-
cal parameters, as given by the curve fit-
ting routine, is also reported in Table II.
From the numerical data it is obvious
that, for the less retained compounds, the
relative error of the parameter estimation
can be quite large. For more retained sam-
ple compounds, when the retention factor
is larger than k = 3, the relative error of
AV, drops below 5-10%.
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20 25
Pressure [MPa]

logarithm of the retention factor against average

pressure for benzophenone at three different temperatures.

In Figures 1 and 2, In k is plotted
against the average pressure for pentyl
benzene and benzophenone, respectively.
The straight lines fitted to the experimen-
tal data at different temperatures run
nearly parallel, indicating that the adsorp-
tion-induced change of the partial molar
volume of the solutes is very similar at the
three temperatures investigated.

The increment of the change of the par-
tial molar volume for the homologous ser-
ies of the aromatic hydrocarbons can be
estimated on the basis of equation §. From
the slope of the plot of RTInayy1
against pressure (see Figure 3) we deter-
mined that AVepy, = —2.3 cm®mol~!
(RSD = 28%). This value agrees quite well
with the 2.5 (£0.8) cm® mol~! value cal-
culated by Guiochon and Sepaniak [13]on
the basis of the experimental results of
McGuffin and Evans [12].

In order to investigate the pressure de-
pendence of some of the thermodynamic
parameters, we can express Equation 1 as
follows:

AH1 AS

Ink=—-—=4+—+1n¢

RT R ®)

The plot of In k against 1/T is presented in

S-63



1800 3
. -
1600 F " =
e " %3 Ll 5 » w0
. 25 |
1400 [ o . o o . °
. A
.
1200 +
2 L
s 1000 «
B2 E=]
5]
S] |
800 sl
600 F e
Pentyl benzer}g ---------
400 b T
200 - T=298 K .
7=318K o
T=338K = 05 L . . .
0 : - ‘ ' ' ' ' ' 0.0029 0.003 0.0031 0.0032 0.0033 0.003
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 : : : : - 0034
Pressure [MPa] ur

Figure 3. Plot of the logarithm of the separation factor against average

pressure.

Figure 4 for pentyl benzene and benzo-
phenone in the case of 2 and 40 MPa aver-
age pressure. From the slope and the in-
tercept of the lines — and utilizing the ¢ =
0.44 value of the phase ratio, — we can de-
termine that for pentyl benzene AH =
~17.7kJmol~!, AS = -52.6 JK~! mol~!
at 2 MPa, and AH = —17.4 kJmol™!,
AS=-50.6 JK~! mol~! at 40 MPa. The
values for benzophenone are AH =
~22.6kJmol~!, AS =-59.1 7K~ mo]~
at 2 MPa, and AH = -22.3 kJmol ™!,
AS=-57.0JK~! mol~! at 40 MPa.

For both compounds the difference of
the enthalpy change, A(AH) is 0.3kJ
mol~! when the pressure changes from 2
to 40 MPa, whereas on the basis of the
change of the partial molar volume (p =
38x10° N m~2 AV,= 10" °m’*mol™})
pAV,,~0.4kImol~! can be calculated.
Therefore, we can state that the difference
of the enthalpy change is mostly due to
the adsorption induced change of the so-
lutes’ molar volume.

Conclusions

We have demonstrated experimentally
that pressure has an impact on retention
in reversed phase liquid chromatography.
Our calculations have revealed that the
change of retention parameters can be at-
tributed to the fact that the partial molar
volume of the solute is smaller when ad-
sorbed in the stationary phase than it is in
the liquid mobile phase. The adsorption
induced decrease of the partial molar vo-
lume of the aromatic hydrocarbons and
polar compounds investigated was be-
tween AV, =5 — 15cm® mol~!. The cal-
culations have shown that for the homolo-
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gous series of the aromatic hydrocarbons,
the increment of the decrease of the partial
molar volume due to the addition of one
CH, group, is approximately AV gy, =
2.3cm®mol 1. )
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