Alternative Phasen zu C18 und
Inre Anwendungen
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Warum brauchen wir Alternativen zu C18?

mAU 3 Toluol
2- N,N-Diethyl-m- Eclipse Plus
j  Pheno U g yiparabn PhenylHexyl
10 ' Me thylparabéfnthylparaben Propylparaben Heptylparaben y y
°] S B ‘/\ L A\ — A /Lv L
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 min
mAU.:
20 Eclipse Plus C18
0- ‘ ‘ ‘\ 1\ ‘ ‘ ‘ ‘ A‘ /| ‘ ‘ ‘ ‘ M ‘ ‘ ‘ ‘
0.5 1.5 2 3 3.5 min
mAU.:
. Bonus RP
10-
* BN
0 4
0.5 :‘I. 1‘.5 ‘2 2‘.5 ‘3 3‘.5 min

Flussrrate: 0.5ml/min; Gradient::25 to 80%ACN in 3min, at 4min 90%ACN,at 4.5min 25%ACN, bei 6min25%ACN
Run time: 6min; Injektionsvol.: 3pl mit needle wash (Wasser/Methanol=50/50) fur 6 s; T: 30°C (storage/run)
DAD: 254nm bw 10, ref. 360/100nm, 4nm slit, peak width 0.01min
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Methodenentwicklung
Einfluss der Selektivitat, Trenneffizienz und Retention

.00 1 Selektivitat beinflusst die Auflosung am
starksten
6.00 1 « Stationare und mobile Phase =
* Temperatur /
501 . N stark beeinflussbar durch a =

c
-8 4.00 == |ncrease N
% =& |ncrease Alpha
é 3.00 —#= Increase k'

2.00

1.00 ~
R,=N"/4e (a-1)/aek'/(k'+1)
0.00 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Boden: 5000 10000 15000 20000 25000
Alpha: 1.10 1.35 1.60 1.85 2.1
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Welche Substanzklassen sind ,,betroffen®?
Sauren, Basen, polare Moleklle, aromatische/konjugierte Systeme

OH
@ 4-Acetamidophenol 0. .OH
pKa 9.71 0. .o Acetylsalicylsaure
\]’; pKa = 3.5
CHs
HO CHs
Adenosintriphosphat (A'LHP) ‘ _
P
O N = ‘
HO—P—0—P—0—P—0 € | j " "
OH OH OH N M Diethylstilbestrol (DES)
Dexamethasone
cis-Permethrin Chlormequat

OH OH
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http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Datei:Adenosintriphosphat_protoniert.svg&filetimestamp=20080419200523

Einfluss des pH-Wertes auf verschiedene

Substanzklassen
unpolar polar jonisierbar
Naphthalin Benzylalkohol Benzoesaure
Acenaphthen Nitrobenzol Benzanilid
pH 3 U\
01 2345678 910 o1 2 3 4 556 7 8 01 2 3 4 56 7 8
pH 7
01 2345678 910 012 3 4 56 7 8 01 2 3 456 7 8
Time (min) Time (min) Time (min)

Agilent Technologies



pH, pKa und schwache Basen

RBNH+ ﬁ R3N + H*

Diphenhydramin

%) CH, %) CH,

\CHOCH CHN (Rg— \CHOCH CH N +
/ 2 2 \ ~_ / 2 2 \ + H
C Z CH,

[RaN][H"]
Ka=

[RsNH*]
Ka=1x107°
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pH-Einfluss auf die Peakform

Peaktailings oder Retentionszeitinstabilitaten kbnnen auftreten, wenn zu
nahe am pka der zu untersuchenden Substanz gearbeitet wird => vermeiden

pH 4.4 pH 3.0
nahe am N 1 pH Einheit
pKa-Wert vom pka-Wert

entfernt “

Time (min) Time (min)

Saule: ZORBAX SB-C8 4.6 x 150 mm, 5 pm; Mobile Phase: 40% 5 mM KH,PO,: 60% ACN
Flussrate: 1.0 mL/min. Temperatur: RT

Agilent Technologies

CH;CHCOOH
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CH,CH(CHy),
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ZORBAX CN Phasen und StableBond Aq,
ZORBAX Bonus RP, Polaris Amid und Polaris
Ether flr polare Substanzklassen

—oE{iﬁN StableBond CN

Eclipse XDB CN

StableBond Aq

(Bonus RP und Polaris auch fur starke Basen)

Agilent Technologies



Trennung von Saure/Base Proben
auf StableBond Phasen

Probe: 1. Barbital 2. Sulfamethoxazol 3. Koffein

StableBond StableBond StableBond StableBond
SB-C18 SB-C8 SB-Phenyl SB-CN

2

T UVL U |G I nine

10 O 5 10 15 0 5 10 15 20 O 5 10
Time (min) Time (min) Time (min) Time (min)
Saulen: 4.6 x 75 mm, 3.5 um Mobile Phase: 80% 25 mM NaH,PO,, pH 3.0 : 20% MeOH Flussrate: 1.0 mL/min
Temperatur: 35°C Detektion: UV 254 nm

Agilent Technologies



LC/MSD Analytik von Chlormequat

i3b* Signal cwarlay /
"MEDT Wz BIC=121.1 W7 [01-02-0 CE TR ) APVES. Fra, SN Fiig 100 I
WEOL 2 BC=120T 2 F 010200 CETEHLMOET £ APHES. Pos, SING Frag 1

raoo o C I /\/ \

Saule: ZORBAX SB-CN ,150*2.1mm

] Eluent: A 10mMol NH,Ac (50%),B ACN (50%)
isokratisch

- Fluss: 0.4 ml/min

InjVol: 5 ul

=] API-Modus: Electrospray positiv

Fragmentor: 100V

) SIM-lonen: m/z 122 und 124 (Qualifier)

Die polare stationare Phase ermdglicht die
Analyse hoch polarer Substanzen ohne
lonenpaarreagenz.

Overlay: Blindprobe und 1 ppb Chlormequat

Page 10
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Optimale Selektivitat fur ultra-schnelle Trennungen
RRHT SB-Phenyl: schnellste Selektivitat!

mAU 7
450 1

| / ‘\ | doppelte Zeit
SB-C18 1.8um 1 | | |
350i A | L /
Co-Elution
.| SB-C81.8um
N~

) Elutionsordnung: Peaks 3,4 & 5
Probe:

1. Tolmetin

2. Naproxen

3. Diflunisal

4. Ibuprofen

Tailing ) 5. Diclofenac
sek. Wechselwirkungen fir SB-Phenyl

Optimal!
SB-Phenyl 1.8um

N —

150

100

50

SB-CN 1.8um

0 1 2 3 4 5 ~ min

Saule: RRHT 4.6 x 50mm, 1.8um Mobile Phase: Acetonitril (40%):Puffer 60% pH=2.4 25mM NaH,PO,
Flussrate: 1.85 mL/min Detektion: DAD, 254 nm LC: Agilent 1200 RR LC Injektionsvol. 1 uL

Agilent Technologies



Eclipse XDB CN: Steroid Mix

Reversed und Normal Phase Bedingungen

Reversed Phase

Normal Phase

Agilent Technologies

Probe (0.1 mg/ml)

1 Deoxycorticosterone

2 Hydrocortisone Acetate
3 Corticosterone

4 Hydrocortisone

5 Cortisone

Reversed Phase

Mobile Phase: Wasser/Acetonitril

60/40

Normal Phase

Mobile Phase: Hexan/Methanol/CH,CI,
75/20/5

Saule: 4.6 mm x 150 mm, 5 um

Flusssrate: 0.6 ml/min

Temperatur: RT (23°C)

Injektion: 2 ul

Detektor: DAD, 254 nm

Page 12



ZORBAX: Bonus RP

ultra-reines Kieselgel Zorbax RxSil
‘monofunktionelle Silane
seingebettete polare Amidgruppe
sterisch anspruchsvolle Seitenketten
«dreifaches EndCapping

Vorteile:

Analyse hochpolarer Substanzen auch
mit 100% Wasser als Eluent
,rechtwinklige® Selektivitat

pH-Bereich: 2 -9
Temperaturbereich: bis 60°C
Partikelgrof3en: 1.8, 3.6, 5, 7 pum

Page 13
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“Rechtwinklige” Selektivitat der Bonus RP

Cephalosporine Pestizide
MAU lﬂ mAU L
1 Bonus-RP i Bonus-RP
801 3 .
A |
- - 7
0 L] T T T A T O A -
mAU3 1 mAU
1201 1
80. Al ky|-C8 3 800 Al ky|-C8
: ) 4 4001
40. . y
0 0 T T T — 1
0 2 4 6 ; i : X : : mn
Saulen:4.6 x 150 mm, mobile Phase: 25 mM NaCitrat, pH Saulen: 4.6 x 150 mm, mobile Phase: MeOH:0.1% TFA
6 MeOH, 75/25, Flussrate: 1 mL / min., Detektion: 254 nm (70:30) Flussrate: 1 mL/min., Temperatur: RT, Inj.: 2 pL,
Injektionvol: 3 pLProbe: Cephalosporine (1 Cephalexin, 3 Detektion: 254 nm, Probe: Triazinpestizide (1. Prometry, 2.
Cephuroxim, 2 Cephaclor, 4 Cephoxitin Tebuthion, 3. Atrazin, 4. Propazin, 5. Diuron, 6. Propanill, 7.

Dacthal

Page 14
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Polaris Amid und Polaris Ether

Polaris C18/C8-A und Ether Phasen
~delokalisieren die Elektronendichte und
minimieren damit sekundéare

. Wechselwirkungen mit nicht abgesattigten,
Q freien restlichen Silanolgruppen

Optimierung der Peaksymmetrie

PartikelgrofRen: 5 und 3um

Agilent Technologies



Polaris Phasen optimieren Peakform und
Retardierung

Optimierung der Peakform N CaHy

HsCs OC,Hs
\ Vardenafil
MCount ! o o If'.l RIC 3 sp-grp2-c1Bo-acn-3.xms 1200 CENTROID RAV
U"[ DOOCE 221.2 £83 £88.3 lll I|| :é
0.5 [ . -
02 I Polaris C18 Ether 30 X 2.0
MCounts] RIC 2 sp-grp2-c18a-3uacnd.xms 1200 CENTROID RAW
g (+) ESI ProdScan 489.3 > 150.7 - 151.3
@ - _ 3
px Polaris C18A50 X 2.0 -
e 3
MCounts3 RIC 2 sp-grp2-c18-acn-3.xms 1200 CENTROID RAW
7.5 (+) ESI ProdScan 489.3 > 150.7 - 151.3 E
5.04 . E
(2N Pursuit C18 50 X 2.0 :
0. ] —_———

20 25 3.0 .
minutes

Verstarkung der Retention

Agilent Technologies



Methodenentwicklung mit polaren Phasen
unterschiedlicher Selektivitat

ZORBAX Bonus RP StableBond-Aq
Polaris Amid und Ether
- Alkylphase mit polarer « Polare Umkehrphase mit

sterisch anspruchsvollen

Amldgruppe und intensivstem Seitenketten

Endcapping
=>fur die Analyse polarer =>flr die Analyse polarer
Verbindungen Verbindungen
=> fiir bis zu 100% Wasseranteil => fur bis zu 100% Wasseranteil

fur den sauren pH-Bereich und

fur den mittleren pH-Bereich hohe Temperaturen

Page 17
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Methodenentwicklung mit polaren Phasen
unterschiedlicher Selektivitat

Bonus-RP mAU StableBond-Ag

15
10
5
0 JL
R R e B RS S R T
0 1 2 3 4 5 6 7 min O 1 2 3 4 5 min
- . C Saulendimension: 4.6*150 mm (5um)
e 7 2y(ae0H: ACK
50:50), 45:55 Probe: organische Sauren
Probe: Appetitziigler: “Fen-phen”, 1. Milchsaure
sek. Amine 2. Essigsaure
1. Phentermin pK,10.1 3. Zitronensaure
2. Fenfluramin pK, 9.1 4. Fumarsaure

5. Bernsteinsaure

Page 18
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Wasserlosliche Vitamine ohne lonenpaarreagenzien
ZORBAX SB-AqQ

mAU

160 -

120 -

80 -

40 A

1. Thiamin

2. Nicotinsaure
3. Pyridoxin

4. Niacinamid

Bedingungen:
Saule:

Mobile Phase:
Flussrate:
Temperatur:
Detektor:

ZORBAX SB-Aqg, 4.6 x 150 mm (5um)
5% MeOH / 95% TFA (0.1%)

2.0 mL / min

35°C

UV (254 nm)

Agilent Technologies
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Trennung von hydrophilen Purinen / Pyrimidinen

MAU 1
3
25 |
2
20
1. Cytosin
15 | 2. Fluorocytosin
5 3. Uracil
10 | 4. Guanin
4 5. Thymin
6. Adenin
5 !
0| A
'I'I-HTI-I'HTI'I'HTI'I'HTI'I'HTI'I-HTI-I'HTI-I'HTI'I'H
0 5 10 15 20 min

Saule: ZORBAX SB-A(q, 4.6 x 150 mm (5um)
Mobile Phase: 50 mM NaOAc, pH4.6
Flussrate: 2.0 mL / min

Temperatur: 35°C

Detektor: UV (254 nm)

Agilent Technologies



Trennung von Uracil und Harnstoff via HILIC auf
ZORBAX RxSIL

ZORBAX Rx-SIL 5

mAY 1 1. Uracil HPLC System: HP1090
160 2 Harnstoff Saule: ZORBAX Rx-SIL, 4.6 x 150 mm
140 1 Bestellnr.: 883975-901
120 1 Mobile Phase: isokratisch - 90/10
100 1 . ACN: K,HPO,, 20 mM pH 7.2
80 1

60 1 Detektion: UV 210 nm

40 Flussrate: 1 mL/ min.

20 1 T r r: RT

: X f\__/j | L emperatu

—
0 ] 2 3 4 5 min

Achtung: Rx-SIL Saulen werden momentan noch in NormalPhasen-Solvent (Hexan) versandtt. Sie missen
deshalb auf HILIC-Bedingungen umgespuilt werden — Spulprozedur verflugbar

Page 21
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HILIC - Hydrophilic Interaction Chromatography

Substanzklasse:

Hochpolare Molektle, die in RP nicht retardieren

Stationare Phase:

Kieselgel Rx Sil, Amino, Diol, Cyano und Spezialphasen (zwitterionisch)
Mobile Phase:

>50-60 Acetonitril gemischt mit wassrig/polarem Anteil Ameisensaure,
Formiat, Acetat, kein Phosphatpuffer! (Niederschiag bei 100% ACN)

Gradient:
100% ACN nach 50%ACN

Wasser ist das starkere Solvent
Detektion:

UV und MS-ESI
der hohe organische Anteil sorgt flr gute Sensitivitat im MS

‘7%~ Agilent Technologies



Typische Analyte fur HILIC

IHs
Aminosauren [lj
Basen (Pyrimidinbasen in DNA etc.) MG
Nucleoside (Uracil, Cytosin) Dz[lj Irle
Alkaloide N
Kohlenhydrate !
Acrylamide
Cytosin
Amphetamin NH,
| | Melamin
NH3* )\
HoN N NH,

Agilent Technologies



HILIC — Mechanismus auf Kieselgel

ACN ACN
ACN ACN
ACN CH ,CHCH ,
ACN ) ACN ACN | 4
ﬁ ACN > ACN
H,O
HZO 2 @CH 2CHCH 3 HZO HZO HZO HZO
g HO R,0 NHJ; < H,O

2.0

MM

1. Verteilungschromatographie in und aus der
adsorbierten Wasserschicht
2. lonenaustausch mit den Silanolgruppen

Agilent Technologies



Elutionsreihenfolge der Probenkomponenten

NP Alkane HILIC

Olefine unpolar < k’-Wert
Aromate

g D :

S Ether c IS

S Ester, Aldehyde, § 3

— Ketone @ T

z 2 7

n ' > =

E Alkc.)hole, Amine ® Alkohole, Amine _g

5 Amide S  Amide E

m & -
Carbonsauren ® Carbonsauren

polar < k’-Wert polar

RP

Agilent Technologies



Basische Pharmazeutika FOﬁN

via HILIC Trennung auf e

Antidepressant

ZORBAX RxSIl aus MW 329.36
Serum '

Appl.Note 5989-3761EN
b) Ranitidine N 0 NN
r DA WA (

NO,
Paroxetin
RP Bedingungen m/z 330 - 192 HILIC Bedingungen Paroxetin
ZORBAX Eclipse XDB C18, ZORBAX Eclipse RxSil, m/z 330 - 192
2.1*150 mm 2.1*150 mm
100ppb 100ppb
£ 5%ACN — 90%ACN in 10 min § 95%ACN — 50%ACN in
: 2 10 min
Ranitidin
Ranitidin m/z 315-176
m/z 315 - 176
/\\LL
8 10 12

T T T T T
0 2 4 [ 8 10 12 0 2 4 6
Time (min) Time (min)

Agilent Technologies



Vorteile von HILIC

Gute Retention hochpolarer Verbindungen, die im RP Modus nicht
retardiert wirden.

Unterschiedliche Selektivitat zu RP und NP LC
* kein Umsplulen der LC-Systeme erforderlich wie bei NP

Bessere Sensitivitat in LC/MS

» Hoher organischer Anteil fiihrt zu besseren S/N in ESI-MS

Probenvorbereitung oft einfacher: Aufgabe mit hoherem org. Anteil
« SPE, liquid/liquid Extraktion hinterlasst Proben oft in einer Matrix mit hohem
organischem Anteil

« Eindampfen und in Matrices mit hohem wassrigen Anteil wieder Aufnehmen ist
nicht mehr nétig

« Kann Lo6slichkeitsprobleme der Probe minimieren

Agilent Technologies
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HILIC - Was iIst zu beachten?

Kieselgel stellt oft langsam das Gleichgewicht ein

 Intensives Equilibrieren ist Voraussetzung fir reproduzierbare Resultate

» Einsatz von Formiat/Acetat + Salz (Ammonium etc.) zur Erhdhung der
lonenstarke und besserer Kontrolle der Peakform bzw Wechselwirkungen

« Beste Resulte oft im isokratischen Modus erzielbar
« Gradieten in eingeschrankten Bereich: ACN>50% von 100%auf 50% gefahren

Trennungen sind sehr pH sensitiv — pH genaustens
einstellen

« pH-Wert so wahlen, damit maximale Wechselwirkung mit dem Kieselgel
eingegangen werden kann.

« Peak Splitting

« Ursache: konkurierender lonenpaar- Mechanismus einstellbar oft via
lonenstarke = Salz/Puffer-Konzentration

Agilent Technologies



Trennung der “Gruppe 4” Analyten der EPA 1694

HILIC mit ZORBAX HILIC Plus aus Abwasser

Appl.Note 5989-3761EM

HILIC Bedingungen
ZORBAX Eclipse HILIC Plus,
2.1*150 mm, 3.5 um
100ppb

98%ACN — 70%ACN in 12
min

Temperatur: 25C
Flussrate:0.25 ml/min

Pos ESI lonisierung
Sensitivitat: unterer ppb-
Bereich (0.1 ppb)

=10

1E -
LE T
14 -
Py

¥ -
1.6 T
1.E
14 7
1.2 5

1=
LE
LE T
od -
Lz

263 =160
- @b

Cimetidine

P

Albutenal
240 - 166
- 143
Matformin
13-
|I|| =&
e =176 | |
-= 130 |
Ranitidine

| | | | | |
L] - B 7 E B

Coanizve acquisitdon ine [minj

Figwre 1D MR exiracted chrometogram o pharmaosy fodlsin Groop 4.

Agilent Technologies




HILIC — MS Trennung: Analyse von Melamin

HILIC Trennung: ZORBAX Rx-SI|

+MRM (127.0 > 85.0) 50PPT.d
Noise (PeakToPeak) = 3.00; SNR (10.354min) = 16.0

x10
1 1

NH 2 .
5 Melamin 50ppt
SN Y
N

2
| s~
/
H,N NH, 2

1035% 2

HPLC system : Agilent 1200 RRLC
Saule : Agilent ZORBAX Rx-Sil, 2.1 X150 mm, 5um
Injectionsvolumen  : 10 uL
Temp. : 40C
Flussrate : 0.2 mL/min
Mobile Phase :A-5mMAmMmmoniumacetat in Wasser
: B -5mMAmMmmoniumacetat in ACN
Isokratisch : 95%B

Agilent Technologies



ZORBAX Phenylphasen
Pursuit DiPhenyI OO O weitere Selektivitatsoption

Phenylhexyl ja B Eclipse Plus Phenyl |optimiertes Kieselgel

langerer Hexylspacer
addiert Hydrophobizitat zur
gebundenen Phase

Phenylethyl ja B  |[Eclipse XDB Phenyl [Original Typ B Silica
Phenyl-Wechselwirkung

Phenylpropy! nein B [SB Phenyl kein Chem. EndCapping
erhdht Hydrophilie & Silanol;

wechselwirkungen
Phenylethyl . A  [ZORBAX Phenyl Original Phenyl
ja . .
yp A Silica
weitere Selektivitatsoption

‘7%~ Agilent Technologies



Molekularformeln der Steroidhormone

wenig konjugtierte Systeme

Hydrocortisone Corticosterone

Agilent Technologies



Steroide — Phenyl-Phasen und ACN

Columns: 4.6 x 50 mm 1.8 pm
Mobile phase: acetonitrile: Water (30:70)
Flow: 1.5 mL/min

1. Hydrocortisone
2. Prednisone

3,5 3. Betamethasone
AU A . 1T 2
it f SB-LN L 4, Dexamethasone
20 5. Corticosterone
0 I
g 0 g 0 T g J J I T u J v y T y g g g T L J g J 1
0 1 2 3 4 min
12
mAU SB-C8 4
" M M :
0 —Jh S\
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 min
1 2
mAUZ SB-C18 3 4
0 /\
T g J U i T i J J i T i 1 v i I L I L L J L J 1
0 1 2 3 4 min
1
mAU 3  SB-Phenyl ; 3 4
. )\ /\ M 5
0 E L\,ﬂ\ /\ |
u U ' U I U u g U T U Y U L I U U U L E u E u
0 1 2 3 4 min

ACN fordert eher die Trennung nach Hydrophobizitat

Agilent Technologies



Steroide — Phenyl-Phasen und MeOH

mAU = Columns: 4.6 x 50 mm 1.8 pm
ZDUE SB-CN Mobile phase: Methanol: Water (47:53)
E Flow: 1.2 mL/min
0 =
0 2 1. Hydrocortisone
mAU - 2. Prednisone
E 3. Betamethasone
100; m SB-C8 4. Dexamethasone
0 - 5. Corticosterone
T ]
0 7
mAU
0 =
0 2 1
mAU | 2 4
20 5 3
: SB-Phenyl 0
0 AE
E!_'|"'|"'|"‘|""'|"'|"‘|"
0 2 4 6 8 10 12 14 16 min

MeOH fordert eher die Trennung nach Aromatizitat/pi-Elektronen

Agilent Technologies
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Molekularformeln der Steroidhormone: Ostrogene

hoch konjugtierte, aromatische Systeme

‘ HO I CH3

HaC OH

Diethylstilbestrol (DES) Dienestrol

5989-9130EN

Page 35
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Ostrogene: ZORBAX Eclipse Plus C18/PhenylHexyl
Selektivitatsunterschiede

4
1
Eclipse Plus Phenyl-Hexyl
4.6 mm = 100 mm, 5 pm 3 5
N =10,000
| N = 10000
R
l T T T T T T T T T T T T T T
2 4 8 8 10 12 min
| 23 & 5
Eclipse Plus C18 1. Estriol
4.6 mmx 100 mm, 3.5 pm 2. Estradiol
- 3. Ethynylestradiol — 300
N=14300 4. Diethylstilbestrol (DES) N 14
5. Dienestrol ca 30% hdhere Effizienz
" .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 4 B 8 10 12 min

Isokratische Bedinungen:
mobilePhase: 60% MeOH/40% Wasser, Flussrate: 1ml/min, Injektionsvolumen: 3ul, Temperatur: 25C, Detektion: 220nm
5989-9130EN

Agilent Technologies



Strukturen der Azofarbstoffe

NH; NH, OCHs
CH, NH,
! W

Aniline o-toluidine

Methoxyanaline Benzidine
el CH; NH,
0 A
oy (Y
Cl
HC HoN
Chloroaniline 3,3'-Dimethoxybenzidine .
o Dimethylbenzidine Napthalamine

Cl  Dichlorbenzidine

Agilent Technologies



Azofarbstoffe und ihre Zerfallsprodukte auf
unterschiedlichen ZORBAX Phenyl-Phasen

mALl i
350 Eclipse Plus Phenylhexyl 4.6 mm x 100 mm, 5 pm
3003
25|1—E g
200
1503
1004 :
50 /\
IE .
1 1. 1 ] r 1. 1.1 | 1 T T T©T [ T T T T [ T T T 1T | LI B | L N B | T 1 T ] T 1T T T ] T T 1.1
1 2 3 4 8 g min
mALl
350 3 StableBond Phenyl 4.6 mm x 100 mm, 5 pm 3|
300 1 Aniline |
250 3 2 o-toluidine
E 3 Anisidine 67 9
2003 4 Chloroaniline . q
150 3 5 Benzidine || | ‘
3 6 Naphthylamine 4 ‘ HH ‘
1003 7 o-tolidine 1 23 5 A |
503 8 Dimethoxybenzidine ) f'I \ |”| ‘ | ||||| |
] 9 Dichlorobenzidine /| I | I IV I| |I
05 - Jl\k D A U L Y £ D B VN I U N B U
rr 11| 111 1111 11 1| 1 o1 1 trr1r 11 r 1 111 1. 1.1 T [ . 1T T T [ T T T.1
_ 1 2 3 4 5 i 7 8 g min
Bedinungen:

mobilePhase A:10mM Ammoniumacetat, B: MeOH, Gradient: 25%B->90%B in 9 min, Flussrate: 1ml/min,
Injektionsvolumen: 2ul, Temperatur: 25C, Detektion: 220nm

Agilent Technologies



Azofarbstoffe und ihre Zerfallsprodukte auf
unterschiedlichen Poroshell 120 Phasen

" 9 Peaks
—> 41 Poroshell120 Phenyl Hexyl M‘/L m andere Selektivitat

200
109

0 T T T T I T T T T T —

0 1 8 9
DAD1A, Sig=260,80 Ref=aff (C \DOCUMEN INGS\ WILLLONG MY DOCUMENTS DEC14\ DATA AZODYES\ SURVEY30000008 D)

mAl

o Poroshell 120 Bonus RP

306

200
1000 T T T T T T /I\ A} I T T M\ T I LI 1 A} T T T T T T 1 T IK

0 1 2 3 4 5 b 7 8 9 min

Bedinungen:

mobilePhase A:10mM Ammoniumacetat, B: MeOH, Gradient: 25%B->90%B in 9 min, Flussrate: 1ml/min,
Injektionsvolumen: 2ul, Temperatur: 25C, Detektion: 220nm

*Bonus-RP im Sommer/Herbst 2012 auf den Markt kommen

Agilent Technologies




Losungsmitteleffekte: MeOH / ACN
Selektivitat von Phenyl Hexyl Phasen

Alternative selectivity to alkyl bonded phases, recommended for aromatic
Groups, particularly pi active compounds in Methanol. Compatible with highly
aqueous mobile for the separation of polar compounds.
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A: 10 mM Puffer B: organischer Anteil (MeOH or ACN) Gradient: 5% B bei t,, auf

95% B in 2 min, hold 95% B fir 1 min

Flussrate: 2 mL/min Probee: 1 pL von 1 mg/mL Standard in H,O oder H,O/ACN
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Eclipse Plus - Selektivitat abhangig von der

funktionellen Gruppe
nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR)
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Mobile Phase 40 % ACN 60 % 25 mM Sodium Phosphate Buffer pH= 2.4 Flow Rate= 1.5 ml/min 4.6 x 50mm UV
210 nm 2ul Elution order for Eclipse Plus Phenyl Hexyl: (1) Piroxicam, (2) Sulindac,(3) Tolmetin, (4) Naproxen,
5) Ibuprofen, (6) Diclofenac, (7) Celebrex (equal portions of approximately 1 mg/ml solutions
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Eclipse Plus Phenylhexyl —

Selektivitat unabhangig von der Partikelgrésse

nichtsteroidale Antirneumatika (NSAR)

mAU
200
150
100
501

mAU

200
1501
100

50

mAU

200
150
100

507

Mobile Phase 40 % ACN 60 % 25 mM Na Phosphatpuffer pH= 2.4

Probe: (1) Piroxicam , (2) Sulindac,(3) Tolmetin, (4) Naproxen, (5) Ibuprofen, (6) Diclofenac, (7) Celebrex (jel mg/ml)

RRHT Eclipse Plus Phenyl-Hexyl
4.6 x 50 mm, 1.8um
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4.6 Xx 100 mm, 3.5um
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4.6 X 150 mm, 5um
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Flussrate= 1.5 ml/min Detektion: UV 210 nm 2
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