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Analytische Methoden zur Bewertung der Enantiomeren-Reinheit von Medikamenten und anderen
Substanzen sind von zentraler Bedeutung in der pharmazeutischen und chemischen Industrie. Die
chromatographische Isolierung von reinen Enantiomeren im analytischen und praparativen MaBstab
ist heutzutage Routine.

Polysaccharide, wie Cellulose und Amylose, sind nattirlich vorkommende Polymere, welche in ihrer
Struktur vielschichtige chirale Informationen beinhalten. In den friihen Achtzigern begann eine Gruppe
japanischer Wissenschaftlicher damit, diese zu derivatisieren, um ihre chirale Erkennungsféhigkeit zu
verbessern und um sie auf ein Silica-Gel aufbringen (coaten) zu kénnen [1, 2]. Dieser bahnbrechende
Schritt mindete in den Polysaccharid-Derivaten (Abbildung 1), die als bevorzugter und vielféltigster
Selektor fir analytische und praparative Trennungen von Enantiomeren mittels Flissigkeits- und
superkritischer Fluidchromatographie (LC und SFC) eingesetzt werden.
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Abbildung 1: Chirale Selektoren: Amylose-und Cellulose-Derivative.

Gecoatete Polysaccharide

YMC hat erfolgreich eine neue Familie chiraler Produkte fiir die chirale LC/SFC entwickelt: CHIRAL
ART Amylose-C und CHIRAL ART Cellulose-C. Das Silica-Packmaterial ist mit den Polysaccharid-
Derivaten beschichtet (gecoated). Mit diesen beiden verschieden Selektoren wird ein breiter Ap-
plikationsbereich abgedeckt. Sie zeigen hohe Stabilitdt und sind deshalb auch fir die SFC und
Simulated-Moving-Bed (SMB) Trennungen geeignet. Diese Phasen sind von 3 pm bis 20 pm voll
skalierbar und finden im analytischen und praparativen Bereich Anwendung.

Tabelle 1: Eigenschaften der gecoateten chiralen Polysaccharid-Phasen

PartikelgroBe

3, 5,10, 20 pm

Chiraler Selektor

(8,5-dimethylphenylcarbamat)

Amylose tris

Cellulose tris
(8,5-dimethylphenylcarbamat)

USP L51 L40
Typ Gecoated

Trennmodus NP/SFC

Temp.-Bereich 0-40 °C

Drucklimit

300 bar / 30 MPa / 4350 psi
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Da das Silica-Packmaterial mit den Polysaccharid-Derivaten gecoated ist, kdnnen Lésungsmittel
wie THF, Aceton, Ethylacetat, Chloroform, Dichlormethan, DMSO und DMF ggf. den chiralen
Selektor selbst abldsen. Diese Losungsmittel sollten in der mobilen Phase und im Proben-
L&sungsmittel vermieden werden.

Immobilisierte Polysaccharide

Aufgrund der Notwendigkeit von Phasen zur Analyse von polaren Verbindungen und Trennungen
im RP-Modus, wurde eine neue Serie von immobilisierten Polysaccharid-basierten chiralen Phasen
(Chiral Stationary Phases, CSPs) entwickelt.

YMC wendet dazu eine innovative Technologie zur Immobilisierung von Polysaccharid-Derivaten
an, um die immobilisierten Polysaccharid-Phasen CHIRAL ART Amylose-SA, CHIRAL ART
Cellulose-SB und CHIRAL ART Cellulose-SC herzustellen. Diese stellen eine Serie von chiralen
Trennsdulen mit hoher Stereo-Selektivitét dar. Sie sind geeignet fur Trennungen eines breiten
Spektrums an chiralen Substanzen, cis-trans-Isomeren und geometrischen Isomeren. Die ver-
fugbaren PartikelgréBen und Saulendimensionen ermdglichen eine einzigartige Wirtschaftlichkeit
fur analytische und préparative Trennungen.

Tabelle 2: Eigenschaften der immobiliserten Polysaccharid-Chiralphasen

PartikelgroBe 3,5,10,20 pm
Chiraler Amylose tris Cellulose tris Cellulose tris
(8,5-dimethylphenyl- (8,5-dimethylphenyl- (8,5-dichlorophenyl-
Selektor
carbamat) carbamat) carbamat)

Typ Immobilisiert
Trennmodus NP/ RP/ SFC
Temp.-Bereich 0-40 °C
pH-Bereich 2,0-9,0
Drucklimit 300 bar / 30 MPa / 4350 psi
é?vgi?sizzre n-Hexan, n-Heptan, Chloroform, Dichloromethan,

g . tert-Butylmethylether, Ethylacetat, THF, Alkohole, Acetonitril etc.
L&sungsmittel

CHIRAL ART Saulen sind aktuell mit drei verschiedenen Typen der immobilisierten Polysaccharid
CSPs, welche auf hoch stabilen super-wide-pore Silikapartikeln mit 3, 5, 10 und 20 pm Durch-
messer basieren, verfligbar. Fir die jeweiligen chiralen Selektoren werden Ubereinstimmende
Retentions- und Selektivitats-Parameter tber den gesamten PartikelgroBenbereich erzielt.

All diese innovativen Eigenschaften beruhen auf dem proprietdren Immobilisierungs-Prozess,
welcher den Vorteil der erweiterten Losungsmittel-Kompatibilitét, der breiten chiralen Erken-
nungsfahigkeit, der hohen chromatographischen Effizienz und der exzellenten Reproduzierbarkeit
ermdglicht.

Aufgrund ihrer Immobilisierung kénnen diese CSPs mit vielféltigen Lésungsmitteln eingesetzt
werden: Es kdnnen mobile Phasen verschiedener Zusammensetzung genutzt werden, begin-
nend mit Alkohol-Alkan-Mischung bis zu mobilen Phasen welche tert-Butylmethylether (MTBE),
Tetrahydrofuran (THF), chlorierte L6sungsmittel, Ethylacetat und weitere L6sungsmittel enthalten.
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Jede Methodenentwicklung beginnt mit der Festlegung der initialen Bedingungen wie der Saule
selbst und der mobilen Phase. Das ist besonders bei chiralen Trennungen herausfordernd, da
theoretische Vorhersagen in Bezug auf den geeigneten chiralen Selektor fiir das Zielmolekl nicht
getroffen werden kénnen. Der erste Schritt beim Methoden-Screening ist es also, verschiedene
CHIRAL ART Saulen zu testen und anschlieBend die weitere Methodenentwicklung mit der Saule
durchzuflhren, die die besten Ergebnisse zeigte. Im Folgenden werden Beispiele flr das NP-,
RP- und SFC-Methoden-Screening aufgezeigt.

Gecoatete und auch immobilisierte CHIRAL ART Saulen kénnen fir das Normalphasen-Scree-
ning eingesetzt werden. Jedoch kdnnen, obwohl die First-Choice Eluenten mit gecoateten und
immobilisierten Eluenten verwendet werden kdnnen, die Second-Choice Eluenten nur mit den
immobilisierten Sdulen angewendet werden.

First-Choice Eluenten

First-Choice Eluenten sind Mischungen aus Alkanen wie z. B. n-Hexan mit 2-Propanol oder Ethanol.
Basierend auf vorrangegangenen experimentellen Daten, kénnen die Zusammensetzungen aus
Tabelle 3 als Ausgangspunkt genommen werden und entsprechend der zu trennenden Verbindung
angepasst werden. Das Retentionsverhalten der Verbindung wird die Zusammensetzung der mobi-
len Phase bestimmen. Mit diesen so genannten First-Choice Daten kann man entscheiden, was die
besten Lésungsmittel oder Losungsmittelzusammensetzungen sind um die Tests durchzufihren.

Second-Choice Eluenten

Wenn mit dem First-Choice Screening der mobilen Phase kein zufriedenstellendes Ergebnis erreicht
wird, kénnen weitere Losungsmittel, wie THF, Dichlormethan oder MTBE, einbezogen werden
(Tabelle 3).

Tabelle 3: Mobile Phasen fiir das initiale Screening

Eluent A/B n-Hexan/ n-Hexan/ n-Hexan/ n-Hexan/ n-Hexan/
2-Propanol Ethanol THF CH,Cl, MTBE

Gradient B 10-50% 10-50% 10-50% 30-50% 30-50%

S;;‘d'e”te”' 0-20 min 0-20 min 0-20 min 0-20 min 0-20 min

* Nur anwendbar bei immobilisierten Phasen
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Wenn Dichlormethan fiir die immobilisierten Saulen verwendet wird, ist flr schwach retardierende
Substanzen eine Mischung aus Dichlormethan und Alkan geeignet. Fir Proben mit stérkerer Inter-
aktion mit der stationaren Phase, ist aber wiederum der Zusatz eines Alkohols zum Dichlormethan
notwendig. EtOH hat sich aufgrund seiner universalen Mischbarkeit als Option bewahrt, aber
auch Methanol ist aufgrund seiner geringeren Viskositdt und starkeren Elutionskraft einsetzbar.
Alkane sollten nicht mit Dichlormethan, welches MeOH enthalt, kombiniert werden, um mdgliche
Inkompatibilitdten aufgrund fehlender Mischbarkeit zu vermeiden.

Additive

FUr basische und saure Analyten ist es oft notwendig ein Additiv zur mobilen Phase zuzugeben,
um starke achirale Wechselwirkungen zu minimierend oder zu verhindern. Diese Art der Interak-
tion dient nicht der enantioselektiven Erkennung, kdnnte aber eine breite Peakform, Peaktailing
und eine UbermaBige Retention verursachen. Aus diesem Grund kénnen basische Substanzen
basische Additive (wie Diethylamine (DEA), Butylamin, Ethanolamin oder Ethylendiamin) und
saure Substanzen den Zusatz von sauren Additiven (z.B. Trifluoressigsaue (TFA), Essigsaure oder
Ameisensaue (FA)) erfordern. Der typische Anteil betragt 0,1%.

TFA kann fur einige gecoatete Amylose-Phasen bezlglich der Retentionszeit-Stabilitdt und Sau-
lenlebensdauer herausfordernd sein. CHIRAL ART Amylose-C zeigt hingegen eine verbesserte
Stabilitdt wenn mobile Phasen mit TFA eingesetzt werden. Das Retentionsverhalten und die Sdu-
leneffizienz bleiben vollstandig unbeeinflusst (Abbildung 2). Deshalb gibt es keine Limitierung bei
der Verwendung als Additiv fir gecoatete CHIRAL ART Phasen.

Stabilitatsuntersuchung mit Warfarin
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Séule: CHIRAL ART Amylose-C (5 um) 50 x 3.0 mm ID CV (Saulenvolumen)
Eluent: n-Hexan / Ethanol / TFA (70/30/0,1)

Flussrate: 0,425 mL/min

Temperatur:  25°C

Detektion: UV bei 254 nm

Abbildung 2: Stabilitdtsuntersuchung mit Warfarin.
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NP Beispiel

Als Screening-Beispiel im NP-Modus wurde Astaxanthin verwendet, mit dem Ziel alle drei Enantio-
mere 1, 2 und 3 mit hoher Aufldsung und kurzen Retentionszeiten zu trennen. Die zwei gecoateten
Phasen CHIRAL ART Amylose-C und Cellulose-C wurden eingesetzt. Zusatzlich war CHIRAL ART
Cellulose-SB, als immobilisierte Phase mit dem gleichen chiralen Selektor wie Cellulose-C, Teil
der Phasenauswahl.

HO™

Abbildung 3: (3S,3’S)-all-trans-Astaxanthin (1), (3R,3’R)-all-trans-Astaxanthin (2), (3R,3’S)-all-trans-Astaxanthin (3).
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Bei diesem Screening wurde mit den First-Choice Eluenten keine Trennung erreicht. Deshalb
wurden andere Lésungsmittel wie THF, CH,CI, oder MTBE als Second-Choice Eluenten einbezo-
gen. Diese Losungsmittel kénnen nicht bei den gecoateten Phasen eingesetzt werden, da diese
nicht stabil sind. Das beste Ergebnis fir die Astaxanthin-Enantiomere wurde mit CHIRAL ART
Cellulose-SB in Kombination mit n-Hexan und THF erzielt.

1st Choice 2nd Choice

n-Hexan/2-Propanol n-Hexan/Ethanol n-Hexan/THF n-Hexan/CH,Cl, n-Hexan/MTBE
10-50%B (0-20 min) 10-50%B (0-20 min) 10-50%B (0-20 min) 30-50%B (0-20 min) | 30-50%B (0-20 min)
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Abbildung 4: Primér-Screening von Astaxanthin auf CHIRAL ART Amylose-C, Cellulose-C und Cellulose-SB.

Dieses Primar-Screening der Lésemittel ist ein idealer Ausgangspunkt fr die weitere Optimierung.
Dabei missen die folgenden Aspekte beriicksichtigt werden:

e Séaulendimension

e Gradient => isokratisch

¢ Flussrate

e Temperatur

e |njektionsvolumen

e Additive: basisch: z.B. DEA, Ethanolamin

sauer: z.B. TFA, Ameisensaure
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Abbildung 5 zeigt beispielhaft die zielgerichtete Optimierung basierend auf dem Primar-Screening.
1.) Flr das Primar-Screening wurde ein Gradient von 10-50% B verwendet.

2.) Diese Methode wurde auf isokratische Bedingungen transferiert, indem
eine 15-20% niedrigere Zusammensetzung, als die bei der die Substanz
unter Gradientbedingungen eluiert, gewahlt wurde.

=> Bestes Ergebnis war n-Hexan/THF 85/15.

mAU
Screening Ergebnis a0 20% B
mAU
200
1000 50%
0
_______________________ 35% . 0 5 1‘0 15 min
500
Isokratisch » 15% B
10% 300
’ 200
0 ; 1‘0 1‘5 min 100 Rs (1 s2)=1 ,44
Rs (2,3)=1,50
Gradient: 10-50% B (0-20 min) 0 ‘ _
0 5 10 15 20 25 min

Abbildung 5: Methodenoptimierung unter Verwendung von isokratischen Bedingungen.

Zusétzliche Optimierung kann erreicht werden, indem man die Flussrate anpasst. Eine Anderung
der Flussrate von 1,0 mL/min zu 0,5 mL/min flhrte zu einer erhdhten Auflésung. Wie in Abbildung
6 gezeigt, wurde die Auflésung zwischen Peak 1, 2 und 3 verbessert.
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0
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Abbildung 6: Methodenoptimierung durch Anpassung der Flussrate.

Strategie zur Methodenentwicklung fiir Reversed Phase

Analyten fir den RP-Modus sind hydrophile Verbindungen, welche nur schwerldslich in NP-
Eluenten sind. Dies schlieBt auch salzbildende Verbindungen ein. Hier knnen gecoatete Phasen
nicht mehr eingesetzt werden. Immobilisierte Phasen wie CHIRAL ART Amylose-SA, Cellulose-SB
und Cellulose-SC sind hier die erste Wahl. Die immobilisierten Phasen sind universell einsetzbar
fur RP, NP und SFC. Typische RP-Eluenten, welche Kombinationen aus Acetonitril, Methanol,
2-Propanol, und THF mit einem wéssrigen Losungsmittel einschlieBen, kdnnen mit einem Gradi-
enten von 5% — 80% organischen Anteil gefahren werden.
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Tabelle 4: Mégliche mobile Phasen im RP-Modus

Organische mobile Phase pH-Wert (aq.)

- Sauer (pH 2,9)
Acetonitril 0.1% HCOOH
Methanol Neutral (pH 6,9)

10 mM CH,COONH,
2-Propanol
Alkalisch (pH 9,0)
THE 20 mM NH,HCO,
pH 9 mit DEA einstellen

Einfluss des pH-Wertes

Fir saure und basische Analyten spielt der pH-Wert der mobilen Phase eine sehr wichtige Rolle.
Untersuchungen von sauren Substanzen wie Warfarin (pka 5,56) zeigen eine Verschlechterung
der Trennung im Bereich ihres pka-Werts (Abbildung 7).

pH 2.1

L
| /\ I Warfarin (pKa 5,56)

pH 3.1

pH 3.5 A
pH 4.6 Die Peakform kann sich im Bereich
) [\ des pka-Wertes des Analyten ver-
schlechtern.
pH 6.0 M
pH 7.0 L

Abbildung 7: Studien bei verschiedenen pH-Werten der mobilen Phase.
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Vergleichsstudien des Retentionsfaktors k” fir Warfarin zeigen, dass unter sauren Bedingungen
mit einem pH-Wert unter 3,5 eine gute Trennung erzielt werden kann (Abbildung 8).

Retention von Warfarin

4,0
x
< 3,0
s
X
% 2,0
[72] , ]
S K (1)
81,0 k' (2)
(0]
o

0,0

20 30 40 50 60 70
pH

Abbildung 8: Untersuchungen zum Retentionsfaktor (k’) bei verschiedenen pH-Werten der mobilen Phase.

RP Beispiel

Im folgenden Beispiel wird das Screening einer sauren Substanz (vertrauliche Kundenprobe)
gezeigt. CHIRAL ART Amylose-SA und CHIRAL Cellulose-SB wurden als stationdre Phase ver-
wendet. Der pH-Wert der mobilen Phase wurde, wie in Abbildung 9 gezeigt, angepasst. Das beste
Ergebnis konnte mit CHIRAL ART Cellulose-SB und Acetonitril mit 0,1% Ameisensaure erreicht
werden. Wie bereits zuvor gezeigt, ist das beste Ergebnis fur diese saure Verbindung bei sauren
Konditionen zu finden.

Amylose-SA Cellulose-SB
pH2,9 pH 6,9 pH 9,0 pH2,9 pH 6,9 pH 9,0
0,1% HCOOH 10mM CH;COONH, 20mM NH,HCO,-DEA 0,1% HCOOH 10mM CH;COONH, 20mM NH,HCO,-DEA
° !
c ] J
© 4
L : ]
§ { | )
re] B 1 ]
e j 1 ]
() o
Q ] J
] l 1 ‘ 1 ‘
& 7 “l il
(\Il | S o W L | | |\ . L
= ] " Bestes T R
c ‘ 1 Ergebnis! ‘ l
g | 1 |
8 I ] | !
= N — L B I — ) f J,_ I | 1 |
L 1 ]
T ) ]
== 1 /
\ 1] ‘ L

Abbildung 9: Methodenentwicklung fiir eine saure Substanz (vertrauliche Kundenprobe).
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Dieses initiale Loésemittel-Screening stellt einen hervorragenden Ausgangspunkt fir die weitere
Optimierung dar. Wie im Falle der NP-Methodenoptimierung, sollten die folgenden Aspekte be-
ricksichtigt werden:

e Séaulendimension

e Gradient => isokratisch

e Flussrate

e Temperatur

e |njektionsvolumen

e Additive: basisch: z.B. DEA, Ethanolamin

sauer: z.B. TFA, Ameisensaure

Die in Abbildung 10 aufgezeigte Methodenoptimierung wurde bei 40% organischem L&semittel-
anteil in der wassrigen sauren Phase (HCOOH) durchgefihrt.

1.) Der initiale Gradient von 5-80% wurde verwendet.

2.) Diese Methode wurde auf isokratische Bedingungen transferiert, indem
eine 15-20% niedrigere Zusammensetzung, als die bei der die Substanz
unter Gradientbedingungen eluiert, gewahlt wurde.

= Das beste Ergebnis wurde mit 0,1% HCOOH/Acetonitril 60/40 erzielt.

Screening Ergebnis

mAU mAU
500 80% 250 40% B

400 200

e 55%

300 | 150

Isokratisch

; 100
I Rs (1,2)=2,09 ML
5% 50
I
0 I " [Tt @=242
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 min 0 2 4 6 8 min

Gradient: 5-80% B (0-18 min)
80% B (18-20 min)

200

100

Abbildung 10: Methodenoptimierung im RP-Modus.
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Eine weitere Verbesserung gelang durch Austausch des Additivs Ameisensaure durch TFA. (Ab-
bildung 11).
mAU ]
250
o] 0,1% FA/ACN (60/40)
150 -
100 -
. |Rs (1,2=2,09
1Tf (2)=2,42
0 A
,."
I2 6 é min
BeS S ef‘ e

AwflS

mAU ]

250
200

150

5M3

Bes5eTE |
peaktor”t

! Rs (1,2)=3,21
0| Tf(2)=1,23

Additiv-
Austausch

0,1% TFA/ACN (60/40)

|\

0

0

2

4

6

8

10 12 14 min

Abbildung 11: Methodenoptimierung durch Tausch der Additive.

Die Methodenentwicklung wurde flir den NP- und RP-Modus mit Analyten unterschiedlicher Ei-
genschaften vorgestellt. Die auf Know-How und Erfahrung basierende Strategie beinhaltet zwei
Schritte. Der erste Schritt ist die Wahl der initialen Bedingungen beziiglich des Saulentyps und
der mobilen Phase. Innerhalb des zweiten Schritts kommt es zur Methodenentwicklung durch
Evaluierung des Einflusses von Flussrate, pH-Wert, isokratischen Konditionen und verschiedener

Additive.
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Eine reine Substanz kann abhangig von Druck und Temperatur flissig, fest oder gasférmig
sein. Innerhalb eines Phasendiagramms gibt es einen kritischen Punkt, Gber dem es eine Phase
gibt, die weder flissig noch gasférmig ist — dieser Zustand wird als superkritische Flissigkeit
bezeichnet (supercritical fluid, Tabelle 5). Superkritische Flissigkeiten verfligen Uber geringere
Viskositaten und hohe Diffusionskoeffizienten. Folglich sind superkritische Flissigkeiten ideal flr
Hochdurchsatz-Anwendungen.

Fir mit Losemittelabféllen und zeitaufwandiger Losemittelaufbereitung Uberlastete Laboratorien,
ist SFC eine vorteilhafte Alternative fur die Aufreinigung und analytische Applikationen.

Die Prinzipien der SFC sind vergleichbar mit denen der Flissig-Chromatographie, obwohl die
SFC typischerweise Kohlenstoffdioxid als Haupt-Eluenten verwendet. Die SFC ist im Grunde
eine Normalphasen-Chromatographie-Technik mit inh&rent hoher Geschwindigkeit und Effizienz
aufgrund ihrer mobilen Phase. Als Hochdruck-Flussigkeit oder superkritische Flussigkeit ist CO,
aufgrund seiner geringen Viskositat und seinem hohen Diffusionsvermdgen ein hervorragendes
Lésungsmittel, welches in modernen anspruchsvollen Aufreinigungslaboren bendtigt wird. Weiter-
hin stellt es ein nachhaltiges Lésungsmittel dar, da es nach Gewinnung aus anderen industriellen
Prozessen wiederverwendet werden kann.

SFC Uberzeugt bei der Trennung und Aufreinigung von chiralen Substanzen und Naturprodukten
weil sie schneller ist, weniger Losemittel verbraucht und im Allgemeinen eine preiswertere und
»grinere“ Methode flir chirale Trennungen ist als Hochdruck-Flissigkeits-Chromatografie (HPLC).

Tabelle 5: Eigenschaften der superkritischen Fliissigkeit im Vergleich zu Gasen und Fliissigkeiten

Gas 10 10+
Superkritische Flissigkeit 103 103
FlUssigkeit 10% 102

CHIRAL ART Séulen im SFC-Modus

Alle CHIRAL ART Sé&ulen kénnen unter SCF-Bedingungen genutzt werden. Es besteht sogar
die Auswahl zwischen Standard-LC-S&aulen, die SFC kompatibel sind, und speziell fir die SFC
ausgelegte Saulen.
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First- und Second-Choice Eluenten

Basierend auf einer signifikanten Datenmenge, kénnen die in Tabelle 6 aufgelisteten Verhaltnisse
als Ausangspunkt genommen werden und entsprechend der zu trennenden Substanz angepasst
werden. Das Retentionsverhalten der Substanz bestimmt die Einstellung der Zusammensetzung
der mobilen Phase. Mit diesen so genannten First-Choice Daten kann die Entscheidung Uber die
besten Lésungsmittel oder Lésungsmittel-Zusammensetzungen getroffen werden.

Alkohole (Methanol, Ethanol, 2-Propanol) werden typischerweise als First-Choice Eluenten in Kom-
bination mit CO, eingesetzt. Alle CHIRAL ART S&aulen, sowohl gecoated (CHIRAL ART Amylose-
C, Cellulose-C) als auch immobilisiert (CHIRAL ART Amylose-SA, Cellulose-SB, Cellulose-SC),
sind hierflr geeignet.

Second-Choice Lésungsmittel wie Acetonitril, THF und MTBE kdnnen auch genutzt werden (Tabelle
6), hier aber wieder mit der Limitierung auf immobilisierte Saulen wie CHIRAL ART Amylose-SA,
Cellulose-SB oder Celllulose-SC. Proben, die in Alkohol I6slich sind, sind dabei ideal fiir die SFC.

Tabelle 6: Mobile Phasen flir das initiale Screening im SFC-Modus

Eluent A COo, CO, CO, COo, COo, COo,
MeOH/ACN | MeOH/THF | MeOH/MTBE
Eluent B MeOH EtOH 2-Propanol (50/50) (50/50) (50/50)
Gradienten 10-50% Modifier
elution
*nur fur immobiliserte Phasen
SFC Beispiel

Abbildung 13 zeigt beispielhaft das First-Choice-Screening von Flavon (Abbildung 12), eines
enantiomeren Flavonoids. Hier wurde das beste Resultat mir einer gecoateten CHIRAL ART
Amylose-C Saule mit CO,/Ethanol 80/20 erzielt.

Abbildung 12: Flavon
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Abbildung 13: First-Choice-Screening auf CHIRAL ART Amylose-C, Cellulose-C, Amylose-SA und Cellulose-SB.

Das First-Choice-Screening zeigt den idealen Ausgangspunkt fiir die weitere Optimierung. Die
folgenden Aspekte kénnen fir die Methodenentwicklung im SFC-Modus beriicksichtigt werden:

e Séaulendimension

e Gradient => isokratisch
® Flussrate

e Temperatur

e |njektionsvolumen

e Riuckdruck
e Additive: basisch: z.B. DEA, Ethanolamin;

sauer: z.B. TFA, Ameisensaure

Aufskalierung zum praparativen Prozess

SFC spielt auch bei der Aufskalierung zum préaparativen Prozess eine wichtige Rolle. Fir Flavon
wurde eine CHIRAL ART Amylose-C Saule (5 um, 250 x 20 mm ID) fir die HPLC verwendet. Im
Vergleich dazu wurde eine spezielle SFC-Saule CHIRAL ART Amylose-C (5 pm, 250 x 20 mm ID)
fur die praparative SFC eingesetzt. Abbildung 14 zeigt, dass fiir beide Methoden hohe Werte von
100% Enantiomeren-Reinheit fir Fraktion 1 und nahezu 100% fir Fraktion 2 erzielt werden. Auch
die Wiederfindungsraten sind vergleichbar hoch.
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HPLC SFC

Fr.1 Fr.2

mv  Fr.1Fr2
100

40
30

20 | \

10 \
E i
L UUUVURUVURUVURUN
-10 T T : - - - =
0.0 S.Il] 10|.0 15|.0 0 5 10 15 20 min
HPLC | 1 | r2 s, | Fi1 | Fr2 |
Enantiomeren- | 4550/ 0o | 99,79 ee Enantiomeren- | 4440/ o0 | 99,8% e
Reinheit Reinheit
Wiederfindung 95,7% 93,7% Wiederfindung 94,5% 95,6%

Abbildung 14: Methodentransfer von HPLC zu SFC (stacked injections).

Effektivitat von SFC-Trennungen

Der Vorteil der SFC-Trennung im Vergleich zur HPLC wird beim Betrachten der Produktivitat
deutlich. Diese ist fiir Fraktion 1 mit 340 mg Produkt/h um 100% hoher als bei der HPLC (Tabelle
7). Das gleiche trifft auf Fraktion 2 zu. Gepaart mit dem geringen L&sungsmittelverbrauch macht
dies die SFC fir die praparative Chromatographie auBerst effektiv.

Tabelle 7: Vlergleich von HPLC und SFC fir die Aufreinigung von Flavon

HPLC SFC
| Saule: 250x20mmID | Fri | Fr2 Pt | Fr2

Enantiomeren-Reinheit | [%eel > 99,9 99,7 > 99,9 99,8
Wiederfindung %] 95,7 93,7 94,5 95,6

Produktivitat [mg Product / h] 172 169 +100% 340 344
Fraktionsvolumen i A S R[5 2,88 ‘m 0,39 0,57
Lésungsmittelverbrauch | Lpomne™ 7,0 ‘m 2,0

Vorteile der SFC-Trennung
e Produktivitat pro Zeiteinheit nahezu verdoppelt im Vergleich zu HPLC
e Verdampfen von Losungsmittel der Fraktionen einfacher
e Fraktionsvolumen entspricht ca. 25% des Volumens von HPLC-Trennungen

e Verringerung des L&sungsmittelverbrauchs von ca. 70% mdoglich
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Beispiel einer chiralen Methodenentwicklung fiir LC-MS

Es wurde eine State-of-the-Art LC-basierte chirale Methode flir Spiroxamin, welche an MS/MS
gekoppelt werden kann, entwickelt. Ziel war es Spiroxamin-Rlckstande im Spurenbereich zu
detektieren. Daher bestand die Préferenz RP-Bedingungen zu untersuchen. Weiterhin was das
Ziel die vier Isomere in weniger als 30 Minuten zu trennen. Die Trennung wurde zunachst mit LC-
UV entwickelt und anschlieBend auf LC-MS/MS transferiert.

Spiroxamin ist ein systemisches Fungizid, welches von Bayer CropScience auf den Markt ge-
bracht wurde. Die Substanz ist eine Mixtur aus Diastereomer A und B, welche wiederum aus
zwei Enantiomeren bestehen, was insgesamt zu den vier Enantiomeren A1, A2, B1 und B2 fihrt
(Abbildung 15).

-~ Enantiomere —

Diastereomere

I

ea (R) —

(\ — Enantiomere —

N—

\\\\\\ H

© ea (S) J

Abbildung 15: Isomere von Spiroxamine [3], Diastereomer A: log Pow = 2,79 (bei 20 °C),
Diastereomer B: log Pow = 2,92 (bei 20 °C), pKa-Wert= 6,9.
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Chirales RP-Screening

Um das Ziel der Trennung unter RP-Konditionen zu erfillen, wurden alle immobilisierten YMC
Chiralphasen, CHIRAL ART Amylose-SA, Cellulose-SB und Cellulose-SC, mit RP-Eluenten ge-
testet. Eine ausreichende Aufldsung konnte nur mit CHIRAL ART Amylose-SA erzielt werden
(Abbildung 16). Eine PartikelgréBe von 5 pm und eine Dimension von 250 x 4,6 mm wurden flr
jede Saule verwendet.

mAU ]

32-150

17.5-

35.700

-
o
|

7.5

I N

(6}
|

2.5

v b

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

20 40 60 80 min|

Abbildung 16: Ergebnis des chiralen Screenings von Spiroxamin mit CHIRAL ART Amylose-SA, 5 um.

Trennung in weniger als 20 Minuten

Um das Ziel einer Trennung in weniger als 30 Minuten zu erreichen, wurde die Saulenldnge und
der ID reduziert. Darlber hinaus wurden 3 pm anstelle von 5 pm Partikeln eingesetzt, um die
Auflésung zu erhéhen.

Die lonisation bei der MS-Detektion kann durch Zugabe eines Additivs verbessert werden,
aber der Zusatz von Essigsdue oder auch Ameisensaure war nichthilfreich, da keine Retention
beobachtet werden konnte. Aber die Verwendung von Diethylamin resultierte in einer erheblich
besseren Peakform.

Es war nicht nur mdglich alle vier Isomere voneinander zu trennen, sondern auch die Analysen-
zeit konnte auch nur 20 Minuten verkdrzt werden. Es konnten also alle Vorgaben erfullt werden.
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Abbildung 17: Optimierte Methode fiir Spiroxamin mit CHIRAL ART Amylose-SA, 3 um.
Saule: CHIRAL ART Amylose-SA 3 pm (150 x 3,0 mm ID)

Bestell-Nr.: KSA99S03-1503WT
Eluent: Wasser/Ethanol/DEA (27,5/72,5/0,1)

Flussrate: 0,25 ml/min

Temperatur: 30 °C
Detektion: UV at 210 nm
Injektion: 10 pL (10 mg/mL)

Transfer von LC-UV zu LC-MS/MS

AnschlieBend wurde die Applikation auf ein LC-MS/MS Gerat bestehend aus einem Agilent 1290
UPLC-System (binare und isokratische Pumpe), einem CTC-Autoinjektor und einem Sciex AP16500
high-end triple-quadrupole Massenspektrometer Ubertragen.

Diethylamin, welches in der UV-Applikation genutzt wurde, musste durch eine 10 mM Ammonium-
carbonat-Lésung (pH 9,5) ersetzt werden. Das Diethylamin beeinflusste den lonisations-Prozess
stark und unterdriickte somit das MS-Signal um 99%. Um die lonisation zu verbessern, wurde
nach der chiralen Saule 1% Ameisensaure geldst in Methanol/Wasser 50/50 in den Eluentenstrom
geleitet (,Anderung“ des pH-Werts vom schwach alkalischen zum schwach sauren erméglicht
Protonierung von Spiroxamin; pka 6,9).
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Finales Set-up
Finale Konz. beim LOQ: 1 pg/L Spiroxamin =0.54 pg/L A-Isomer; 0.46 pg/L B-lsomer
= 0.27 pg/L A1 Enantiomer
= 0.27 pg/L A2 Enantiomer
= 0.23 pg/L B1 Enantiomer
= 0.23 pg/L B2 Enantiomer

HPLC Saule: CHIRAL ART Amylose-SA, 3 pm (150 x 3 mm ID)

A/B (25/75)
A: Wasser/Ethanol 9/1 + 10 mM Ammoniumcarbonate (pH ~9,5)
B: Wasser/Ethanol 1/9 + 10 mM Ammoniumcarbonate

0,3 mL/min
1L

Post-Column Make-up via T-Stlick mit 0,3 mL/min 1% Ameisensdure
in Methanol/ Wasser 50/50.

Multiple-reaction-monitoring (MRM) mode mit ESI positiv, MRM 298-
144 fur Quantifizierung und MRM 298-100 zur Bestatigung

Iso-Pumpe:

MS-MS Bedingungen:

Beispiel-Chromatogramm mit Enantiomer A1 beim LOQ in Weintrauben-Matrix-Extrakt

Tabelle 8: Bestimmung von Enantiomer A in Weintrauben-Matrix-extrakt, jeweils die 4. Wiederholung jedes Chromatgramms [4]

Probenname: Spiroxamin 10 pg/L
(A1, A2, B1, B2 5e4
ie 2,5pg/L) 13.1
Masse(n): 298,100/144,100 Da de4
Aufnahmedat.: 2/18/2016 2:52:53 PM o
Retentionszeit: 13,1 min = 3e4
Flache: 1497813 counts o
Hahe: 45347 cps = et
1e4
0e0
2 4 6 8 10 12 14 16 18
Probenname: Spiroxamin-A 10 pg/L 13.1
(A1, A2 je 5pg/L) 8e4
Masse(n): 298,100/144,100 Da Ted
Aufnahmedat.: 2/18/2016 3:13:40 PM 6ed
0
Retentionszeit: 13,1 min e
Fléche: 2631872 counts > o4
Hohe: 79489 cps 2 4ed
£ 3e4
2e4
1e4d
0e0
2 4 6 8 10 12 14 16 18
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Probenname: Spiroxamin-B 10 pg/L
(B1, B2 je 5ug/L) -
Masse(n): 298,100/144,100 Da
Aufnahmedat.: 2/18/2016 3:34:27 PM 8.0ed
(23
Retentionszeit: 0,00 min g
Flache: 0 counts %: 6.0e4
Hahe: 0.cps ko
£ 4.0e4
2.0e4
0.0e0
2 4 6 8 10 12 14 16 18
Time, min
Probenname: Spiroxamin 1pg/L 8000
in WTFR 2000 131
Masse(n): 298,100/144,100 Da -
Aufnahmedat.: 2/18/2016 3:55:14 PM 6000
(23
Retentionszeit: 13,1 min S 5000
Fliche: 195256 counts %‘ 4000
Héhe: 6075 cps g
£ 3000
2000
1000 /L
o
2 4 6 8 10 12 14 16 18
Time, min
Chromatographische Performance-Parameter
2
- CHIRAL ART 1
HPLC Saule: Amylose-SA theor. Plates N: N = 5.54 R
Wos
10 pg/L
Spiroxamin
el (Ivl?ischung aus 4 - N
. Peak capacity n: n=1+ —]n(] + k )
Enantiomeren) 4 max
Saulenlange: 150 mm )
- Capacity Factor: should be >3 best: 4-10
Séulen-ID: 3 mm : o
Separation Factor: k‘,/k', always >1
PartikelgroBe d;: 3 um
9 B H Peak Resolution: 0.0 = co-eluting
SrelkR 7421 ul )
diSaule L H 0.6 = 12% peak overlapping
SCHIGHER 1pl 1.0 = 2% peak overlapping
Kapillaren* S,7 Wl 1.5 = baseline separated
— 748,7
300 pL/min
2,496 min
Analyt tq k‘-Wert [ W, W, [St.Abw.o|Boden-| Boden- | Boden/m Trenn- Peak K‘-max U Nppox | Peak-
= Elutionsreihenfolge zahl héhe faktor Auflésung Kapazitat
H
[min] [min] | I[s] [s] N [um] N/m N RS, .1 n
Spiroxamin Enantiomer B1 | 8,50 | 2,41 |0,3385|20,31| 8,628 | 3494 |42,9297 | 23294 Knax
Spiroxamin Enantiomer B2 | 9,24 | 2,70 | 03570 |21,42| 9,009 | 3712 |40,4083| 24747 112 1,22 549 »
Spiroxamin Enantiomer A1 | 13,10 | 4,25 |0,5080 | 30,48 | 12,948 | 3685 | 40,7064 | 24566 1,57 4,47 Noar
Spiroxamin Enantiomer A2 | 16,19 | 549 |0,6708 [ 40,25 | 17,098 | 3228 |46,4698 | 21519 1,29 2,71 3712

Chromatographische Charakteristika: Peak-Kapazitat n 29, Bodenzahl/m 24747
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In diesem Whitepaper wurde die chirale Methodenentwicklung im NP-, RP- und SFC-Modus mit
Analyten verschiedener Eigenschaften gezeigt. Die Strategie beinhaltet zwei Stufen. Der erste
Schritt ist die Wahl der initialen Konditionen, wie die Auswahl des Saulentyps und der mobilen
Phase. Hierflir wurden mogliche First-Choice und Second-Choice Eluenten mit entsprechenden
Gradienten vorgestellt. Diese Ergebnisse stellen eine ideale Basis flr die weitere Methodenentwick-
lung dar. Der nachste Schritt ist die Methodenentwicklung durch Optimierung der Flussrate, des
pH-Werts, Umstellung auf isokratische Bedingungen und durch Zugabe verschiedener Additive.
Jeder Trennmodus, ob NP, RP oder SFC, setzt einen anderen Screening-Ansatz vorraus — sei es
die Auswahl von gecoateten und immobilisierten Phasen oder die Wahl von ausschlieBlich immo-
bilisierten Phasen. Fir jeden Modus wurde ein Screening-Beispiel flr eine spezifische Substanz
prasentiert, um die praktische Vorgehensweise aufzuzeigen, z.B. fir Astaxanthin im NP-Modus
oder Flavon im SFC-Modus.

Fir saure und basische Analyten ist der Einsatz eines Additivs von zentraler Bedeutung. Expe-
rimente mit sauren Substanzen wie Warfarin (pka 5,56) zeigen eine schlechtere Peakform im
Bereich ihres pka-Wertes. Deshalb spielt der pH-Wert der mobilen Phase eine wichtige Rolle bei
der Methodenentwicklung und muss entsprechend angepasst werden.

Die Vorteile von gecoateten und immobilisierten chiralen CSPs werden auch im SFC-Modus deut-
lich. Die extrem hohe Produktivitéat in Verbindung mit dem geringen Lésemittelverbrauch machen
SFC sehr lukrativ. Der Vorteil von SFC-Trennungen im Vergleich zur HPLC wird besonders deutlich,
wenn auch die Produktivitat im praparativen MaBstab mit einbezogen wird

[1] Y. Okamoto, M. Kawashima, K. Yamamoto, K. Hatada, Chem. Lett. (1984) 739.
[2] Y. Okamoto, M. Kawashima, K. Yamamoto, K. Hatada, J. Am. Chem. Soc. 106 (1984) 5357.

[3] WA. Etzel, W. Gau, W. Kramer, U. Stelzer, J. Weissmdller, Magn. Reson. in Chem. 36, (1998)
64-68.

[4] alle Chomatogramme wurden freundlicherweise von S. Stuke/Bayer CropScience
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