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A legszélesebb korben haszndlt gyakorlat szerint egy adott kolonna helyettesitdjének a megkeresése
sordn a geometriai paraméterek (hossz, atmérd) megegyezésén til a legegyszeriibb esetben az
allofazis hordozéjanak anyagét, a részecskék méretét, a részecskék alakjat (szabdlytalan szemcsék
vagy mikrogombok), atlagos porusméretét, az allofazis fajlagos feliiletét, a szazalékos széntartalmat
és az 4llofazis tipusdt (monomer vagy polimer) hasonlitjdk Ossze, valamint azt, hogy a
szilanolcsoportok véglezartak-e, vagy sem. Ezt a gyakorlatot kovetve az 1. tdblazatban felsorolt
véglezart C18-as kolonndk egymas jo kozelitéssel megfeleld helyettesitoi kell legyenek (kiragadott

példankban minden kolonna az Alltech terméke):

1. tablazat

toltet neve hordozé alak méret C%  pérusméret fajlfel. fazis  véglezart
(W A) (m/g)
Adsorbosphere C18 szilika gomb 5 12 80 200  monomer igen
Adsorbosphere XL C18-B szilika gomb 5 12 90 200  monomer igen
Allsphere ODS-2 szilika gémb 5 12 80 220  monomer igen
Adsorbosphere XL C18 szilika gomb 5 11 90 200  monomer igen

Ha megnézziik azonban ezeknek a kolonndknak a teljesitményét valds koriilmények kozott, akkor
azt tapasztaljuk, hogy az ot kivdlasztott standard esetén a kisérletileg meghatdrozott
kapacitasfaktorok két esetben dramaian eltérnek, mig két esetben kozelitdleg egyenldek. A grafikon
alapjan az utolsé két kolonndt tudndnk egymadssal megfelelden helyettesiteni, mig a masik két,

latsz6lag azonos kolonna tulajdonsdgai nagyon szamottevden kiillonbdznek.
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1. grafikon

A csucsalakok torzuldsat figyelembe véve is megerdsithetd az utolsé két kolonna hasonldsdga, mert

mindkett6 tailinges csucsot ad piridin, N,N-dimetil-anilin és 4-butil-benzoesav (azaz mind savas,



mind bézikus standardok) esetén. A kiilonbség a masik kettd kolonna esetén ebben a vonatkozdsban
is kitlinik, hiszen az els6 piridin és N,N-dimetil-anilin (azaz a bazikus standardok) esetén, mig a

masodik kolonna a 4-butil-benzoesav (azaz savas standard) esetén ad tailinges csucsot.

Az eddigiek alapjan nyilvdnvald, hogy az el6bbi valasztisi mddszer nem hasznélhaté arra, hogy egy

bizonyos kolonndnak a pontos helyettesitdjét megtaldljuk.

Mindezeken til nem art ha tudjuk, hogy még abban az esetben is jelentkezhetnek kisebb eltérések,
ha hosszu idOn keresztiil mindig ugyanattdl a gyart6tél szdrmazd, ugyanolyan toltetet tartalmazéd
kolonnat véasarolunk. Ennek az az oka, hogy még a leggondosabb gyartdsi technoldgia esetén is
eléfordul bizonyos foku ingadozds a termék tulajdonsdgaiban. Példaként emlithetjiik a Hypersil BDS
Cl18-as toltetét, amely esetén megadott standardok esetén mérve a hat év sordn készitett 76
reakciobdl szdrmazé terméket +6% ingadozas volt tapasztalhaté a szelektivitdsban, a C% pedig

10,7-11,9% kozott valtozott.



Helyettesité kolonna keresése tablazatok segitségével

A gyakorlatban felmeriilt kolonnavélasztési, helyettesitési nehézségek miatt sziikségiink van olyan
eljarasra, amely segitségével egy megadott gyartdé megadott all6fazissal toltott kolonndjanak gyorsan
megtaldlhatjuk a legkozelebbi helyettesitdjét. A probléma megoldasara szamos eljarast dolgoztak ki,

a modszerek egy része valamilyen standardok sorozatat hasznalja.

Ilyen eljards soran sokféle standardbdl Osszedllitott sorozatot hasznalhatnak, példaul az 1. grafikon
készitéséhez is haszndlt, 6t standardot tartalmaz6 sorozatot, amelynek a tagjai: piridin, fenol, N,N-
dimetil-anilin, 4-butil-benzoesav, toluol. A gyakorlatban kisérletileg meghatarozzdk az egyes
standardok futtatdsa utdn a kapacitdsfaktorokat, majd egyes HPLC termékekre specializalédott
kromatogréafids katalégusokban (pl. Alltech) megtaldlhaté tdblazatokb6l megkeresik a
tuéajdonsagaiban legkozelebb 4ll6 kolonnat az ott megadott szabdlyok felhasznédldsdval. Ezek a
szabdlyok egyszerliek, példaként dlljanak itt a fenti standardsorozat alkalmazasa esetén kovetendo
kivélasztasi 1épések: ElsOként megkeresik azokat a kolonndkat, amelyek a toluol esetén az altalunk
mért értékhez a legkozelebb dllnak, majd a taldltak kozott megkeresik azokat a kolonndkat, amelyek
esetén a poldris komponensek elicidés sorrendje megegyezik, ezutin pedig a vdlasztast tovabb
szlikitik azokra, amelynél a polédris komponensek kapacitdstényezdi is a legkdzelebb dllnak. Végiil
ellendrzik, hogy ugyanazon standardok esetén ad-e a helyettesitd kolonna tailinges csticsot, vagy
pedig nem. A retenciés idok hasonlésdganak biztositdsara a legvégén még ellendrzik az uracillal

mért holtidok azonossagat.

A tabldzatos moddszerek masik csoportjdban nem taldlhatok meg a fenti adatok, hanem az adott
terméksorozatot el6dllitd cég egy teljes vagy részleges egyezési listit ad meg, amely alapjin
eldonthetjiik, hogy a jelenlegi kolonndnk az adott cég melyik termékével helyettesithetd (teljesen
vagy részlegesen).' Mivel ilyen esetben gyakran nem tudjuk, hogy az ekvivalencia megaddsa milyen
mérések alapjan torténik, igy rajtunk 4ll, hogy megbizunk-e az allitidsban, vagy pedig nem. Gyakran
az egyezést ugy bizonyitjak, hogy egymds mellett feltiintetik az azonos koriilmények kozott felvett

kromatogramokat.

' Vannak gyartok, amelyek visszavasérlsi garanciat adnak azon termékeikre, amelyeket tokéletes helyettesitéként
forgalmaztak, és mégsem tudta teljesiteni valamilyen vegyiiletcsalad esetén az elvardsokat.



Helyettesité kolonna keresése szamitogépes modszerrel

Az utébbi iddben egyre inkabb terjednek azok az eljardsok, amelyeknél megadott standardsorozat
futtatdsdval kapott retencids paramétereket kemometriai’ eljarassal elemeznek, és az eredmények
felhaszndlasdval megkisérelnek olyan valdédi kémiai jelentéssel biré daltalanos tulajdonsdgokat
hozzarendelni a toltetanyagokhoz, mint a feliiletboritottsdg mértéke, az ioncseréld kapacitds, a
szabad szilanolcsoportok ardnya, stb. Ezeknek az uj eljardsoknak azért van kiilondosen nagy
jelentdsége, mert az Eurdpai Gyodgyszerkonyv a gyogyszerkészitmények tisztasagi vizsgalatira és a
hat6anyagtartalom meghatarozdsara HPLC-s elemzést ir eld, a kolonna megadadsanal azonban csak
arra kénytelen szoritkozni, hogy pl. C18-as forditott fazisi kolonna legyen, megadott koriilmények
kozott. Amennyiben sikeriilne dltaldnosan elfogadott jellemzdket taldlni, ugy a mérési koriilmények
sokkal pontosabb megadasara lenne méd, aminek eredményeképpen pl. a szennyezdk meghatarozéasa
sokkal nagyobb biztonsdggal lenne elvégezhetd, a mérések pedig nehézség nélkiil atiiltethetok

lennének kiilonb6z6 gyartmanyud kolonndkra.

A tovébbiakban egy 2003-ban megjelent tudomanyos kézlemény alapjan olyan eljarast ismertetiink,
amely lehetéséget ad a kromatografusnak arra, hogy az dltala hasznélt kolonna helyettesitdjét egy
egyszerien haszndlhat6, ingyenes és mindenki szdmdra hozzaférhetd szamitégépes program

segitségével konnyen és hatékonyan megtaldlhassa.

foocomame: x

Pick the target column from the list

Parameter weightings must be in the range 0 to 1

kPB aCpP

J1.00 J1.00
aCH2 aBP pH 7.6
J1.00 J1.00

all aBP pH 2.7
J1.00 J1.00
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1. abra A kolonna-helyettesito keresése ebben az egyszerii parbeszédablakban indithaté el. Amennyiben tudjuk, hogy a

hat kivalaszthat6 paraméter koziil az elvalasztdsunk szempontjdbol melyiknek van nagyobb és kisebb jelentdsége, gy a

kis jelentdségii paraméterek silyédt a kivélasztas sordn a szorzétényezd 0,00-1,00 kozotti bedllitdsdval médosithatjuk.

Az irodalomjegyzékben megadott cikkben leirt vizsgalatok eredményei alapjan hat kromatografias

paramétert lehet kisérletileg meghatdroznunk ahhoz, hogy az éltalunk kivdlasztott kolonna

* (kemometria = nagyszamu kémiai adat rejtett Gsszefiiggéseinek szamitégépes program segitségével torténd elemzése)



helyettesitdjének megkereséséhez nem csak az ACD Labs honlapjarél ingyenesen letolthets®
ChemSketch 5.0 kémiai rajzolé-szdmol6-modellezd programjanak a kolonnavalaszté kiegészitd
moduljat  haszndlhassuk, hanem sajit magunk is készithessiink mdasok daltal hasznédlhat6

kolonnajellemzdket.

FIGYELEM! Magénak a ChemSketch programnak és a kolonnavalaszté modulnak a hasznélata nem

igényel méréseket, csupan a hasznalt kolonna nevét kell kivalasztanunk a megjelend ablakban, igy a

moédszer mindenki szamara azonnal hasznalhatd! (1. abra).

A paramétereket tartalmaz6 ablakokban bedllithatjuk, hogy milyen jelentdséget tulajdonitunk az
egyes paramétereknek, amelyek jelentését a kovetkezo részben targyaljuk. Az 1.00-4s sulyfaktor azt
jelenti, hogy az a paraméter nagyon fontos a kivdlasztds szempontjabol, mig a 0.00-4s sulyfaktor azt
jelenti, hogy annak a paraméternek a szerepe az elvalasztasunk szempontjabdl teljesen lényegtelen.
Ha minden szempontot egyforméan fontosnak tartunk, vagy nem tudjuk, hogy mi fontos és mi nem
az, akkor hagyjuk meg az eredeti értékeket. Jelenlegi formdjaban az adatbédzis mintegy szdz kolonna
adatait tartalmazza. A program futisa egy tobb oldalas rangsorolt listit eredményez (annak egy

részlete lathatd a 2. dbran)

Target Column: Mucleosil C18

Target Column Parameters

KPB aCHZ2  aTo aCP abPve  aBPZ7
4.3 144 168 0.7 218 0.13

RanP (CDF) Column Mame
0.142) Selectosil C18

0.667) Puraspher RP18
0.786) Spherisorb ODSB
0.805) Grom-Sil 1000DS-2FE
0.895) Supelcosil LC18

0.912) EU Celumn

0.993) Betabasic C13

1.0581) TSKGelODS-30TM
1.057) Grom-53il OD3-0 AB

0. { 1.098) Superspher RP 15e
1 { 414407 Parhay SR.M18
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2. abra A kolonnavalaszté modul &ltal szolgdltatott rangsorolt eredménylista els6 néhdny sora. Minél kisebb a CDF

értéke, anndl nagyobb a hasonldsdg a két kolonna kozott.

A program lehetoséget nyudjt arra is, hogy két kolonna paramétereit sajit magunk is

o0sszehasonlithassuk.

? http://www.acdlabs.com/download/




Forditott fazisi kolonnak jellemz6 paramétereinek meghatarozasa

A tovabbiakban azokat az eljardsokat adjuk meg, amelyek segitségével sajat magunk is
meghatarozhatjuk az egyes kolonndk jellemzdit. Az egyes paraméterek jelentése a kovetkezdkben

olvashato.

Retenciods faktor pentil-benzol esetén, kPB

A feliilet nagysagédnak és a feliilet boritottsdgdnak a mértéke (ligandumsiiriség).

Kromatografias koriilmények: MeOH-H,O (8:2, v/v), 1.0mL/min, 40°C, 5uL térfogati metanolos
pentil-benzol oldatot injektalunk (0.6pug/mL). Az injektdlt mennyiségek és az dramlési sebességek
4.6 mm belsé atmérdjii kollondkra vonatkoznak. A holtidot a tiszta metanol injektdldsakor az

alapvonalon jelentkez6 legelsé zavarjelhez rendeljiik hozza.

Hidrofobicitas vagy hidrofob szelektivitas, aCH2

A pentil-benzol és a butil-benzol retencids faktorainak hdnyadosa, azaz
aCH?2 = kPB/kBB
az allofazis feliiletboritottsigdnak a mértéke, mivel az alkil-benzolok — amelyek csak egy CH2

csoportban kiilonboznek — kozotti szelektivitds a ligandumsiirtiségtol fiigg.

Kromatografias koriilmények: ugyanazok, mint a kPB meghatdrozasanadl, kivéve azt, hogy a pentil-

benzolt (0.6pg/mL) és a butil-benzolt (0.3ug/mL) kiilon-kiilon injektéljuk.

Alakszelektivitas, aT/0

A trifenilén és az o-terfenil retencids faktordnak hdnyadosa, azaz
aT/0 = kT/kO
az alakszelektivitdis mértéke, ami a ligandum térkitoltésétdl ¢&s a szililez6 reagens

alakjatol/funcionalitasétdl fiigg.



Kromatografids koriilmények: ugyanazok, mint az aCH2 meghatdrozasandl, kivéve hogy az o-

terfenil és trifenilén oldataibdl 5—5uL-t injektalunk, mindkettdbdl 0.05mg/mL koncentraciéban.

Hidrogénkoto kapacitas, aC/P

A koffein és a fenol retencids faktorainak a hdnyadosa, azaz
aC/P = kC/kP

a hozzéférhetd szilanolcsoportok szdmanak és a véglezards fokanak a mértéke.

Kromatogréfids koriilmények: MeOH-H,O (3:7, v/v), 1.0ml/min, 40°C, kiilon-kiilon injektalunk SuL
fenol- (1mg/mL) and koffein-oldatot (0.5mg/mL).

Teljes ioncserélé kapacitas, aB/P pH 7.6

A benzilamin és a fenol retencids faktorainak hanyadosa pH=7,6 értéken, azaz
aB/P pH 7.6 = kB/kP

a szilanol csoportok éltal okozott teljes ioncseréld aktivitds mértéke.

Kromatogrifids koriilmények: 20mM KH,PO4, a pH-t 7.6-re allitjuk, MeOH-H,O (3:7, v/v),
1.0mL/min, 40°C, kiilon-kiilon injektadlunk Sul-t a fenol és a benzilamin-hidroklorid 0.5mg/mL-es
oldatabdl.

Savas ioncserélé kapacitas, aB/P pH 2.7

A benzilamin és a fenol retencids faktorainak hanyadosa pH=2.7 értéken, azaz
aB/P pH 2.7 = kB/kP

a szilanol csoportok savas koriilmények kozotti ioncseréld aktivitdsdnak mértéke.

Kromatogréfids koriilmények: ugyanazok, mint a teljes ioncseréld kapacitas mérésénél, kivéve, hogy

a KH,PO, puffer pH-jat 2,7-re allitjuk.



Szamitasi modszerek

A kromatografias kolonnavdlaszt6 program a fenti hat paramétert hasznalja és 135 kromatografids
kolonna adatait tartalmazza. Az Osszes kolonndra ismertek a kozépértékek (u) és a sztenderd
deviaci6 (SD) értékei. Minden egyes kolonnara minden paraméter esetén kiszamitottdk a normalizalt
értékeket (xn;-tdl xng-ig, xny = (Xx - Mx)/SD, ahol xx a paraméter nyers értéke. A
kolonnakiilonb6zdségi tényezdt (column difference factor, CDF) a tobbdimenzids euklideszi
geometria szabdlyai szerint szamitjuk a kivalasztott kolonna és a tobbi kolonna kozott. Minél kisebb

a CDF értéke, anndl hasonlébb egymashoz a két kolonna.
CDF = SQRT[(xntl—xnl)2 +(xnt2—xn2)2 +(xnt3—xn3)2 +(xnt4—xn4)2 +(xnt5—xn5)2 +(xnt6—xn6)z]
ahol xny —xn a kivélasztott kolonnank esetében a hat kromatografids paraméter normalizalt értékei,

SQRT pedig a négyzetgyokvonast jelenti.

Elvégzend6é mérések

Az éltalunk kivalasztott kolonndval a kovetkezd méréseket kell elvégezni:

A tabldzatban megadott 7 standardb6l késziteni kell 8 ismert koncentricidji injektdlhatéd
torzsoldatot, késziteni kell 4 megadott Osszetételll eluenst (metanol, viz, KH,PO,4, pH dllitdsdhoz
KOH és H3;PO,), és el kell végezni Osszesen 11 futtatdst, meghatdrozni a retencids iddket, majd
kiszamitani a standardokra vonatkoz6 retencids faktorokat, azok felhaszndldsdval pedig a

programbeli 6sszehasonlitdshoz hasznalt hat paramétert.

injektalt | standard | minta eluens araml. | hoémér- mérendé kapacitas
standard | koncent- | térf. seb. séklet paraméter vagy
neve racioja/ (W) (ml/per 0O szelek-
oldészer c) tivitas
szamitasa
metanol 100%/ 5,0 MeOH-H,0 (8:2, v/v) 1,00 40 holtidd to
metanol
pentil- 0.6ug/ml 5,0 MeOH-H,0 (8:2, v/v) 1,00 40 retencios 1d6 kPB
benzol metanol
butil- 0.3ug/ml 5,0 MeOH-H,O0 (8:2, v/v) 1,00 40 retencios 1d6 aCH2
benzol metanol




trifenilén | 0.05 mg/ml | 5,0 MeOH-H,0 (8:2, v/v) 1,00 40 retencids ido aT/O
o-terfenilén | 0.05 mg/ml | 5,0 MeOH-H,0 (8:2, v/v) 1,00 40 retencids ido aT/O
koffein 0.5 mg/ml 5,0 MeOH-H,O0 (3:7, v/v) 1,00 40 retencios 1d6 aC/P
fenol 1.0 mg/ml 5,0 MeOH-H,O0 (3:7, v/v) 1,00 40 retencids ido aC/P
fenol 0.5 mg/ml 5,0 20mM KH,PO,, pH 7.6, 1,00 40 retencios 1d6 aB/PpH 7.6
MeOH-H,O (3:7, v/v
benzil-amin | 0.5 mg/ml 5,0 20mM KH,PO,, pH 7.6, 1,00 40 retencios ido aB/PpH 7.6
MeOH-H,O0 (3:7, v/v
fenol 0.5 mg/ml 5,0 20mM KH,PO,, pH 2.7, 1,00 40 retencios 1d6 aB/P pH 2.7
MeOH-H,O (3:7, v/v
benzil-amin | 0.5 mg/ml 5,0 20mM KH,PO,, pH 2.7, 1,00 40 retencios 1ido aB/P pH 2.7

MeOH-H,O (3:7, v/v
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