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Inleiding

• Waarom?
– Officiële compendia (Ph. Eur., USP) geven slechts zeer algemene

informatie over de te gebruiken stationaire fase
– > 600 merken RP LC C18 kolommen op de markt
– Kolomleveranciers geven slechts beperkte informatie over hun

stationaire fase

• Gevolg:
– Ongeschikte stationaire fase → onvoldoende selectiviteit
=> Verspilling van tijd & geld

• Probleem: 
De selectie van een stationaire fase met de juiste selectiviteit in RP-
LC analyses is niet eenvoudig
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• Verschillende chromatografische testen zijn
beschikbaar in literatuur:
– efficiëntie
– hydrofobiciteit
– silanolactiviteit
– ion-uitwisselingscapaciteit
– sterische selectiviteit
– metaalonzuiverheden

• Geen enkele methode is echter algemeen aanvaard
– herhaalbaarheid / reproduceerbaarheid niet aangetoond
– relatie met selectiviteit in reële scheidingen ontbreekt

Doel van deze studie : Ontwikkeling van een algemene
chromatografische procedure voor de karakterisering & 

klassificatie van RP-LC C18 kolommen

Hoe een kolom karakteriseren?
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Overzicht

selectie van chromatografische testprocedures uit literatuur

24 parameters

bepaald op 69 RP-LC kolommen

matrix (69 x 24)

Principal Component Analysis (PCA)

herhaalbaarheid / reproduceerbaarheid getest in 3 labo’s 

36 parameters

8 testmethoden geselecteerd
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Variable 2

Variable 1

Variable 3 PC1

PC2

• Datamatrix (69 kolommen
x 24 parameters)

- Visualisatie
- Datareductie

- Scoresplot
- Loadingsplot

PCA



PCA scores plot
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efficiëntie

hydrofobiciteit

silanol
activiteit

metaal onz.

sterische
selectiviteit

andere

metaal + silanol

k’amylbenzeen

rk’benzylamine/fenolk’2,2’-dipyridyl

rk’trifenyleen/o-terfenyl

3 eenvoudige, snelle, herhaalbare en 
reproduceerbare tests



uracil
amylbenzeen

o-terfenyl
trifenyleen

2,2’-dipyridyl

benzylamine
fenol

staal

hydrofobiciteit
sterische selectiviteit

k'amylbenzeen
rk'trifenyleen/o-terfenyl

MeOH – water
(317:100 m/m)

silanolactiviteit
metaalonzuiverhedenk'2,2'-dipyridyl

MeOH – water – 0.2 M 
fosfaatbuffer pH 6.5
(34:90:10 m/m)

silanolactiviteitrk' benzylamine/fenol

MeOH – water – 0.2 M 
fosfaatbuffer pH 2.7
(34:90:10 m/m)

kolomeigenschapparametermobiele fase

40 °C, 1 ml/min, 20 µl, 254 nm

Test procedure
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gelijkaardige scheidingen?
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• Geven kolommen met gelijkaardige parameters ook
gelijkaardige scheidingen?

Correlatie met reële scheidingen

• Scheiding van tien geneesmiddelen van hun 
respectievelijke verwante verbindingen:

– Acetylsalicylzuur (aspirine)
– Nimesulide
– Fenoxymethylpenicilline (pen V)
– Buflomedil hydrochloride
– Clindamycine hydrochloride
– Chloramfenicol natrium succinaat
– Dihydrostreptomycine sulfaat
– Vancomycine
– Erythromycine
– Fluoxetine



• Scheiding werd uitgevoerd volgens monografie uit Ph. Eur. 

– Mobiele fase : acetonitril / water / fosforzuur (400:600:2, v/v)

– Voorgeschreven kolom :
Octadecylsilyl silicagel for chromatography
5 µm, 250 mm x 4.6 mm ID

– Toegelaten aanpassingen: 
kolomlengte met ± 70 % 75 – 425 mm
interne diameter met ± 25 % 3.45 – 5.75 mm
reductie partikelgrootte met 50 % 2.5 – 5 µm

– Scheiding uitgevoerd op 56 kolommen

Acetylsalicylzuur (aspirine)



• Kwaliteit van de scheiding werd geëvalueerd met CRF

Acetylsalicylzuur (aspirine)

fi

gi

CRF = π
n -1

i =1

fi 
gi 

Meting van de ‘overall selectivity’ :

met n het aantal pieken

0 ≤ CRF ≤ 1
alle pieken basislijn gescheiden

co-elutie van 2 of meer pieken



Acetylsalicylzuur (aspirine)

Kolom: Tracerexcel 5 (No 51) 
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CRF = 1.00

PCA scores plot

CRF = 0.00

150 mm

Hoe een kolomnummer vinden?

Slechts 73 % van 
de informatie

wordt uitgelegd
door PC1 – PC2



Meer praktisch klassificatiesysteem

• Selectie van een referentiekolom
• Andere kolommen worden geklasseerd op basis van 

gelijkenis van hun 4 kolomparameters met deze van de 
referentiekolom

F -waarde

F = (k’ amylbenzeen, ref - k’ amylbenzeen,i)2 + 
(rk’ benzylamine/fenol pH 2.7, ref - rk’ benzylamine/fenol pH 2.7,i)2 + 
(k’2,2’-dipyridyl, ref - k’2,2’-dipyridyl,i)2 + 
(rk’ trifenyleen/o-terfenyl, ref - rk’ trifenylene/o-terfenyl,i)2

autoscaling: 
xij – xj

sj
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kolom i op de referentiekolom gelijkt



Meer praktisch klassificatiesysteem

• Selectie van een referentiekolom
• Andere kolommen worden geklasseerd op basis van 

gelijkenis van hun 4 kolomparameters met deze van de 
referentiekolom

F -waarde

F = (k’ amylbenzeen, ref - k’ amylbenzeen,i)2 + 
(rk’ benzylamine/fenol pH 2.7, ref - rk’ benzylamine/fenol pH 2.7,i)2 + 
(k’2,2’-dipyridyl, ref - k’2,2’-dipyridyl,i)2 + 
(rk’ trifenyleen/o-terfenyl, ref - rk’ trifenylene/o-terfenyl,i)2

• Voordelen :
– Elk beschikbare info is benut
– Iedere kolom i → F –waarde → rangschikking → website



Vul 4 parameterwaarden in

Optioneel: kolom 2

Handleiding

Selecteer een
referentiekolom uit lijst

Classify



F           CRFasp..

1.00
1.00
0.74
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

0.84
0.94
1.00



Kolommen met 
CRFasp = 1

(enkel 250 mm kolommen) :

F < 2

2 < F < 6

F > 6

4 op 7

2 op 10

16 op 16



Kolommen met CRF = 1 :

gelijkaardige scheidingen
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2 < F < 6 5/7 13/13 13/13 6/6 13/13 11/13    6/10
F > 6 4/11 7/13 9/13 1/2 7/13 3/13     1/3

* enkel 250 mm kolommen, ** enkel korte kolommen

va
nc

om
yc

ine





Andere scheidingen
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Kolommen met CRF > 0.80:
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Capcell Pak C18 ACR
CRF = 1.0



Andere scheidingen
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Kolommen met CRF > 0.80:

partial coelution of 
peaks 8 and 91
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XTerra RP C18
CRF = 0.8



Andere scheidingen
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Kolommen met CRF > 0.80:

Partiële coelution
van pieken 8 & 91

2
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7 10

XTerra RP C18
CRF = 0.8

F < 2 23/40
2 < F < 6 5/16
F > 6 0/9



YMC Pack pro C18 RS

Andere scheidingen
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F < 2 23/40 37/41
2 < F < 6 5/16 7/14
F > 6 0/9 5/10

Kolommen met CRF > 0.80:

partial
coelution of 

peaks 1 and 2

partial
coelution of 

peaks 3 and 4 5



Evolutie F-waarde

F = (k’ amylbenzeen, ref - k’ amylbenzeen, i)2 + 
(rk’ benzylamine/fenol pH 2.7, ref - rk’ benzylamine/fenol pH 2.7 ,i )2 + 
(k’2,2’-dipyridyl, ref - k’2,2’-dipyridyl, i)2 + 
(rk’ trifenyleen/o-terfenyl, ref - rk’ trifenyleen/o-terfenyl, i)2



F-waarden

intra-batch deviatie elk < 0.6

inter-batch deviatie elk < 1.8, 80 % < 0.7 

na bewaring (± 18 maand)      elk < 0.6

na analyses (4 scheidingen)  elk < 3.4, 98 % < 1.0

F = (k’ amylbenzeen, ref - k’ amylbenzeen, i)2 + 
(rk’ benzylamine/fenol pH 2.7, ref - rk’ benzylamine/fenol pH 2.7 ,i )2 + 
(k’2,2’-dipyridyl, ref - k’2,2’-dipyridyl, i)2 + 
(rk’ trifenyleen/o-terfenyl, ref - rk’ trifenyleen/o-terfenyl, i)2

Evolutie F-waarde
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Blik op de toekomst

• testen op andere reële scheidingen
• incorporeren van speciale C18 en andere (bv. C8) 

kolommen
• voorstel aan farmacopees om de 4 kolomparameters in 

hun monografieën op te nemen
• voorstel aan kolomfabrikanten om de 4 

kolomparameters in hun catalogi op te nemen



• Alle kolomfabrikanten die kolommen ter beschikking hebben gesteld
• E. Lilly  en de Ph. Eur. voor de donatie van referentiestoffen
• KULeuven (P. Dehouck, D. Visky, Zs. Kovács, A. Kerner, T. Nemeth, E. 

Farkas, F. Asselman, S. Huang, G. Van den Bergh, E. Roets, E. Adams, 
J. Hoogmartens)

• V.U.B (Y. Vander Heyden, T. Ivanyi, D.L. Massart)
• WIV (P. Baten, J. De Beer) 
• Semmelweis University, Hongarije (K. Kóczián, B. Noszál)

Dank aan…



www.pharm.kuleuven.be/pharmchem/columnclassification

Pharmeuropa 14.2 (2002) 288-297
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LC-GC Europe, 16 (2003) 764-771

J. Chromatogr. A, 1025 (2004) 189-200
LC-GC Europe, 17 (2004) 592-598
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Talanta, (2006) in press
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