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Abstract

Evaluation of a Liquid Chromatographic Column with Mixed-mode Retention
Mechanism
Optimisation of Parameters that Affect Separation of Analytes in Pharmaceutical Application

In the pharmaceutical industry, liquid chromatographic separation and analysis methods are
currently widely used for product development and quality control. A common method is re-
versed phase liquid chromatography, where methanol is often used as a solvent in sample pre-
paration. As a result of the high polarity of methanol, difficulties may arise. This is mainly
due to a disruption of the partition equilibrium between the stationary phase and the mobile
phase, which limits the possibility of achieving good chromatographic results. The purpose of
this project was therefore to investigate the column, Coresep 100, which combines both reversed
phase and ion exchange mechanism to achieve separation.

The column was evaluated by analysing seven substances, which are common in method de-
velopment, based on the three subproblems: co-elution, long retention times and poor peak
symmetry. In order to attempt to solve the subproblems, analyses were carried out by varying
different parameters. The parameters evaluated during this project were flow rate, pump gra-
dient and different compositions of the mobile phase, such as its pH and ionic strength. The
repeatability of the column was also evaluated.

The combination of parameters that gave the most beneficial results was a mobile phase with
pH 2,3; using a constant salt concentration of 70 mM NaCl, with the pump gradient 20-5 and
a flow rate of 0,8 ml/min. Based on the attained results, it was concluded that the column
is suitable for further work. The problems with co-elution were considered avoidable and the
retention times were deemed acceptable. Further work is recommended to focus on solving the
remaining problem of the partially deficient peak symmetry and the relatively broad peaks.
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Sammanfattning

Inom ldkemedelsindustrin anvéinds idag vatskekromatografiska separations- och analysmetoder
i stor omfattning for produktutveckling och kvalitetskontroll. En vanlig metod &r Reversed Pha-
se Liquid Chromatography dar metanol ofta anvénds som l6sningsmedel vid provberedning. Till
foljd av metanolens hoga polaritet kan svarigheter uppsta, framforallt stors foérdelningsjamvik-
ten mellan stationarfasen och mobilfasen. Detta begransar mojligheten att uppna goda kroma-
tografiska resultat. Syftet med detta projekt var dérfor att undersoka kolonnen, Coresep 100,
vilken anvénder sig av bade reversed phase- och jonbytesmekanism vid separation.

Kolonnen utvarderades genom att analysera sju substanser, som &r vanliga vid metodutveck-
ling, utifran de tre delproblemen: sameluering, langa retentionstider och dalig toppsymmetri.
For att forsoka hitta losningar till delproblemen genomfordes analyser dér olika parametrar va-
rierades. Parametrarna som undersoktes under detta projekt var flodeshastighet, pumpgradient
och olika sammanséttningar av mobilfasen, sasom dess pH och jonstyrka. Repeterbarheten for
kolonnen utvéarderades ocksa.

Den kombination av parametrar som uppvisade mest lovande resultat var en mobilfas med
pH 2.3; konstant saltkoncentration pa 70 mM NaCl, tillsammans med pumpgradienten 20-5
och en flodeshastighet pa 0,8 ml/min. Utifran de resultat som erhallits drogs slutsatsen att
kolonnen &r lamplig for vidare arbete, da problem med sameluering ansags kunna undvikas och
retentionstiderna bedémdes vara godtagbara. Ett vidare arbete ansags kunna inrikta sig pa att
16sa det kvarstaende problemet med delvis bristande toppsymmetri och relativt breda toppar.
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Nomenklatur

Nedan presenteras anvinda akronymer i alfabetisk ordning. Aven engelska begrepp vilka saknar
lamplig svensk motsvarighet férklaras kortfattat.

« Selektivtetsfaktor
As Asymmetrifaktor
A7 AstraZeneca

Core-shell  Partikelutformning med en solid kédrna, core, och ett porost skal, shell

Fronting Icke idealitet hos signaltopp, se avsnitt 2.2.1

HAc Attiksyra

HPLC High Performance Liquid Chromatography - Véatskekromatografi med
hogt tryck

HsPO, Fosforsyra

k Retentionsfaktor

MeCN Acetonitril

MM Mixed-mode - Kombination av retentionsmekanismer

NaAc Natriumacetat

NaCl Natriumklorid

NH,Ac Ammoniumacetat

NPLC Normal Phase Liquid Chromatography - Viatskekromatografi med polér
stationérfas och opolar mobilfas

RP Reversed phase - Mekanism med opolér stationérfas och poldr mobilfas

RPLC Reversed Phase Liquid Chromatography - Vatskekromatografi med opolér
stationérfas och poldr mobilfas

tr Retentionstid

t Dodtid

Tailing Icke idealitet hos signaltopp, se avsnitt 2.2.1

UV /Vis Ultra Violet Visible spectroscopy - Spektroskopi inom vaglangdsintervallet
ultraviolet och synligt ljus
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1 Inledning

1.1 Bakgrund

Vitskekromatografiska separations- och analysmetoder, framst High Performance Liquid Chro-
matography (HPLC), anvénds i stor utstriackning inom likemedelsindustrin. Metoderna anvands
under savil produktutveckling som kvalitetskontroll for kommersiellt tillverkade produkter in-
nan introduktion pa marknaden.

Lékemedelsforetaget AstraZeneca (AZ) har under lang tid anvént sig av automatiserad utrust-
ning, sasom analysrobotar, for att karaktarisera bland annat inhalationsprodukter. Anledningen
har bland annat varit att oka effektiviteten i processen samt att bidra till en béttre arbetsmiljo
genom mindre monotont arbete. Robotarna har exempelvis anvénts for att méta avgiven dos
av inhalatorerna som undersokts. Vid analys dér den angivna dosen ska kvantifieras 16ses den
upp i metanol, da detta losningsmedel lampar sig for 16sa upp komplexa substanser [1, 2].

Nackdelen med att anvdnda metanol vid provberedning ér att det kan uppsta svarigheter vid
Reversed Phase Liquid Chromatography (RPLC) [1]. RPLC &ar vanligt da det &r den separa-
tionsmetod som ger bést egenskaper, bland annat eftersom mobilfasen ar polér, och saledes kan
analysera komlpexa foreningar [2]. Svarigheterna syftar till att metanolens hoga polaritet kan
leda till att den efterstriavade fordelningsjamvikten mellan stationédr- och mobilfas i kolonnen
stors. I sin tur leder detta till att optimala kromatografiska resultat inte uppnas.

Ett mojligt sétt att hantera den hoga metanolhalten i proverna &r att anvéinda en kolonn med
mized-mode (MM), i vilken tva olika retentionsmekanismer finns tillgéngliga. MM &r en relativt
ny mekanism som inte &ar fullt testad. I detta projekt kommer dérfér en MM-kolonn undersokas,
som kombinerar RP- med jonbytesmekanism, fér att underscka hurvida detta skulle kunna vara
en 16sning pa de problemen som uppstar. Dessutom undersoks vilka kromatografiska betingelser
som skulle hantera den hoga metanolhalten bést.

1.2 Syfte

Syftet med detta projekt &ar att undersoka MM-kolonnen, Coresep 100, fran Helix Chroma-
tography. Den underscks for att avgéra om kolonnen &r lamplig att anvidnda vid analys av
substanser nér de dr 16sta i en hog halt av metanol. Detta projekt &r tdnkt att ligga till grund
for huruvida AZ ser mojlighet att vidare tillampa MM-kolonnen tillsammans med det auto-
matiserade provberedningssystem som anvénds i det dagliga arbetet. Det langsiktiga malet
med MM-kolonnen ar pa sa vis att oka produktiviteten och forbéattra kvalitén pa métdata och
arbetsmiljo.

1.3 Problemformulering

Det huvudsakliga problemet for AZ &r att de ldkemedelsprover som de studerar behover l6sas
i metanol for att sedan kunna genomga analys, vilket gor att RPLC inte fungerar optimalt [1].
Nér provet injiceras till kolonnen kommer den tillférda méngden metanol stora fordelningen av
analyt mellan stationédr- och mobilfas. Detta ger upphov till problem med retention, separation,
samt toppsymmetri. En MM-kolonn kan eventuellt kringga problematiken med metanol varvid
en sadan kolonn undersoks.

Vidare blir utmaningen att for denna MM-kolonn undersoka hur betingelser kan férandras for
att mojliggéra god separation och korta analystider for de substanser som tillhandahallits av
AZ. Delproblemen som forsvarar analys och 6nskas undvikas genom optimering ar foljande:



e Sameluering, vilket innebér att tva eller flera analyter kommer ut samtidigt ur kolonnen
och medfor svarigheter att kvantifiera méangden analyt.

e Langa retentionstider, som sker till f6ljd av att analyten interagerar starkare med statio-
nérfasen &n mobilfasen, vilket medfor lingre analystider.

e Dalig toppsymmetri och breda toppar som uppkommer till f6ljd av oonskade interaktioner
mellan analyt och stationérfas.

1.4 Sambhilleliga och etiska aspekter

Analyser med hjalp av HPLC &r i stort sett redan automatiserade forutom nér det kommer till
provberedning, som till viss del fortfarande sker manuellt [1]. Den manuella provberedningen
innebér ett monotont arbete och leder pa sa vis till en forsémrad arbetsmiljo. Om &ven prov-
beredningen kan automatiseras kommer det resultera i en mindre tidskrdvande analysprocess
och déarmed ett effektivare arbete. Genom att optimera analysprocessen och provberedningen
vill AZ reducera méngden l6sningsmedel som forbrukas. Mindre méngd l6sningsmedel kommer
i sin tur leda till reducerad miljopaverkan. Detta da processen far ett minskat behov av ramate-
rial och foljaktligen mindre avfall, vilka bada &r energikrivande. Dessa samhilleliga och etiska
aspekter kommer inte att tas hansyn till, da effekterna av detta projektet till stor del ligger i
vilka beslut som tas i framtiden.

1.5 Avgrénsningar

Den laborativa delen av arbetet innefattar en méangd avgransningar pa grund av dess tidskré-
vande karaktér.

Under arbetets gang har flera olika pH-viarden inom intervallet 1,9-6,2 testats for att synlig-
gora en effekt av pH hos MM-kolonnen. For de lagre pH-viardena 1,9-4,2 har endast en 70/30
(%v/v) sammansattning mellan organiskt 16sningsmedel och buffert undersokts medan for det
hogre pH-virdet 6,2 testades 50/50 (%v/v). Valet av organiskt 16sningsmedel baserades helt pa
rekommendation fran AZ, och mojligheten att anvinda nagot annat organiskt losningsmedel
har inte hunnit undersokas. Den saltkoncentration som undersckts har varit 70 mM, vidare har
inga ytterligare saltkoncentrationer undersokts vid analyser.

Tva av substanserna injicerades i mindre volym &n Ovriga substanser, da deras absorbans vid
den valda detektionsvagliangden var vildigt hog. Injektionsvolymens inverkan pa deras topp-
form har dock inte undersokts. Vidare har endast tva olika flodeshastigheter undersokts, 0,6
ml/min och 0,8 ml/min, da dessa visade sig lovande i ett tidigt skede av det projekt.

I detta projekt har endast tva olika pumpgradienter undersokts, eftersom fler skulle bli for
tidskravande. Da gradienter &r sammankopplade med flodeshastiget och mobilfassammansétt-
ning, som dven dessa justeras, valdes tva gradienter for att begransa méangden olika betingelser.

Under detta projekt har en optimal jamviktstid hos kolonnen inte undersokts. Tva jamviktstider
valdes tidigt under det laborativa arbetet, dar analys skedde under 30 minuter och jamviktsti-
derna var da 5 och 10 minuter beroende pa vilken pumpgradient som anviandes. De visade pa
lovande resultat och blev de tider som anvéndes under projektets gang. Konditioneringstiden
valdes pa samma sétt ddar en godtycklig tid som visade pa lovande resultat valdes utan vidare
undersokning. I planeringen av detta projekt var dven syftet att studera ytterligare en kolonn,
Amaze SC. Pa grund av tidsbrist gjordes valet att endast undersoka Coresep 100 och att inte
studera Amaze SC.



2 Teoretisk bakgrund

2.1 Vitskekromatografi

Vitskekromatografi 4r en analytisk separationsmetod dér foreningar i ett vétskeprov analyse-
ras. Foreningarna bendmns analyter och dessa injiceras till en kolonn dér separation sker, for
att sedan kunna detekteras med hjilp av en detektor [3].

Ett vanligt vitskekromatografiskt instrument & HPLC, som visas i figur 1. Separationen i
HPLC sker i kolonnen med hjélp av dess packmaterial. Materialet utgors av porosa kiselpartik-
lar till vilka en stationérfas dr kovalent bunden. Stationérfasen kan innehalla olika funktionella
grupper, vilka styr stationirfasens egenskaper [3].

Stationdrfasen ger upphov till att analyterna retarderas i kolonnen, medan mobilfasen som &r
en vitska bidrar till att analyterna eluerar. Med eluerar menas att analyterna transporteras
genom kolonnen. De olika analyterna fordelas till olika grad mellan stationér- respektive mo-
bilfas. Det &r denna skillnad i fordelning som ger upphov till analyternas skilda retentionstid,
tiden det tar for analyter att firdas genom kolonnen. Da olika analyter far olika retentionstid
kan dessa urskiljas fran varandra vid analys [4].

For att tvinga véatskeprovet genom den tatt packade kolonnen, och pa sa vis erhalla en god
separation ar det nodvindigt for HPLC-systemet att anvinda sig av ett hogt tryck. Systemet
innehaller darfor en pump som kontinuerligt pumpar mobilfasen genom kolonnen [3].

High Preformance Liquid Chromatography
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Figur 1: Schematisk bild 6ver de ingadende komponenterna i ett HPLC-system med bland annat kérl for mobilfas, pump,
injektor, kolonn samt detektor. Anvind och dversatt med tillstdnd [5].

Nér analyterna har eluerat ut ur kolonnen anvénds en detektor for att registrera forekoms-
ten av analyt, vilket resulterar i en métbar signal. UV /Vis-detektorn ar lamplig for analys av
substanser eftersom dessa vanligen innehaller kromoforer. Kromoforer ar funktionella grupper
som gor att molekylen kan absorbera synligt samt UV-ljus, alltsa ljus inom vagldngdsintervallet
200-800 nm [3].

Vid UV /Vis-detektion anvénds en spektrofotometer. Denna méter ljusabsorption och bestar
huvudsakligen av en ljuskilla, monokromator samt en detektor. Provet bestralas med ljus av en
viss vagliangd som en monokromator véljer ut med hjélp av ett gitter. Darefter méter detektorn
hur mycket ljus som absorberas av analyterna [4]. Kromatogrammet som UV /Vis-detektion
resulterar i visar detektorrespons, vanligtvis absorbans, som funktion av elueringstid [3], vilket



visas i figur 2. Fran kromatogrammet som erhalls kan en kvantitativ bestimning goras, forutsatt
att analysen gors for ett kéint prov.

>

Detektorrespons

>

I

Figur 2: Schematisk bild 6ver hur detektorn konverterat signaler till ett kromatogram, med detektorrespons pa y-axeln
och tid pa x-axeln. Kromatogrammet visar fyra baslinjeseparerade toppar (CC BY-NC-SA 4.0) [3].

2.1.1 Fordelningskromatografi

Fordelningskromatografi &r en typ av viatskekromatografi dér separationen och saledes retentio-
nen av analyter sker till f6ljd av en skillnad i férdelningsjamvikt. Denna avgér hur analyterna
fordelar sig mellan stationér- och mobilfasen [3]. Fordelningsjamvikten ger upphov till en ling-
re retentionstid for analyter som interagerar mer med stationérfasen. Analyter som interagerar
mindre med stationérfasen far istéllet en kortare retentionstid. Figur 3 visar hur mobilfasen
tvingar analyterna framat samtidigt som analyten kontinuerligt fordelar sig mellan de tva fa-
serna och dérmed retarderas i kolonnen.

Mobilfas

Analyt
|4
Tl
Analyt
Stationarfas

Figur 3: Schematisk bild éver analytens férdelning mellan stationér- och mobilfas (CC BY-NC-SA 4.0) [3].

Nér HPLC anvénds finns det huvudsakligen tva varianter av fordelningskromatografiska ko-
lonner, normal phase (NP) och reversed phase (RP), vilka anvénds tillsammans med olika
mobilfaser. Vid RPLC anvénds en poldar mobilfas, och vid normal phase HPLC (NPLC) an-
vénds istéllet en mindre poldr mobilfas [3]. Anledningen till att tva olika varianter av mobilfaser
anvands ar att stationédrfasen i de tva kolonnvarianterna har olika kemiska egenskaper [3]. Den
huvudsakliga skillnaden mellan kolonnerna &r stationérfasens polaritet, vilken styrs av pack-
materialet.

Tidigare namndes att packmaterialet utgors av porosa kiselpartiklar, till vilka stationérfasen ar
kovalent bunden har funktionella grupper. I fallet med RP-kolonner &r det vanligtvis funktio-
nella alkylgrupper som ar kovalent bundna till silanoler i porésa kiselpartiklar. Alkylgrupperna
kan varieras beroende pa vilka retentionsegenskaper som 6nskas, men vanligen anvénds Cg eller
Cis [3]. Stationérfasen dr saledes svagt polér eller opolir for RPLC, och vid NPLC anvinds
istdllet en mer polér stationdrfas [3]. Av de tva varianterna d&r RPLC generellt den vanligaste
att anvinda ndr komplexa losningar ska analyseras, da det flesta foreningar dr 16sliga i ett mer
polért losningsmedel [2].

Analyternas fordelning kan forskjutas genom att variera mobilfasens sammanséttning och po-
laritet. Mojligheten att justera mobilfasens karaktér ar ett enkelt sitt att erhalla kortare reten-
tionstider men samtidig vidhalla god separation [3]. Den bakomliggande orsaken till forskjut-



ningen av analyternas fordelning nir mobilfasen dndras beror pa analyternas kemiska egenska-
per, exempelvis polaritet och hydrofobicitet, da dessa avgor var analyterna trivs bést.

Om analyten exempelvis dr opolar kommer den i storre utstrickning att befinna sig i den
mer opoldra fasen. Mobilfasen véljs da sa att dess polaritet &r lagre dn stationérfasens, sa att
analyten befinner sig till storre utstrickning i mobilfasen &n i stationdrfasen. Pa sa vis kommer
retentionstiden att forkortas.

2.1.2 Jonbyteskromatografi

Jonbyteskromatografi &r en annan variant av vitskekromatografi dir separationen kréaver att
analyterna ar jonféreningar, antingen anjoniska eller katjoniska. Separationen mojliggérs genom
att analyterna retarderas till f6ljd av interaktioner med kolonnens stationérfas [6]. Uppbyggna-
den av stationérfasen &r liknande den for RPLC som presenterats tidigare, men det finns nagra
skillnader.

Den huvudsakliga skillnaden mellan stationédrfasen vid jonbyteskromatografi jamfort med den
for RPLC é&r att de funktionella grupperna &r joniska. Precis som for RP-kolonner kan de funk-
tionella grupperna optimeras, i detta fall fér anjoniska eller katjoniska analyter [3]. Figur 4 visar
schematiskt hur de joniska analyterna interagerar med stationérfasen. Separationsmetoden ar
lamplig vid analys av exempelvis protonerade och saledes joniska foreningar, medan foreningar
som &r oladdade inte paverkas av denna retentionsmekanism. Pa grund av bristande interaktion
med stationdrfasen kommer oladdade féreningar eluera med mobilfasen.

Figur 4: Schematisk bild som visar hur analyter under tiden fér eluering interagerar med stationéirfasen (CC BY-NC-SA
4.0) [3)].

Valet av de funktionella grupperna paverkar dven styrkan pa stationdrfasens laddning. Ge-
nom att binda in exempelvis sulfonatgrupper erhalls en stark syra-katjonbytare, vilket kommer
med fordelen att sulfonatgrupperna bibehaller sin anjonform oOver ett stort pH-intervall hos
mobilfasen [3]. Det &r dven mojligt att skapa en stationérfas som blir en sa kallad svag syra-
katjonbytare, vilken ddremot kommer att paverkas av pH-véardet och jonstyrkan hos mobilfasen.
En svag syra-katjonbytare kommer beroende pa om pH-vérdet dr 6ver eller under stationérfa-
sens funktionella gruppers pK, vara mer protonerade eller deprotonerade [3].

Mobilfasen kan precis som vid férdelningskromatografi optimeras for specifika d&ndamal. Nar
mobilfasen justeras vid jonbyteskromatografi ar det framfor allt jonstyrkan och pH som &ndras
[3], istéllet for mobilfasens polaritet som vid fordelningskromatografi.

2.1.3 Kombinerad retentionsmekanism

De tva tidigare presenterade analysmetoderna, fordelnings- och jonbyteskromatografi, anvénds
som namnts for olika typer av analyter baserat pa deras kemiska egenskaper. I vissa fall da
analyter med olika egenskaper ska separeras dr en kolonn med endast en separationsmekanism
inte tillrdcklig. For att undga dessa begriansningar har mized-mode-kolonner (MM-kolonner)



utvecklats, vilket &dr en kolonn dér stationdrfasen tillampar tva eller fler retentionsmekanismer
som paverkar analyternas retention [7, 8, 9]. Exempelvis &r RPLC inte kompatibel for retention
av starkt poléra eller laddade analyter, som ar vanligt férekommande inom ldkemedelsindustrin
[10], vilket gor att en MM-kolonn kan vara anvéndbar.

MM-kolonnens packmaterial &r uppbyggt av kiselpartiklar med bundna alkylgrupper. Till dessa
alkylgrupper binds olika typer av funktionella grupper, som kan vara laddade. Exempelvis kan
en fordndring av mobilfasens sammanséattning resultera i att stationédrfasen éndrar karaktér
[8]. Det kan vara att kolonnen gar fran RP-karaktér till att vara en kombination av RP- och
jonbyteskaraktéir, genom en dndring i mobilfasens pH. Fordndringen till det kombinerade fallet
genom denna dndring gor att kolonnen blir lamplig att anvénda for tillampningar med bade
poléra, opoldra samt laddade analyter. Genom denna foérédndring dr det saledes mojligt att
kringga RPLCs begransning for laddade analyter.

2.1.3.1 Undersokt kolonn med kombinerad retentionsmekanism

I projektet anvénds kolonnen, Coresep 100, 2,7 ym 90A (2,1 x 50 mm) fran Helix Chromatograp-
hy. Coresep 100 ar en RP-kolonn kombinerad med katjonbytesmekanism. Dessutom kombinerar
kolonnen MM-kromatografi med core-shell-partiklar [11]. Core-shell-partiklar &r framtagna for
att minska omfattningen av bandbreddning i kolonnen med hjalp av en solid kiselkérna [12],
vilket astadkoms genom partiklarnas utformning.

Partiklarna bestar av en innesluten solid kiselkérna samt ett mycket tunt porost lager av kise-
labsorbent, med en resulterande partikelstorlek under 3 pum [12]. T Coresep 100 &r core-shell-
partiklarnas funktionella alkylgrupper C15 med karboxylsyror, vars pK, ar 2 [11]. En schematisk
bild av en sadan partikel visas i figur 5.
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Figur 5: Packmaterialet i Coresep 100-kolonnen: En kiselpartikel med bunden stationérfas dir det illustreras hur de
funktionella grupperna ser ut vid olika pH pa mobilfasen. Anvénd och dversatt med tillstand [11].

Figuren visar hur de funktionella gruppernas betingelser dndras beroende pa om mobilfasens
pH ar over eller under stationdrfasens pK,. Da pH = pK, ar lika stor del av de funktionella
grupperna protonerade som deprotonerade [13]. Stationirfasen &r till storre grad laddad nér
den &r deprotonerad och oladdad nér den &r protonerad. Stationérfasen uppvisar saledes pa
mer jonbyteskaraktir nir den ar deprotonerad. Onskas exempelvis en hog grad deprotonering
hos de funktionella grupperna bor en mobilfas med hogt pH anvéndas.

2.2 Utvérderingsparametrar

En analytisk kolonn &r som tidigare namnt ofta utformad for specifika &ndamal och kan kombi-
neras med flertalet olika mobilfaser. For att enklare kunna jamfora och utvérdera olika kolonner
med varandra &r det vanligt att anvéinda sa kallade utvirderingsparametrar [3]. Utvirderings-
parametrarna gor det d&ven mojligt att jamfora exempelvis olika flodeshastigheter samt mobilfas-
sammansattningar. Vanligtvis studeras parametrarna: toppsymmetri, selektivitet, jamviktstid
och repeterbarhet [3].



2.2.1 Toppsymmetri

Analyterna ska i ideala fall eluera med en Gaussisk fordelning och foljaktligen ge signaltoppar
som &r symmetriska [3, 14]. For att erhalla ett kromatogram som uppvisar denna idealitet
behover analyternas interaktioner med stationérfasen vara oberoende av deras koncentration
i kolonnen. Avvikelser fran ideala fallet &r vanligen fronting eller tailing, som beror pa en for
stor injektionsvolym respektive oférdelaktiga interaktioner mellan stationirfas och analyter [3].
Aven tailing kan orsakas av for stora injektionsvolymer av provet [15]. For fallet med icke-
symmetriska toppar &dr det vanligt att anvinda asymmetrifaktorn, As, vilken ger ett matt hur
avvikande topparna ér fran det ideala fallet. As beréknas enligt ekvation (1)

As = 1 (1)

diar B och A dr bredden till hoger respektive vinster om topphdjdslinjen vid 5% av den totala
topphdjden [16], vilket visas i figur 6. As erhalls vanligtvis automatiskt av kromatografidata-
programmet.
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Figur 6: Tva fall av asymmetriska toppar, a) visar fallet med tailing och b) visar fallet med fronting. I bada figurerna
visas vart A och B for ekvation 1, himtas automatiskt (CC BY-NC-SA 4.0) [3, 16].

De virden pa As som erhalls &r for symmetriska toppar kring 1 [16]. Om As déremot befinner
sig mellan 1,2-5 har topparna 6kande grad tailing, och ett varde under 1 tyder pa fronting.

2.2.2 Selektivitet och separation

Ett annat begrepp som anvénds nér signaltoppar studeras ér topparea, som beréknas av kro-
matografidataprogrammet [3, 17]. En faktor som kan forsvara bestdmningen &r exempelvis om
tva analyter sameluerar, det vill sdga att de eluerar samtidigt eller valdigt tétt inpa varandra.
Vid sameluering skulle saledes tva toppar som helt eller delvis 6verlappar genereras, vilket kan
ses i figur 7.
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Figur 7: Tre fall av till olika grad separation och hur den detekterade signalen for tva olika analyter kan se ut i ett
kromatogram (CC BY-NC-SA 4.0) [3].

I figur 7 syns fran vénster till hoger minskad sameluering, vilket dven innebér okad grad av
separation. Den skuggande toppen som syns ldngst till véinster i figuren dr den resulterande
topp som kommer att synas i krommatogrammet, da detektorn inte kan skilja topparna at i
praktiken. Huvudanledningen till att separerade toppar onskas &r att det ska vara mojligt att
bestdmma en viss analyts topparea for att kunna bestdmma méangden analyt.

Om en metod klarar av att separera analyter tillrdckligt kan sameluerande toppar undvikas
och da har saledes metoden god selektivitet. Enligt IUPAC &r detta definierat som i vilken
utstrackning en metod kan anvéndas for att bestdmma férekomsten av en viss analyt i en
16sning utan storningar fran foreningar av liknande karaktér [18]. Figur 8 illustrerar hur det
vidare gar att bestdmma selektivitetsfaktorn, a.

4 tro
” o
t
A
Injektion Tid

Figur 8: Dodtid i forhallande till tva olika toppars retentionstid. Utifran detta kan bland annat selektivitet bestimmas
(CC BY-NC-SA 4.0) [3].

Selektivitetsfaktorn, «, for en analys gar att bestimma matematisk enligt ekvation (2)
thro — 1
o 2=l (2)
tr1 — to

dér tg ar dodtiden, den tid det tar for mobilfasen att passera genom kolonnen. tz; och tgy ar
den forsta respektive den andra analytens retentionstid.

2.2.3 Metodoptimering

Metodoptimering syftar till att paverka de utvalda utviarderingsparametrarna for att uppna god
analys, och i detta projekt forsoka 16sa de tre delproblem som formulerats.



2.2.3.1 Retentionsfaktor

Retentionsfaktor ar en funktion av den tid som analyten spenderar i stationérfasen i relation
till tiden den spenderar i mobilfasen [19]. Ju hogre retentionsfaktor, desto storre andel av tiden
kommer analyten spendera i stationédrfasen vilket i sin tur leder till lingre retentionstider [3].

Selektiviteten kan forbéttras genom fordndring av retentionsfaktorn for den senare eluerade
analyten [3], vilket kan ses fran ekvation (2) som &ven kan skrivas enligt ekvation (3)
k2 tra—to
kv tm—to

dér ko och ky ar retentionsfaktorn for den sent respektive tidigt eluerade analyten

(3)

o =

2.2.3.2 Optimering med hjilp av mobilfas

For att uppna forhallandevis korta retentionstider och god separation mellan analyterna, kan
mobilfasens sammanséttning fordndras under analysens gang, vilket kallas gradienteluering.
Exempelvis vid RPLC inleds analysen med en mer poldr mobilfas och avslutas med en mindre
polar mobilfas for att fa en optimal separation pa kortast mojliga tid [3].

Efter gradienteluering tar det en viss tid for kolonnen att aterfa ett stabilt tillstand, vilken
benimns jamviktstid [20]. Aven nir en ny mobilfas med andra betingelser introduceras behéver
kolonnen stabiliseras, denna tid bendmns konditioneringstid [20]. Jamviktstiden och konditio-
neringstiden ar intressanta for att kunna erhalla repetitiva resultat. Det &r dven onskvért att
jamviktstiden ar sa kort som mojligt for att minimera tiden mellan injektionerna och saledes
maximera effektiviteten. Vid upprepade analyser av ett prov ar det viktigt att resultaten Gver-
ensstdmmer med varandra, vilket méts med repeterbarhet [21].

Det ér ibland 6nskvért att anvinda sig av en buffert som mobilfas for att reglera mobilfasens
pH i syfte att protonera alternativt deprotonera analyterna vid RPLC. Protoneringen hos ana-
lyterna leder till 6kad polaritet, och ddrmed kortare retentionstid vid RPLC. Da pH = pK,, ar
andelen som dr protonerad lika stor som andelen som #r deprotonerad [13]. For den undersokta
kolonnen kan #ven dess packmaterial protoneras eller deprotoneras.

En 6kad deprotonering av stationérfasen hos den undersokta MM-kolonnen ger upphov till att
de joniserbara analyternas retentionstid och separation paverkas, da separationsmekanismen
inte enbart &r beroende av hydrofobicitet utan &ven joninteraktioner [22]. For att paverka
analyternas retentionstid, samt sdkerhetsstélla att all analyt eluerat, kan salt tillsdttas till
mobilfasen. Nar salt tillsdtts kommer jonerna konkurrera med analyterna om att interagera
med stationédrfasen och medféra att analyterna eluerar snabbare.



3 Metod

I detta avsnitt presenteras tillvigagangssitten for projektets laborativa delar samt gradienter.
Forst introduceras de substanser som analyserats, varpa provberedningen av dessa presenteras.
Darefter visas metoden for beredning av de mobilfaser som anvénts under analyserna. Till sist
presenteras exempel pa hur gradienter utformats for analyserna. Hur kromatografidataprogram-
met anvindes finns i bilaga A.

3.1 Utvalda substanser fér analys

Sju substanser 1osta i metanol har tillhandahallits av AZ. Substanserna ar utvalda utefter att
de representerar olika &mnesklasser, olika funktionella grupper och molekylstrukturer och &r
vanliga inom farmaceutisk metodutveckling hos AZ (Personlig kommunikation JO Svensson
2022-04-08). Substanserna presenteras i tabell 1 tillsammans med nagra av deras fysikalisk-
kemiska data.

Tabell 1: Fysikalisk-kemiska data for studerade substanser

Substans Molmassa [g/mol] pKa logP Potentiell
laddning
Alprenololhydroklorid 285,81 9,67 2,69 +1
Atenolol 266,34 9,67 0,57 +1
Budesonid 430,55 -2,90 2,73 0
Formoterol fumarat dihydrat 804,90 9,81 1,06 +1
Metoprololsuccinat 652,82 9,67 1,76 +1
Propanololhydroklorid 295,81 9,67 3,03 +1
Salbutamolsulfat 576,70 9,40 0,44 +1

Substanserna forkortas hiddanefter enligt: Alprenolol, Atenolol, Budesonid, Formoterol, Meto-
prolol, Propanolol och Salbutamol. Molekylstrukturer fér substanserna finnes i bilaga B.

3.2 Forberedande laborativt arbete
3.2.1 Beredning av 1 mM substanser i vialer

Stamlosningar av de sju substanserna losta i metanol med koncentrationen 1 mg/ml tillhanda-
holls av AZ. Dessa onskades dérefter spiddas i 1,5 ml-vialer till koncentrationen 1 mM. Berak-
ningsgang for detta finnes i bilaga C.

De resulterande provspadningarna presenteras i tabell 2 dér respektive molekylvikt samt den
moléra koncentrationen for respektive substans i stamlésningarna visas. I tabellen visas dven
den volym av respektive stamlésning som anvindes samt den volym metanol som tillsattes for
spadning till 1 mM.

Tabell 2: Provspéddning av substanser till 1 mM

Substans Molmassa [g/mol] c; [mM] Vi (] Vinetanot [14]
Alprenolol 285,81 3,50 428.8 1071,2
Atenolol 266,34 3,75 399.6 1100,4
Budesonid 430,55 9,32 645,8 854,2
Formoterol 804,90 1,24 1207,4 292.7
Metoprolol 652,82 1,53 979,2 520,8
Propanolol 295,81 3,38 443.6 1056,2
Salbutamol 576,70 1,73 865,0 635,0
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3.2.2 Beredning av mobilfaser

Vid beredning av varje mobilfas gjordes tva olika l6sningar i separata kérl, fas A och fas B. I
krommatogrammen bendmns ddremot fas B som “C”; och fas A utgor resterande méngd, detta
beror pa att kanalerna var kopplade som sa i systemet. Faserna blandades i pumpen innan de
pumpas in kolonnen. Fordelningen mellan hur mycket fas A respektive fas B som pumpas in till
kolonnen berodde pa utformningen av pumpgradienten, vilken forklaras mer ingaende i avsnitt
B.2 Gradienter. Berdkningar av koncentrationer under mobilfasberedning finns i bilaga C.

pH uppmaéttes i buffertfasen, det vill sdga i den delen av 16sningen som bestod av syra eller bas
och Milli-Q-vatten innan eventuellt organiskt 16sningsmedel tillsattes.

Tre varianter av salthalt hos mobilfasen har anvénts och &r féljande: utan salt, saltgradient samt
konstant saltkoncentration. Den forsta varianten innebér att inget extra salt har tillsatts till
mobilfasen, och att den initiala jonstyrkan hos mobilfasen inte har ékats. Den andra varianten
innebér att fas B innehaller en tillsatts av 70 mM NaCl for pH i intervallet 1,9-4. Den tredje
varianten innebér att fas A och fas B har en konstant saltkoncentration pa 70 mM NaCl for
pH-intervallet 1,9-4 respektive 70 mM NH,Ac for pH 6,2.

3.2.2.1 Mobilfas med buffertsystem vid pH 1,9 och 2,3

Fas A — Milli-Q-vatten
Fas B — H3PO4 med 70 volym% MeCN

Fas B bereddes genom att fosforsyra adderades till 300 ml Milli-Q-vatten tills det att onskat
pH uppnaddes, darefter adderades 700 ml MeCN. I tabellerna 3 och 4 presenteras sammansétt-
ningen av mobilfasen vars buffert har pH 1,9 respektive 2,3.

Tabell 3: Sammanséittning av mobilfas innehallande buffertlésning med pH 1,9 utan tillsatt salt, med
saltgradient samt med konstant saltkoncentration.

pH' | Viuui—o? Viuspoa® (1] | cuspos® Vareon® NaCl
[ml] [mM] [ml]

1,9 300 620 10 700 -

1,9 300 620 10 700 Fas B: 4,09¢g / 70 mM

1,9 300 620 10 700 Fas B: 4,09¢ / 70 mM
Fas A: 4,09¢ / 70 mM

1§ buffert

2ifas B

Tabell 4: Sammanséittning av mobilfas innehallande buffertlosning med pH 2,3 utan tillsatt salt, med
saltgradient samt med konstant saltkoncentration.

pH' | Viui—o? Viuspod® (1] | cuspos® Viareen? NaCl
[ml] [mM] [ml]

2,3 300 150 2,42 700 -

2,3 300 150 2,42 700 Fas B: 4,29¢ / 73 mM

2,3 300 150 2,42 700 Fas B: 4,29¢ / 73 mM
Fas A: 4,29¢g / 73 mM

1§ buffert

2ifas B
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3.2.2.2 Mobilfas med buffertsystem vid pH 4

Fas A: Milli-Q-vatten

Fas B: Natriumacetat och isdttiksyra med 70 volym% MeCN

Fas B bereddes genom att NaAc och isédttiksyra lostes i Milli-Q-vatten tills pH 4 uppnaddes. 1

tabell 5 visas sammanséttningen av mobilfasen vars buffert har pH 4.

Tabell 5: Sammanséttning av mobilfas innehallande buffertlosning med pH 4 utan tillsatt salt, med

saltgradient samt med konstant saltkoncentration.

pH! MNgAcS | CNaAc Viac? Varii—@? | Vmini—q* | NaAc
[g] [mM] [nl] [mnl] [mnl]
3,8 6,8 0,56 13 700 300 -
4,2 6,8 0,56 13 700 300 Fas B: 5,18¢ / 63,2 mM
4.2 6,8 0,56 13 700 300 Fas B: 5,18¢ / 63,2 mM
Fas A: 5,74g / 70 mM
L puffert
2ifas B
3.2.2.3 Mobilfas med buffertsystem vid pH 6

Fas A - 70 mM NH,Ac
Fas B - 70 mM NH4Ac med 50 volym% MeCN

Fas A bereddes genom att Milli-Q-vatten tillsattes till en uppvigd mangd NH4Ac och fas B be-
reddes genom att MeCN tillsattes till en 16sning av NH4Ac och Milli-Q-vatten. Berikningsgang
for utrdkning av tillsatt massa NH Ac finnes i bilaga C. I tabell 6 visas sammanséattningen av
mobilfasen vars buffert har pH 6,2.

Tabell 6: Sammanséttning av mobilfas innehallande buffertlésning med pH 6,2 med konstant saltkon-
centration.

pH' cniaact mM] | mypaact 8] | Vaii-o? [ml] | Viai—g® [ml] | Vaeon® [ml]
6,2 70 5,4 1000 500 500

1§ bada faserna

2 ifas A

3ifas B

3.2.3 Gradienter

I detta projekt anvindes tva pumpgradienter varav den ena visas i figur 9 medan den andra
aterfinns i bilaga B. Pumpgradienten var utformad med en initialférdelning med 90 volym-% fas
A och 10 volym-% fas B foljt av en linjar 6kning till 95 volym-% av fas B under 20 minuter. Det
foljs av en plata i 5 minuter med konstant volym-% av bada faserna, for att déarefter direkt aterga
till initialférdelningen. Den beskrivna gradienten bendmns “20-5”, den andra pumpgradienten
bendmns “15-5” da dess linjara 6kning varar i 15 istéllet for 20 minuter. For pumpgradienten
20-5 anvandes en jamviktstid pa 5 minuter, vilket dr den tid som foljer efter atergang till
initialfordelningen. For pumpgradienten 15-5 ér jamviktstiden istéllet 10 minuter.

12



Fas A [%] Fas B [%]

.................... 95

10

20 25 Tid [min] >
Figur 9: Pumpgradient 20-5 som visar hur stor andel av fas A och fas B som anvénds vid analyser.
I figur 10 visas hur koncentrationen, av ingaende komponenter i mobilfasen, férdndras med

pumpgradienten. Det vill siga hur kvoten mellan fas A och fas B forédndrar koncentrationen
under analysens gang.

[NaCl]
MeCN [%] [H;PO,4]
A
R 19,95 mM
90 2,85 mM
2,1 mM
L | 03mM
5
+ + >
20 25 Tid [min]

Figur 10: Koncentrationsgradient for mobilfas innehallande buffertlésning med pH 1,9 och salt i fas B, vid pumpgradient
20-5.
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4 Resultat

I detta avsnitt presenteras resultaten fran analyserna som gjorts. Resultaten presenteras med
hjalp av underkategorierna mobilfassammanséttning, flodeshastighet, gradient och repeterbar-
het déar resultaten utvirderas utifran foljande parametrar; toppsymmetri, retentionstid och
selektivitet. De resultat som presenteras dr de som anses vara mest lovande och framgangsrika.
Ovriga resultat i form av kromatogram finns i bilaga B.3.

Vid samtliga analyser, exkluderat utvirderingen av repeterbarhet, har analyterna injicerats se-
parat och detekterats med vaglingden 255 nm. Samtliga substanser har haft injektionsvolymen
5 pl forutom dér det har specificerats annorlunda i form av fotnoter.

4.1 Mobilfassammansittning

Samtliga analyser har gjorts i pH-intervallet 1,9-6,2: ett intervall dér jonsbytesmekanismen hos
den undersokta kolonnen, Coresep 100, forvintas variera i styrka. Mobilfasen har vid de lagre
pH-virdena dven undersokts med hog respektive lag jonstyrka. De salt som anvéndes var NaCl
for pH 1,9 och 2,3, NaAc samt NaCl for pH 4 och NH4Ac for pH 6,2. Vid pH 6,2 har analyser
endast gjorts med konstant saltkoncentration i bada faserna. I kommande avsnitt presenteras
resultaten fran respektive pH och slutligen kommer en kort sammanstéllning.

4.1.1 Buffertsystem vid pH 1,9

Analys for pH 1,9 visas i figur 11. Figuren visar ett kromatogram dér analysen &r gjord med
flodeshastigheten 0,6 ml/min och pumpgradienten 15-5 f6ljd av 10 minuters jamviktstid. Endast
fas B innehaller 70 mM NaCl.

80.0

|mAU WVL:255 nm
%D: 0.0 %
i 95.0
60.0~

40.0

20.0

min

A0 T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Figur 11: Kromatogram som visar analyterna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol', Budesonid?, Alpre-
nolol och Propanolol. Analys med flédeshastigheten 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med saltgradient med fas B
innehallande 70 mM NaCl. Notera toppen for Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hir
bendmns som “C”.

'njektionsvolym: 0,5 pl

?Injektionsvolym: 0,25 pl
Vid denna analys varierade analyternas retentionstider mellan 4,0-10,6 minuter. Kromatogram-
met i figur 11 uppvisar néstintill fullgod separation av analyterna, med delvis sameluering mellan
Salbutamol och Atenolol i borjan av kromatogrammet samt mellan Metoprolol och Formoterol
kring 7 minuter in i analysen. Fran figuren syns det att samtliga toppar uppvisar pa olika grad
av tailing men det dr mest utmérkande fér Propanolol, Alprenolol och Metoprolol. Analysdata
fran figuren presenteras i tabell 7.
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Tabell 7: Analysdata fér pH 1,9 med flodeshastigheten 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5, och 70 mM
NaCl i fas B. Data som presenteras ér retentionstid, retentionsfaktor, asymmetrifaktor och selektivitet
for respektive analyt.

Analyt Retentionstid [min] = Retentionsfaktor = Asymmetri | Selektivitet
iR k As Qnn+1
Salbutamol 4,04 10,22 1,95 1,19
Atenolol 4,73 12,14 2,15 1,61
Metoprolol 7,38 19,50 1,86 1,08
Formoterol! 7,95 21,08 2,2 1,13
Budesonid? 8,94 23,83 2,29 1,12
Alprenolol 9,99 26,75 1,91 1,06
Propanolol 10,57 28,36 2,02 —

! Injektionsvolym: 0,5 ul
2 Injektionsvolym: 0,25 ul

Asymmetrifaktorerna fran tabellen &r for alla analyter 6ver 1,5 vilket innebér dalig symmetri.
Det gar dven att se att retentionsfaktorerna varierar mellan 10,22 och 28,36.

I figur 12 illustreras hur retentionstiderna for analyterna fordndras med olika jonstyrka hos
mobilfasen vid pH 1,9. Det som visas ar resultatet av tre skilda analyser diar mobilfasen bytts
ut mellan varje analys. Flodeshastigheten var 0,6 ml/min och pumpgradienten 15-5 for alla tre
analyser.

Retentionstider for pH 1,9 vid olika sammansiittning av mobilfas

) -e-Alprenolol

) . -e-Atenolol

= .

2 Budesonide

§ Formoterol

- 6

E, -e-Metoprolol

&~ --Propanolol
! -e-Salbutamol

Utan salt Saltgradient Konstant salt

Figur 12: Graf som visar analyernas® 2 retentionstider mot mobilfassammansittningen med avseende pa salt. Vid pH 1,9,
med flédeshastigheten 0,6 ml/min och pumpgradienten 15-5.

"njektionsvolym Formoterol: 0,5 sl

%Injektionsvolym Budesonid: 0,25 ul
Figur 12 visar att retentionstiderna ar som kortast vid konstant saltkoncentration. Skillnaden i
retentionstid mellan saltgradient och konstant saltkoncentration ar storre fér Atenolol och Sal-
butamol jamfort med resterande analyter. Notera att Budesonid bibehaller samma retentionstid
oavsett jonstyrka i mobilfasen.

4.1.2 Buffertsystem vid pH 2,3

Analys for pH 2.3 visas i figur 13. Figuren visar ett kromatogram dér analysen &r gjord med
flodeshastigheten 0,8 ml/min och pumpgradienten 20-5 foljd av 5 minuters jamviktstid. Bade
fas A och fas B innehaller 70 mM NaCl.
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Figur 13: Kromatogram som visar analyterna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol*, Budesonid?, Alpre-
nolol och Propanolol. Analys med flédeshastigheten 0,8 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med konstant saltkoncentration
pa 70 mM NaCl. Notera toppen fér Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hiar bendmns
som “C”.

njektionsvolym: 0,5 pl

2Injektionsvolym: 0,25 pl
I figur 13 syns det att retentionstiderna varierar mellan 1,9-11,7 minuter. Samtliga toppar i
figuren uppvisar tailing. Analysen uppvisar lovande separation, da topparna inte overlappar
varandra sarskilt mycket. Analysdata fran figuren presenteras i tabell 8.

Tabell 8: Analysdata for pH 2,3 med flédeshastigheten 0,8 ml/min, pumpgradienten 20-5, och 70 mM
NaCl i bade fas A och fas B. Data som presenteras dr retentionstid, retentionsfaktor, asymmetrifaktor
och selektivitet for respektive analyt.

Analyt Retentionstid [min] = Retentionsfaktor | Asymmetri = Selektivitet
tr k As Qp 41
Salbutamol 1,96 4,44 1,86 1,78
Atenolol 3,21 7,92 1,60 2,42
Metoprolol 7,27 19,19 1,48 1,12
Formoterol! 8,13 21,58 1,96 1,18
Budesonid? 9,51 25,42 2,21 1,15
Alprenolol 10,85 29,14 1,7 1,08
Propanolol 11,65 31,36 1,73 —

! Tnjektionsvolym: 0,5 ul
2 Injektionsvolym: 0,25 pl

Tabell 8 visar att asymmetrifaktorn ar 6ver 1,2 for samtliga analyter, vilket innebér att fullt
symmetriska toppar ej uppnatts. Utéver asymmetrin framgar det att selektiviteten varierar
mellan 1,08 och 2,42, vilket tyder pa god separation.

I figur 14 illustreras hur retentionstiderna for analyterna forandras med olika jonstyrka i mo-

bilfasen vid pH 2,3. Det som visas ar resultatet av tre skilda analyser ddr mobilfasen bytts ut
mellan varje analys, med flddeshastigheten 0,6 ml/min och pumpgradienten 15-5.
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Retentionstider for pH 2,3 vid olika sammansiittning av mobilfas

¥ + Alprenolol
-e-Atenolol
. — Budesonide

T Formoterol
-e-Metoprolol
-e-Propanolol
-e-Salbutamol

Retentionstid [min]

Utan salt Saltgradient Konstant salt

Figur 14: Graf som visar analyternas' ? retentionstider mot mobilfassammanséttningen med avseende pa salt. Vid pH
2,3, med flodeshastigheten 0,6 ml/min och pumpgradienten 15-5.

njektionsvolym Formoterol: 0,5 il

2Injektionsvolym Budesonid: 0,25 pl
Fran figur 14 framgar det att retentionstiderna sjunker nér en saltgradient tillimpas gentemot
fallet utan salt. Metoprolol samt Formoterol far nagot langre retentionstider nir konstant salt-
koncentration anvinds medan 6vriga analyter far nagot kortare retentionstider. Utover dessa
observationer syns det att Budesonids retentionstider inte paverkas namnvért av de tre salt-
konfigurationerna, utan bibehaller en relativt konstant retentionstid.

4.1.3 Buffertsystem vid pH 4

Analys for pH 4,2 visas i figur 15. Figuren visar ett kromatogram dér analysen &r gjord med
flodeshastigheten 0,6 ml/min och pumpgradienten 15-5 foljd av 10 minuters jamviktstid. Bade
fas A och fas B innehaller 70 mM NaCl.

-mAU WVL:255 nm
%D: 0.0 %

o min
26.0 30.0
Figur 15: Kromatogram som visar analyterna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid', Metoprolol, Formoterol®, Alpre-
nolol och Propanolol. Analys med flédeshastigheten 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med konstant saltkoncentration

pa 70 mM NaCl. Notera toppen fér Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hiar bendmns
som “C”.

20—
0.0 5.0

T L— — T L—

—— — —
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njektionsvolym: 0,25 ul
2Injektionsvolym: 0,5ul

I figur 15 syns det att retentionstiderna varierar mellan 3,4-15,5 minuter. De flesta topparna
uppvisar tailing. Det syns dven att Metoprolol och Budesonid 6verlappar i stor utstrickning.
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Det kan dven observeras att denna analys ger bakgrundsbrus, i form av att baslinjerna lutar.
Data fran figur 15 presenteras i tabell 9.

Tabell 9: Analysdata for pH 4,2 med flodeshastigheten 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5, och 70 mM
NaCl i bade fas A och fas B. Data som presenteras r retentionstid, retentionsfaktor, asymmetrifaktor
och selektivitet for respektive analyt.

Analyt Retentionstid [min] | Retentionsfaktor = Asymmetri =Selektivitet
tR k As Qp n4-1

Salbutamol 3,39 8,16 2,25 1,44
Atenolol 4,72 11,76 2,23 1,87
Budesonid® 8,49 21,95 2,51 1,16
Metoprolol 9,81 25,51 2,32 1,05
Formoterol? 10,27 26,76 2,28 1,41
Alprenolol 14,37 37,84 1,49 1,08
Propanolol 15,52 40,95 2,32 —

! Injektionsvolym: 0,25 pl
2 Injektionsvolym: 0,5 pl

Asymmetrifaktorerna i tabell 9 visar pa att topparna inte ar fullt symmetriska, da alla viarden
ar over 1,2. Det syns i kromatogrammet i figur 15 att alla toppar uppvisar varierande grad
av tailing. Retentionsfaktorerna &ér for flera av analyterna hoga, vilket forklarar de ldngre re-
tentionstiderna. Selektiviteten varierar mellan 1,05 till 1,87 déar de hogre vardena &r battre,
eftersom det innebér god separation.

I figur 16 illustreras hur retentionstiderna for analyterna férandras med olika jonstyrka i mo-

bilfasen vid pH 4. Det som visas &r resultatet av tre skilda analyser dar mobilfasen bytts ut
mellan varje analys, med flddeshastigheten 0,6 ml/min och pumpgradienten 15-5.

Retentionstider for pH 4 vid olika sammansittning av mobilfas

g -e-Alprenolol

Es -e-Atenolol

=1 .
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§ 10 -e-Metoprolol
& -e-Propanolol
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Utan salt Saltgradient Konstant salt

Figur 16: Graf som visar analyternas® 2 retentionstider mot mobilfassammanséttningen med avseende pa salt. Vid pH 4,
med flédeshastigheten 0,6 ml/min och pumpgradienten 15-5. Alprenolol och Propanolol saknas vid analys utan salt, da
eluering av dessa uteblivit vid denna jonstyrka.

njektionsvolym Formoterol: 0,5 ul
%Injektionsvolym Budesonid: 0,25 ul

I figur 16 &r det mojligt att se hur retentionstiden blir kortare for samtliga analyter nir mo-
bilfasen innehaller salt, forst som saltgradient och sedan vid konstant saltkoncentration. Aven
om retentionstiderna bhr kortare, forhaller sig de flesta analyter till varandra pa ett liknande
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sétt. Vid saltgradienten sameluerar dock Formoterol och Metoprolol, vilket framgar av att deras
retentionstider dr densamma. Det &r dven synligt att Budesonid paverkas minst av analyterna
vid 6kad saltkoncentration.

4.1.4 Buffertsystem vid pH 6,2

Vid pH 6,2 har analyser enbart gjorts med konstant saltkoncentration i mobilfasen, 70 mM
NH Ac i bade fas A och fas B. Analys vid pH 6,2 med flddeshastigheten 0,6 ml/min och pump-
gradienten 15-5 presenteras i figur 17 och i tabell 10.

45.0

|mAU WVL:255 nm|
- %D:0.0%

30.0
20.0

10.0+

min

SO0 7 7 T 1 T T T [ T T T T T T

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur 17: Kromatogram som visar analyterna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid', Metoprolol, Formoterol®, Alpre-
nolol och Propanolol. Analys med flsdeshastigheten 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med konstant saltkoncentration
om 70 mM NH4Ac i fas A och fas B. Notera att fas B har bendmns som “C”.

njektionsvolym: 0,25 pl

2Injektionsvolym: 0,5 pl
I figur 17 syns det att retentionstiderna varierar mellan 5,1-21,1 minuter. Samtliga toppar
uppvisar tailing. Det syns édven i figuren att Salbutamol och Atenolol 6verlappar till viss del,
samt att Metoprolol och Formoterol 6verlappar nagot. Utover dessa 6verlapp uppvisar analysen
lovande selektivitet, vilket stirks med data fran tabell 10.

Tabell 10: Analysdata for pH 6,2 med flddeshastigheten 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5, och 70 mM
NH4Ac i fas A och fas B.

Analyt Retentionstid [min] = Retentionsfaktor | Asymmetri = Selektivitet
tr k As Qp 41
Salbutamol 5,08 12,73 1,81 1,21
Atenolol 6,05 15,35 1,74 1,90
Budesonid? 11,19 29,24 2,04 1,15
Metoprolol 12,85 33,74 1,78 1,07
Formoterol! 13,75 36,16 2,21 1,37
Alprenolol 18,67 49,46 2,12 1,13
Propanolol 21,13 56,11 1,44 —

! Tnjektionsvolym: 0,5 ul
2 Injektionsvolym: 0,25 pl

Fran tabell 10 framgar det att retentionsfaktorerna for de senare eluerade analyterna &ar mellan
30-50. For Salbutamol och Atenolol dr retentionsfaktorerna lédgre och saledes &r dven deras
retentionstiderna kortare. Asymmetrifaktorn for samtliga analyter &r 6ver 1,2 och analyternas
toppar ar inte fullt symmetriska. Selektivitetsfaktorn ar for samtliga analyter, med undantag
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fran Metoprolol, 6ver 1,1 vilket tyder pa god selektivitet. Metoprolols selektivitetsfaktor &r
precis under 1,1 vilket tyder pa att den inte &r fullt separerad i forhallande till Formoterol.

4.1.5 Sammanfattande pH-jimforelse

I figur 18, visas en graf over retentionstiderna vid de olika pH-virdena vid flodeshastigheten
0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och konstant saltkoncentration .

Retentionstid vid olika pH-virden

25

20
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-e-Salbutamol
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Figur 18: Graf som visar analyternas' 2 retentionstider mot mobilfassammanséttningen med avseende pa pH i buffert.
Med flsdeshastigheten 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och konstant saltkoncentration.

Injektionsvolym Formoterol: 0,5 yl

%Injektionsvolym Budesonid: 0,25 pl
Det framgar i figuren att for okat pH Okar retentionstiderna for samtliga analyter forutom
Budesonid mellan pH 1,9 och 4. De analyter som visar pa storst 6kning i retentionstid mellan
pH 2,3 och 6,2 4r Alprenolol och Propanolol. Observera att sammanséttningen av fas B ar
70 volym% MeCN vid alla pH-virden forutom 6,2 dar det dr 50 volym% MeCN till f6ljd av
16slighetsproblem.

4.2 Flodeshastighet

Forutom att undersoka analyser vid olika pH har dven olika flodeshastigheter pa mobilfasen
undersokts experimentellt for samtliga analyser. Flodeshastigheterna som understkts var 0,6
och 0,8 ml/min, dir jamforelser av retentionstid och asymmetri gjordes. Data for jamforelser ar
tagna fran analyser med pumpgradienten 20-5 och vid konstant saltkoncentration. Analysdata
vid pH 1,9 presenteras i tabell 11.
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Tabell 11: Analysdata for jamforelse vid pH 1,9 med flddeshastigheterna 0,6 ml/min och 0,8 ml/min,
pumpgradienten 20-5, och 70 mM NaCl i fas A och fas B.

Analyt Retentionstid' | Retentionstid’ | Asymmetri' | Asymmetri’
t R t R As As
Salbutamol 1,96 1,53 1,51 1,49
Atenolol 3,03 2,37 2,18 2,23
Metoprolol 6,91 5,85 2,03 2,05
Formoterol? 7,93 6,87 2,21 2,15
Alprenolol 10,45 9,22 2,03 2,10
Budesonid? 10,58 9,53 2,76 2,43
Propanolol 11,33 10,11 2,09 2,16

! Flsdeshastighet: 0,6 ml/min
2 Flodeshastighet: 0,8 ml/min
3 Injektionsvolym: 0,5 pl

4 Injektionsvolym: 0,25 ul

Tabell 11 visar att retentionstiderna minskar med O6kad flodeshastighet for samtliga analyter,
dock varierar forédndringen i asymmetri. For Salbutamol, Formoterol och Budesonid minskar
asymmetrin vid okad flodeshastighet men for resterande analyter okar asymmetrin.

Analysdata vid jamforelse av de tva flddeshastigheterna 0,6 och 0,8 ml/min vid pH 6,2 visas i
tabell 12.

Tabell 12: Analysdata for jamforelse vid pH 6,2 med flddeshastigheterna 0,6 ml/min och 0,8 ml/min,
pumpgradienten 20-5, och 70 mM NH4Ac i fas A och fas B.

Analyt Retentionstid" | Retentionstid’ | Asymmetri' | Asymmetri’
tr tr As As
Salbutamol 5,79 4,22 1,88 2,34
Atenolol 7,50 5,82 1,92 2,16
Budesonid? 13,43 11,93 2,06 2,24
Metoprolol 15,52 13,05 1,89 2,12
Formoterol* 16,83 14,41 2,23 2,47
Alprenolol 22,99 20,49 2,17 2,20
Propanolol 25,12 21,91 1,95 2,40

! Flodeshastighet: 0,6 ml/min
2 Flodeshastighet: 0,8 ml/min
3 Injektionsvolym: 0,25 ul
4 Injektionsvolym: 0,50 pl

Det framgar att vid ckad flodeshastighet minskar retentionstiderna for samtliga analyter, dér-
emot Okar asymmetrin for samtliga analyter. En 6kning av flodeshastighet resulterar saledes i
kortare rententionstider, men dven sdmre toppsymmertri vid detta pH-vérde.

4.3 Gradient

I figurerna 19 och 20 presenteras tva analyser vid pH 2,3 med konstant saltkoncentration i
mobilfasen, flodeshastigheten 0,6 ml/min men med tva olika gradienter for att illustrera skill-
naderna som uppstar niar pumpgradienten foréndras.
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Figur 19: Kromatogram som visar analyterna: (fr.v.) Sal- Figur 20: Kromatogram som visar analyterna: (fr.v.) Sal-
butamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol®, Budesonid?, butamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol', Budesonid?,
Alprenolol och Propanolol. Analys med flédeshastigheten Alprenolol och Propanolol. Analys med flédeshastigheten
0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med konstant salt- 0,6 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med konstant salt-
koncentration om 70 mM NaCl i fas A och fas B. Notera koncentration om 70 mM NaCl i fas A och fas B. Notera
toppen for Atenolol, som skyms bakom texten i kromato- toppen for Atenolol, som skyms bakom texten i kromato-
grammet, samt att fas B hir bendmns som “C”. grammet, samt att fas B hir bendmns som “C”.
njektionsvolym: 0,5 pl njektionsvolym: 0,5 pl
2Injektionsvolym: 0,25 ul Injektionsvolym: 0,25 pl

Figur 19 visar en analys med pumpgradient 15-5 som ger upphov till dalig selektivitet och myc-
ket sameluering mellan Budesonid, Formoterol och Metoprolol. Retentionstiderna &ar relativt
korta da analysen dr runt 12 minuter, avldst ur kromatogrammet.

I figur 20 visas en analys med pumpgradient 20-5, dér den linjdra 6kningen innan platan ar 5
minuter ldngre an i figur 19. Vid denna analys ses det att selektiviteten okat for Budesonid,
Formoterol och Metoprolol, dock sameluerar de fortfarande till viss grad. Analystiden fér denna
analys ar ungefir 14 minuter, avlist fran kromatogrammet.

4.3.1 Sammanfattande jimforelse av flodeshastighet och gradient

Vid jamforelse av olika flodeshastigheter kan det konstateras att retentionstiderna minskade vid
okad flodeshastighet oberoende pH. Vad géller asymmetrin sa varierar férédndringen for denna
vid okad flodeshastighet.

Jamforelsen av olika pumpgradienter visar att selektiviteten okar nér tiden for den linjéra
okningen i pumpgradienten forlangs, vilket ger upphov till mindre sameluering. Vid den ldngre
pumpgradienten blir analystiden langre, vilket kan forvantas.

4.4 Repeterbarhet

Vid varje pH har repeterbarheten hos kolonnen undersokts. For att utvardera repeterbarheten
i kolonnen har en 16sning med analyterna Budesonid, Formoterol, Propanolol och Salbutamol
injicerats som ett prov istéllet for enskilda injektioner. Repeterbarheten har testats vid kon-
stant saltkoncentration. Tabell 13 visar repeterbarheten vid pH 1,9. Kromatogram som visar
repeterbarhet vid pH 2,3 och 4 aterfinns i bilaga B.
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Tabell 13: Analysdata for repeterbarhet. Blandning av analyter (Budesonid, Formoterol, Propanolol,
Salbutamol) vid pH 1,9 med flodeshastigheten 0,8 ml/min och pumpgradienten 20-5. Bada faserna
innehaller 70 mM NaCl.

Injektion Retentionstid! | Retentionstid? | Retentionstid® | Retentionstid*
tr [min] tr [min] tr [min] tr [min]

1 1,49 6,95 9,54 10,11
2 1,49 6,95 9,54 10,12
3 1,50 6,95 9,54 10,13
4 1,50 6,95 9,54 10,13
) 1,51 6,95 9,54 10,14
6 1,51 6,96 9,55 10,15

! Salbutamol

2 Formoterol

3 Budesonid

4 Propanolol

I tabell 13 syns att kolonnen uppvisar god repeterbarhet. Detta ses da retentionstiden avviker
lite eller inget vid varje injektion. Den storsta avvikelsen &r for Salbutamol som har en skillnad
pa 1,3% mellan injektion 1 och injektion 6. I tabellen syns dven att retentionstiden blir gradvis
langre for varje injektion for bade Salbutamol och Propanolol. Fér de andra tva analyterna dr
retentionstiden den samma for alla injektioner férutom den sista.
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5 Diskussion

I diskussionen kommer analyserna att tolkas utifran tidigare presenterade resultat, med grund
i utviarderingsparametrarna retentionstid, selektivitet och toppsymmetri. Kopplingar gors till
grundproblemet som &r att substanserna l6ses i metanol och utvirderingen av hur kolonnen
forhaller sig till detta. Aven repeterbarheten hos kolonnen utviirderas da det &r en forutsitt-
ning for att kunna anvinda den kommersiellt.

Den analys, och saledes de parametrar, som uppvisar mest lovande separation pa kortast moj-
liga tid &r en analys vid pH 2,3. Vid denna analys anvindes en konstant saltkoncentration om
70 mM NaCl, pumpgradienten 20-5 och en flédeshastighet pa 0,8 ml/min, vilket visas i figur
13. Analysen anses vara den mest lovande da analyterna i stort sett ar fullsténdigt separerade
inom loppet av 11,7 minuter, vilket anses vara en relativt kort analys jamfort med de analyser
som gjordes vid hogre pH. Dessvirre uppvisar samtliga toppar olika grad av taling. Analysen
vid pH 1,9 uppvisar béttre toppsymmetri men har sdmre selektivitet &n analysen vid pH 2,3
och anses ddrmed mindre lovande.

En potentiell forklaring till graden av tailing som férekommit vid samtliga analyser &r mangden
metanol som anvénts for att 16sa analyterna i injektionsproverna. Som nadmnt i bakgrunden kan
metanol ge upphov till problem vid anvéindning av en RP-kolonn och darav undersoktes MM-
kolonnen, Coresep 100. De undersckta varianterna av mobilfassammanséattning samt gradienter
har delvis kringgatt problematiken som metanolen ger upphov till, da en MM-kolonn anvénts.
Fortsatt optimering av mobilfasen hade kunnat resultera i mer symmetriska toppar.

5.1 Mobilfassammansittning och jonstyrka

Mobilfasen har haft en central roll i utvirderingen av kolonnen, déar det syns att jonstyrkan i
mobilfasen har haft en stor paverkan pa retentionstiderna och toppsymmetrin for analyterna.
Retentionstiden blir kortare for samtliga analyter, férutom Budesonid, vid 6kad saltkoncentra-
tion och minskat pH. Effekten av jonstyrka, i form av tillsatts av salt i mobilfasen, ar storst
vid pH kring 4 i jamforelse med analyserna gjorda vid ldgre pH. Det framgar i figurerna 12,
14 samt 16 att lutningen ar brantare mellan analyserna utan salt och saltgradient, ju hogre
pH analyserna ar gjorda vid. Den mest troliga forklaringen ar att jonbytesmekanismen &ar mer
framtridande vid pH kring 4, och saltet konkurrerar da med analyterna om att interagera med
de laddade funktionella grupperna i stationérfasen och bidrar saledes till en snabbare eluering
av analyterna.

Effekten av salt ar inte lika pataglig vid pH 1,9, dér forklaringen kan ligga i huruvida jon-
bytesmekansimen inte &r lika framtriddande eftersom de funktionella grupperna i kolonnens
stationérfas har pK, 2. Det medfor att pH 1,9 bor ge en 50/50 deprotonering av de funktionella
grupperna och saledes svagare jonbyteskaraktéir &n de hogre pH-virdena. Det var med detta i
atanke analyserna gjordes vid pH 1,9 och 2,3; fér att undersoka huruvida jonbytesmekanismen
var delvis ddmpad vid pH under kolonnens pK, 2.

Jonbytesmekanismen forvintas vara stark &dven vid pH 6,2. Resonemanget styrks av resultaten
fran figur 18, eftersom retentionstiderna for de analyter med nettoladdning +1 blir mycket lang-
re. Dessa ldngre retentionstider missgynnar en verklig tillampning inom likemedelsindutrin, da
det Onskas sa korta retentionstider som mdojligt. Exempelvis har Propanolol en retentionstid
pa 21,91 minuter vid analysen med pH 6,2 och pumpgradient 20-5, med flodeshastighet pa 0,8
ml/min och 70 mM NH Ac i bada faserna. Vid jamforelse med analysen vid pH 2,3 med samma
pumpgradient och flodeshastighet, ér retentionstiden for samma analyt 11,65 minuter vilket ar
nastintill hélften sa lang.
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Budesonid foljer inte samma trend som 6vriga analyter géllande férandring i retentionstid vid
okad jonstyrka samt ligre pH. Det visas i figurerna 12, 14 samt 16; och beror troligtvis pa
att Budesonids potentiella laddning &r 0. Budesonids retentionstid dndras nagot mellan pH-
véardena som undersokt, dér skillnaden ar som storst mellan pH 4,2 och 6,2. Virt att notera &r
att denna skillnad kan bero pa att andelen organiskt 16sningsmedel, MeCN;, i buffersystemet &ar
olika mellan dessa tva analyserna.

I detta projekt har andelen organiskt 16sningsmedel i fas B varit 70/30 vid laga pH-véirden.
For pH 6,2 har en annan andel MeCN, 50/50 MeCN /buffert, anvints pa grund av problem
med 16slighet av NHyAc. Loslighetsproblematiken beror framforallt pa att NHyAc har en lag
16slighet i MeCN. Det ar onskvért att ha sa hog andel MeCN som mdjligt, da tillsatsen av
MeCN begransar analyternas hydrofoba interaktioner med stationdrfasen och saledes bidrar till
kortare retentionstider for analyterna.

Skillnaden i sammanséttning av mobilfasen med avseende pa andelen MeCN kan vara en for-
klaring till att retentionstiderna for Atenolol och Salbutamol inte paverkas lika mycket som hos
resterande substanser nédr pH gar fran 4,2 till 6,2. Dessa tva analyter har de ldgsta virdena
pa logP,., fordelningskoefficienten mellan n-oktanol och vatten. Atenolol och Salbutamol hade
varden pa 0,57 respektive 0,44; vilket skulle kunna vara en forklaring till att de paverkas minst
da de ar mer hydrofila och saledes trivs mer i bufferten. Enligt detta resonemang forvéntas Pro-
panolol som har hogst varde pa logP,. paverkas mest, vilket dven visas i figur 18. Resterande
analyter foljer trenden med 6kande retentionstid i forhallande till ett hogre logP,.-varde. Bu-
desonid avviker dock fran det forvantade utfallet sett till fordelningskonstanten, da den borde
fatt den tredje hogsta retentionstidsokningen. Retentionstidsokningen som erhalls liknar istéllet
en analyt med lagre logP,-virde. En mojlig forklaring till denna avvikelse kan vara att den ar
oladdad och darmed inte paverkas lika mycket som Gvriga analyter av jonbyteskaraktéiren. Det
hela tyder pa att det &r mer &n en faktor som avgor hur retentionstiderna varierar.

5.2 Pumpgradient och flodeshastighet

Pumpgradientens utformning har framst paverkat selektiviten i analyserna. Vid olika pH har
olika pumpgradienter visat sig vara mest gynnsamma. For pH 1,9 var 15-5 den mest optimala
av de undersokta pumpgradienterna for att uppna bést selektivitet och kortast retentionstider,
vilket visas i figur 11. Vid jamférandet av olika pumpgradienter for pH 2,3 vid samma flodeshas-
tighet, 0,6 ml/min, ses det att pumpgradienten 15-5 med en brantare linjar kning ger upphov
till mer sameluering. Nér den linjara okningen férlingdes med 5 minuter, till pumpgradienten
20-5, okade selektiviteten och saledes minskade samelueringen. Dessa forandringar kan kopplas
till att vid pumpgradient 15-5 sa ckar méngden MeCN snabbare gentemot vid pumpgradienten
20-5. Fordndringen i retentionstiderna kan som tidigare ndmnts kopplas till fordelningskoeffici-
enten mellan n-oktanol och vatten. Da analyterna &r relativt hydrofila medfor det att en 6kning
av MeCN resulterar i att analyterna bor eluera snabbare.

5.3 Repeterbarhet

Repeterbarheten hos kolonnen har 6verlag varit god da retentionstiden for analyserna i princip
varit samma. Retentionstiden avvek som mest mellan den férsta och sista injektionen, som visas
i tabell 13 dér den &ven blev gradvis ldngre for bade Salbutamol och Propanolol. Detta kan
tyda pa att jamviktningen av kolonnen inte har varit tillrdcklig, och att en lingre jamviktstid
kravts for att kolonnen ska stabiliseras fullstdndigt. Att kolonnen visar pa god repeterbarhet
ar viktig eftersom resultaten onskas vara repeterbara vid en storre méangd analyser.
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5.4 Felkallor

Substanserna som anvéndes under detta projekt visade pa viss nedbrytning, vilket var speciellt
tydligt for Formoterol dér 16sningen gick fran ofargad till gul. Aven i kromatogrammen som
erhallits gick det att se en trend med minskade toppareor, vilket troligtvis beror pa att substan-
serna brutits ned. En forklaring var att proverna forvarades i en metanollosning i rumstempe-
ratur istallet for i kylskap, vilket inte var mgjligt, och stamlésningarna byttes déarfor ut i mitten
av projektet. Nedbrytningen kan ha bidragit till mindre toppar, vilket syns i figurerna 13 och 15.

Under det laborativa arbetet anvéndes en pH-meter som fluktuerade mellan olika pH-vérden,
dér skillnaden kunde vara +0.4 for losningar med identisk sammanséattning, &ven nér den var
kalibrerad. Pa grund av osdkerheten kring pH, kan det inte sékerstéllas hur stor del av kolonnens
stationérfas, samt hur stor méangd av analyterna som varit protonerade respektive deprotone-
rade. For 16sningar dar pH-metern uppvisade skillnader for identisk sammanséttning, antogs
pH vara samma som det forst uppmétta pH-vérdet.

En ytterligare felkélla &r att det forekommit en stor del laborativt arbete. Exempelvis har
l6sningar vagts och volymbestamts, vilket bidragit till att en méansklig faktor spelat en viss roll.
Da olika personer genomfort momenten i det laborativa arbetet har det varit upptill den enskilda
individen hur noggrant de genomforts. Det moment som kan bidragit med storst osédkerhet var
volymbestimning, da bade métkolv och métglas anvéants och den senare visade sig vara mindre
exakt nar de tva jamfordes.

5.5 Fortsatta studier

Effekten som andelen MeCN i mobilfasen hade pa retentionstiderna kopplat till logP,.; upp-
tacktes forst i en senare del av projektet. Den sena upptéckten tillsammans med tidsbrist ledde
till att fler analyser kring dess effekter uteblev. Ett forsatt arbete for att utviardera denna aspekt
ar av intresse da det potentiellt kan vara en parameter som kan forbattra separationen, precis
som tillsatsen av salt visade sig vara.

Budesonids retentionstid vid pH 2,3 &r oberoende av jonstyrka i mobilfasen. Vid analyserna
med pH 4 férédndras dock Budesonids retentionstid, vilket inte forvéntas for en oladdad analyt.
Vad det kan bero pa dr oként och kan vara ett skil att analysen borde upprepas.

De otnskade interaktionerna som bland annat missténks resultera i den taling som setts hade
minst effekt vid pH 1,9. Har hade det varit mojligt att gora forsatta analyser och dndringar av
parametrarna for att uppna en béttre selektivtet samt béattre toppsymmetri. Det hade bland
annat varit av intresse att prova hogre saltkoncentrationer och annan utformning av pumpgra-
dienten. Det hade dven kunnat undersokas om en annan syra én fosforsyra hade paverkat och
haft en mer gynnsam effekt pa separationen.

I en fortsatt studie av kolonnen hade &ven jamviktstiden kunnat undersdkas mer noggrant,
i projektet har endast tva olika jamviktstider anvénts, 5 och 10 minuter, varvid den kortare
mest troligt hade kunnat ersétta den langre for samtliga analyser. Det hade varit intressant att
se om en kortare jamviktstid hade gett fortsatt god repterbarhet samt att den skulle métas i
kolonnvolymer istéllet for i tid. Méter man i kolonnvolymer hade det enklare kunnat kopplas
till lodeshastigheten pa mobilfasen och dérmed appliceras enklare i andra situationer.

Konditioneringstiden fér kolonnen har inte undersokts i detta projekt i enlighet med avgréns-
ningarna. Det hade varit av intresse att bestdmma den optimala konditioneringstiden som 6ns-
kas vara sa kort som mojligt. Istéllet for att, som i detta projekt, anvénda en konditioneringstid
som var avsedd att ha god marginal for att uppna repeterbara forhallanden i kolonnen.
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6 Slutsats

Problematiken som metanol ger upphov till har visat sig svarlést men med bakgrund av erhallna
resultat och forda diskussioner kan slutsatsen dras att den konstanta saltkoncentrationen visat
sig vara mest lovande for att erhalla korta retentionstider med forhallandevis god selektivitet.

De forsok till optimering som genomforts har néastintill lyckats undvika sameluering helt, fram-
forallt i analysen vid pH 2,3 dér det i princip sker fullsténdig separation. Det var ett av de mal
som satts upp for detta projekt. Med andra ord &r det férsta delproblemet i stort sett avklarat.

Delproblem nummer tva var att undvika langa retentionstider, vilket har visats sig vara lite av
en tolkningsfraga kring vad det egentligen innebér. Vid pH 2,3 &r den ldngsta retentionstiden
11,65 minuter vilket tillsammans med en jiamviktstid pa 5 minuter leder till en total analystid
pa 16,65 minuter. For ett helautomatiserat laboratorie skulle det resultera i att det &r mojligt
att genomfora 86 analyser pa ett dygn, vilket far ses som ett godtagbart utfall.

Rorande toppsymmetrin och breda toppar kopplade till oonskade interaktioner har inte detta
helt lyckats undvikas. Ett arbete som skulle utga fran projektets resultat har stor potential att
16sa delproblemet som kvarstar.

Sammanfattningsvis har tva av tre delproblem 16sts inom ramen for detta projekt och i for-
hallande till tidsramen kan kolonnen anses vara lamplig for vidare arbete. Det forsatta arbetet
skulle kunna fokusera pa att 16sa problemet med de nagot breda topparna och med viss grad
av tailing vid pH 2,3. I stort sett har kolonnen, Coresep 100, visat att det finns mojlighet att
undvika problematiken orsakad av metanol med hjilp av den kombinerade retentionsmekanis-
men.
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Bilagor
A Program

Genomforande av separation och analys gjordes med hjilp av kromatografimjukvaran Chrome-
leon™. For att kunna genomfora analyserna krivs det som i Chromeleon™ kallas pumpprogram
och sekvens.

I pumpprogrammet bestdmdes parametrar som detektionsvagliangd, analystid samt om analysen
ska genomféras med isokratisk eluering eller gradienteluering. Vid gradienteluering bestdmdes
hur stor den linjira okningen av fas B skulle vara, som sedan foljdes av en plata innan gradi-
enten atergick till det initiala stadiet. Gradientens utformning justerades genom att fordndra
tiden for den linjéra 6kningen och platan. En flackare lutning uppnaddes genom att den linjéra
okningen skedde under en ldngre tid och det omviéinda for en brantare lutning. I programmet
valdes dven start- och slutandel av fas A respektive fas B.

Nér sekvenserna skapades bestdmdes antalet prover som skulle analyseras, provernas injektions-
volym samt vilket pumpprogram som anvindes fér analysen.
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B Figurer

B.1 Substanser

I foljande avsnitt presenteras molekylstrukturen hos de studerade substanserna.

HCI

OH

Ir=

Figur B.1: Molkeylstruktur fér Alprenolol (CC BY 2.0) [23].

ZT

HO

Figur B.2: Molkeylstruktur for Atenolol (CC BY 2.0) [23].

Figur B.3: Molkeylstruktur fér Budesonid (CC BY 2.0) [23].
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Figur B.4: Molkeylstruktur fér Formoterol (CC BY 2.0) [23].
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Figur B.5: Molkeylstruktur for Metoprolol (CC BY 2.0) [23].

HN
HO

HCI

Figur B.6: Molkeylstruktur for Propanolol (CC BY 2.0) [23].
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Figur B.7: Molkeylstruktur for Salbutamol (CC BY 2.0) [23].
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B.2 Gradienter

I foljande avsnitt visas pumpgradienter samt verkliga gradienter vid mobilsammanséttning for
pH 1,9.

Fas A [%] Fas B [%]
A
95
? 10
5 : A
15 20 Tid [min]

Figur B.8: Pumpgradient 15-5 som visar hur stor andel av fas A och fas B som anvinds vid analyser.
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Figur B.9: Verklig gradient foér analys vid pH 1,9 med pumpgradienten 15-5 och med inget salt i nagon av faserna.
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Figur B.10: Verklig gradient for analys vid pH 1,9 med pumpgradienten 15-5 och med saltgradient med fas B innehallande
70 mM NaCl.
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Figur B.11: Verklig gradient for analys vid pH 1,9 med pumpgradienten 15-5 och med konstant saltkoncentration om 70
mM NaCl.
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Figur B.12: Pumpgradient 20-5 som visar hur stor andel av fas A och fas B som anvénds vid analyser.

MeCN [%] [H;PO,]

A

90 2,85 mM

0,3 mM

M
T

20 2'5 Tid [mm]

Figur B.13: Verklig gradient f6r analys vid pH 1,9 med pumpgradienten 20-5 och med inget salt i nagon av faserna.
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Figur B.14: Verklig gradient for analys vid pH 1,9 med pumpgradienten 20-5 och med saltgradient med fas B innehallande
70 mM NaCl.
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Figur B.15: Verklig gradient f6r analys vid pH 1,9 med pumpgradienten 20-5 och med konstant saltkoncentration om 70
mM NaCl.
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B.3 Kromatogram

I foljande avsnitt visas samtliga kromatogram for analyser gjorda vid pH 1,9; 2,3; 4 samt 6,2.
Vid pH 2,3 samt pH 4 har dven repeterbarhetsanalyser gjorts, vilka dven presenteras i féljande
avsnitt.

B.3.1 pH 1,9

I foljande avsnitt kommer samtliga kromatogram for analyser vid pH 1,9 att presenteras.

B.3.1.1 pH 1,9 - Utan salt

180120 WVL:255 nm
| %D:0.0%
150+ 95.0
1004 |
50— |
Y———————— -~
i min
o4 e e e e s e e e s s e o B BRI o SR e
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Figur B.16: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol', Budesonid?,
Alprenolol och Propanolol. Analys med flddet 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med inget salt i ndgon av faserna.
Notera att fas B hér bendmns som “C”.

Injektionsvolym: 0,5 ul
%Injektionsvolym: 0,25 ul
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140 mAU WVL:255 nm
| %D: 0.0 %
100
50
8 o
f’z&CT‘rﬁﬁ%
%8B 0.0 %
Flow: 0.600 ml/min
min
20— 77 7T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Figur B.17: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Budesonid®, Formoterol?,
Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,6 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med inget salt i nagon av faserna.
Notera att fas B hir bendmns som “C”.

njektionsvolym: 0,25 ul
2Injektionsvolym: 0,5 sl

1201 A0 WVL:255 nm
1 %D:0.0%
. 95.0
75 }
50
b - - fﬂ“x‘ ——— N\
25i%Jt’t‘ — —/; ——— : \\“' —]
U %C:10.0 % 0
1 Flow: 0.800 ml/min
] min
e 0 s e e R S S O e S R
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Figur B.18: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Budesonid®, Formoterol?,
Alprenolol och Propanolol. Analys med flddet 0,8 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med inget salt i ndgon av faserna.
Notera toppen for Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hiar bendmns som “C”.

njektionsvolym: 0,25 ul
Injektionsvolym: 0,5 pl
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B.3.1.2 pH 1,9 - Med saltgradient

80.0

mAU WVL:255 nm

%D: 0.0 %

T T T T

min

-10.0 T T T T I T T l T T I T T l T T | T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.19: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol', Budesonid?,

Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med saltgradient om 70 mM NaCl
i fas B. Notera toppen fér Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hiar bendmns som “C”.

T T T T T T

njektionsvolym: 0,5 pl
?Injektionsvolym: 0,25 pl

70-0TmAu WVL:255 nm
| %D:0.0%
] i
40.0- T |
_ e R 5
20.0- , | |
[ :
s N
; j%e.*ro.o/fa\ ﬂ\ L —
qﬂ 04 H: gg OQ J \
Flow: 0.600 miI/min
min
el 5 e e e e e B e e S S e SR o e e
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Figur B.20: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol!, Budesonid?,
Alprenolol och Propanolol. Analys med flsdet 0,6 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med saltgradient om 70 mM NaCl
i fas B. Notera toppen for Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hir bendmns som “C”.

Injektionsvolym: 0,5 ul
%Injektionsvolym: 0,25 ul
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60.0 7 AU WVL:255 nm
1 %D:0.0%
= 228
37.5 . |
| |- 1
25.0 i |
i | “I :
) e R 1
125_8 . {\ ‘l “\ :
T ‘-g - - — WAV = _  ———— : ~ }
A %C:10.0 % M\ -10.0
A-%B:0.0'% - - - -
1 Flow: 0.800 ml/min
T min
-100——— 777 T T T T 1
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Figur B.21: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol', Budesonid?,
Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,8 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med saltgradient om 70 mM NaCl
i fas B. Notera toppen fér Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hiar bendmns som “C”.

'Injektionsvolym: 0,5 pl
?Injektionsvolym: 0,25 pl

B.3.1.3 pH 1,9 - Konstant saltkoncentration

140 AU WVL:255 nm
| %D:0.0%
i e il
100+ |
50— | |

Flow: 0.600 ml/min

min

-20 T T T T l T T I T T I T T ‘ T T [ T T

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.22: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol', Budesonid?,
Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med konstant saltkoncentration om

70 mM NaCl. Notera toppen for Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hdr bendmns som
“C”.

T T T T T T T T T T

Injektionsvolym: 0,4 ul
%Injektionsvolym: 0,2 ul
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120

mAU WVL:255 nm
%D: 0.0 %

R R
©
o
o

e —

%B0.0°% —J

1 Flow: 0.600 mi/min

min
-20 T T T T [ T T I T T [ T T 1 T T | T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.23: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol', Alprenolol,
Budesonid? och Propanolol. Analys med flodet 0,6 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med konstant saltkoncentration

om 70 mM NaCl. Notera toppen fér Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hir bendmns
som “C”.

T T T T T T T T T T

Injektionsvolym: 0,4 ul
%Injektionsvolym: 0,2 ul

1001 A0 WVL:255 nm
1 %D:0.0%

80— ho

60-

40~ )

Z(FE; ) a ““'\,
B yedope i\ W\ ——————————————qpyg |
4 %BL0.0% [J\ *********
| min

s e e e s e e e o e e e s e e e e P e o s B RS
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0

Figur B.24: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol!, Alprenolol,
Budesonid? och Propanolol. Analys med flédet 0,8 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med konstant saltkoncentration
om 70 mM NaCl. Notera toppen fér Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hir bendmns
som “C”.

njektionsvolym: 0,4 pl
2Injektionsvolym: 0,2 ul
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B.3.2 pH 2,3

I foljande avsnitt kommer samtliga kromatogram foér analyser vid pH 2,3 att presenteras.

B.3.2.1 pH 2,3 - Utan salt

1 /mAU WVL:255 nm

%D: 0.0 %

min

T T T T T T T T T T

T [ T T I T T | T T 1 T T [ T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.25: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid', Metoprolol, Formoterol?,

Alprenolol och Propanolol. Analys med flsdet 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med inget salt i ndgon av faserna.
Notera att fas B hir bendmns som “C”.

njektionsvolym: 0,25 ul
Injektionsvolym: 0,5 pl
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MO AU WVL:255 nm

%D: 0.0 %

min

T [ T T I T T | T T } T T [ T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.26: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid', Metoprolol, Formoterol?,

Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,6 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med inget salt i nagon av faserna.
Notera att fas B hir bendmns som “C”.

njektionsvolym: 0,25 ul
2Injektionsvolym: 0,5 jl

80.0

mAU WVL:255 nm
%D: 0.0 %

min

-10_0 T T T T I T T } T T | T T [ T T | T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.27: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid®, Metoprolol, Formoterol?,

Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,8 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med inget salt i nagon av faserna.
Notera att fas B hir bendmns som “C”.

T T T T T T T T

njektionsvolym: 0,25 ul
2Injektionsvolym: 0,5 jl
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B.3.2.2 pH 2,3 - Med saltgradient

140

mAU WVL:255 nm
%D: 0.0 %

Flow: 0.600 ml/min

min
-20 T T T T [ T T I T T I T T ‘ T T [ T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.28: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol!, Budesonid?,

Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med saltgradient om 70 mM NaCl
i fas B. Notera toppen for Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hér bendmns som “C”.

T T T T T T T T

Injektionsvolym: 0,5 ul
%Injektionsvolym: 0,25 ul

1207 AU WVL:255 nm
1 %D:0.0%
i =0
75
50
25g
4 %C:10.0
1 Flow: 0.600 ml/min
1 min
o e S e s e RS S S B
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0

Figur B.29: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol', Budesonid?,
Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,6 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med saltgradient om 70 mM NaCl
i fas B. Notera toppen for Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B har bendmns som “C”.

"njektionsvolym: 0,5 pl
%Injektionsvolym: 0,25 pl

B.15



mAU WVL:255 nm

%D: 0.0 %

min
-10.0 T T T T I T T 1 T T | T T [ T T | T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.30: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol', Budesonid?,
Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,8 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med saltgradient om 70 mM NaCl
i fas B. Notera toppen fér Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hiar bendmns som “C”.

T T T T T T T T

njektionsvolym: 0,5 pl
?Injektionsvolym: 0,25 pl

B.3.2.3 pH 2,3 - Konstant saltkoncentration

12071 AU WVL:255 nm

%D: 0.0 %

25¢

Flow: 0.600 mli/min

min
T T T T l T T I T T I T T 1 T T [ T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.31: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol!, Budesonid?,
Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med konstant saltkoncentration om

70 mM NaCl. Notera toppen fér Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hiir bendmns som
“C”.

T T T T T T T T

n
(=]

Injektionsvolym: 0,5 pl
Injektionsvolym: 0,25 pl
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90TmAU WVL:255 nm
1 %D:0.0%

10 min
B L R E R e e ) K e e R L L ) B S e PR e
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Figur B.32: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol!, Budesonid?,
Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,6 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med konstant saltkoncentration om

70 mM NaCl. Notera toppen fér Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hir bendmns som
“C”.

Injektionsvolym: 0,5 pl
Injektionsvolym: 0,25 pl

80.0

mAU WVL:255 nm
%D: 0.0 %

-10.04+———————
0.0 5.0

min
T | T T

25.0 30.0
Figur B.33: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Metoprolol, Formoterol', Budesonid?,

Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,8 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med konstant saltkoncentration om

70 mM NaCl. Notera toppen for Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B hiar bendmns som
“C”.

T T T T T T

S5 i o i o
10.0 15.0 20.0

Injektionsvolym: 0,5 ul
%Injektionsvolym: 0,25 ul
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B.3.2.4 pH 2,3 - Repeterbarhet

30.010AU WVL:255 nm

%D: 0.0 %

min
T | T T
25.0 30.0

T T T T T T T T T T

T I T T | T T I T T I T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0
Figur B.34: Kromatogram som visar repeterbarhet av mix med substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Formoterol, Budesonid

och Propanolol, Analys med flédet 0,8 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med salt i bada faserna. Notera att fas B hir
bendmns som “C”.

B.3.3 pH4

I foljande avsnitt kommer samtliga kromatogram fér analyser vid pH runt 4 att presenteras.

B.3.3.1 pH 4 - Utan salt

1207 a0 WVL:255 nm
1 %D:0.0 %
B e
75+ |
50 |
25—:8 7_,7f123 -
B %C100% — 100
4 Flow: 0.600 ml/min
7 min
27 7 T T 1 T T T T T T ] T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Figur B.35: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Budesonid!, Salbutamol, Atenolol, Formoterol? och Metoprolol.
Analys med flédet 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med inget salt i ndgon av faserna. Notera att fas B hir bendmns
som “C”.

njektionsvolym: 0,25 ul
Injektionsvolym: 0,5 ul
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1201 A0 WVL:255 nm
1 %D:0.0%
i Do
75+ ) |
50 |
25—:8 ,,,_TIE -
j4\@65107.0°70777 o ;1Q,£_
4 Flow: 0.600 ml/min
] min
o~ o e e e e e e e ) S e e e e B e R s B
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Figur B.36: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Budesonid!, Salbutamol, Atenolol, Formoterol®, Metoprolol
och Atenolol. Analys med flddet 0,6 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med inget salt i nagon av faserna. Notera att fas
B har bendmns som “C”.

njektionsvolym: 0,25 ul
2Injektionsvolym: 0,5 jl

o _mAU WVL:255 nm
%D: 0.0 %
’ e
60— . . ‘
40~ - }
il . ’/N\g‘
BW S —————— N R 101, E—

+Fewosomt;en—7—
-10 T T T T [ T T | T T | T T ‘ T T ‘ T T T

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.37: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Budesonid', Salbutamol, Atenolol, Formoterol?, Metoprolol

och Salbutamol. Analys med flédet 0,8 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med inget salt i nagon av faserna. Notera att
fas B héar bendmns som “C”.

min

T T T T T T T T

njektionsvolym: 0,25 ul
2Injektionsvolym: 0,5 jl
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B.3.3.2 pH 4 - Med saltgradient

140

mAU WVL:255 nm
%D: 0.0 %

Flow: 0.600 ml/min

min
-20 T T T T [ T T I T T I T T } T T [ T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.38: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid®, Metoprolol, Formoterol?,

Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med saltgradient om 70 mM NaCl
i fas B. Notera att fas B hér bendmns som “C”.

T T T T T T T T

njektionsvolym: 0,25 ul
?Injektionsvolym: 0,5 ul

100

ImAU WVL:255 nm
1 %D:0.0 %

min

T T T T T T T T T T

T [ T T I T T I T T ‘ T T [ T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.39: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid!, Metoprolol, Formoterol?,

Alprenolol och Propanolol. Analys med flsdet 0,6 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med saltgradient om 70 mM NaCl
i fas B. Notera att fas B hiar bendmns som “C”.

Injektionsvolym: 0,25 ul
%Injektionsvolym: 0,5 ul
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mAU WVL:255 nm

%D: 0.0 %

min

T T T T T T T T T T

T I T T I T T I T T l T T | T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.40: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid®, Metoprolol, Formoterol?,

Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,8 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med saltgradient om 70 mM NaCl
i fas B. Notera att fas B hir bendmns som “C”.

njektionsvolym: 0,25 ul
Injektionsvolym: 0,5 ul
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B.3.3.3 pH 4 - Konstant saltkoncentration

120

mAU WVL:255 nm
%D: 0.0 %

25—

Flow: 0.600 ml/min

min
-20 T T T T [ T T I T T I T T } T T [ T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.41: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid', Metoprolol, Formoterol?,
Formoterol®, Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med konstant saltkon-

centration om 70 mM NaCl. Notera toppen for Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B
har bendmns som “C”.

T T T T T T T T T T

njektionsvolym: 0,25 ul
2Injektionsvolym: 0,5 jl
3Dubbeltopp av Formoterol
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100 TmAU WVL:255 nm

1 %D:0.0%

min
T [ T T I T T I T T } T T [ T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.42: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid!, Metoprolol, Formoterol?,
Formoterol®, Alprenolol och Propanolol. Analys med flodet 0,6 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med konstant saltkon-

centration om 70 mM NaCl. Notera toppen for Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B
hér bendmns som “C”.

T T T T T T T T

njektionsvolym: 0,25 ul
2Injektionsvolym: 0,5 pl
3Dubbeltopp av Formoterol

80.0 mAU WVL:255 nm

%D: 0.0 %

min

-10_0 T T T T I T T } T T | T T [ T T | T T T

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.43: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid', Metoprolol, Formoterol?,
Formoterol®, Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,8 ml /min, pumpgradienten 20-5 och med konstant saltkon-
centration om 70 mM NaCl. Notera toppen for Atenolol, som skyms bakom texten i kromatogrammet, samt att fas B
hér bendmns som “C”.

T T T T T T T T

Injektionsvolym: 0,25 ul
2Injektionsvolym: 0,5 jl
3Dubbeltopp av Formoterol
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B.3.3.4 pH 4 - Repeterbarhet

30.0

_mAU WVL:255 nm
%D: 0.0 % ©
QA

18l o
=

ow: 0.800 ml/min

min
-5.0 T T T T l T T I T T l T T l T T I T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.44: Kromatogram som visar repeterbarhet av mix med substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Budesonid, Formoterol

och Propanolol, Analys med flédet 0,8 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med salt i bada faserna. Notera att fas B hir
bendmns som “C”.

T T T T T T T T

B.3.4 pH 6,2

I foljande avsnitt kommer samtliga kromatogram for analyser vid pH 6,2 att presenteras. Vid
pH 6,2 koérdes endast konstant saltkoncentration.
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B.3.4.1 pH 6,2 - Konstant salt

45.0 mAU WVL:255 nm
- %D:0.0%

| min
-5.0 T T T T [ T T T T I T T T T } T T T T I T T T T [ T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.45: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid®, Metoprolol, Formoterol?,
Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,6 ml/min, pumpgradienten 15-5 och med konstant saltkoncentration om
70 mM NH4Ac. Notera att fas B hér bendmns som “C”.

njektionsvolym: 0,25 ul
2Injektionsvolym: 0,5 ul

85.0 mAU WVL:255 nm
| %D: 0.0 %
| ®o0
20.0- |
10.0 - A
-E A | | \\
9 I TN
‘A ‘ o .
‘ Iow: 0.600 ml/min
min
-5_0 T T T T [ T T T T I T T T T 1 T T T T I T T T T [ T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Figur B.46: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid®, Metoprolol, Formoterol?,
Alprenolol och Propanolol. Analys med fldet 0,6 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med konstant saltkoncentration om
70 mM NH4Ac. Notera att fas B hir bendmns som “C”.

njektionsvolym: 0,25 pl
Injektionsvolym: 0,5 ul
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mAU WVL:255 nm
1 %D:0.0%

40.0- B0 |

30.0 g i

20.0 ) 3

1004 _ . B :

%B:0.0% [\ =

=) 4 .
FIOW: U oUU /N

-

min
-5.0 T T T T [ T T I T T } T T I T T [ T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Figur B.47: Kromatogram som visar substanserna: (fr.v.) Salbutamol, Atenolol, Budesonid®, Metoprolol, Formoterol?,

Alprenolol och Propanolol. Analys med flédet 0,8 ml/min, pumpgradienten 20-5 och med konstant saltkoncentration om
70 mM NH4Ac. Notera att fas B hir bendmns som “C”.
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C Berikningar

C.1 Provspiddning av likemedelsubstanser till 1 mM

For att omvandla koncentrationerna fran 1 mg/ml till mol/l med avseende pa likemedelssub-
stanserna anvéndes ekvationerna (C.1) och (C.2)

n
== C.1
=5 (1)
déar ¢ ar koncentration, n ir antalet mol och M ar molmassa.
m
= — C.2
n=1 (C2)

dér m &r massa. Ekvationerna (C.1) och (C.2) kombineras och ger ekvation (C.3)

m-V 1-1 1
S C.3
TCTTM T MM (C3)
For att berdkna den volym som kridvdes av respektive substans for att erhalla 6nskad volym
och koncentration anvindes ekvation (C.4) och (C.5)

c-Vi=ca-Va (CA4)

cy - Vo

1

Vi = (C.5)

Volymen metanol for att spada respektive substans berdknades enligt ekvation (C.6)

Vmetanol - ‘/2 - ‘/1 - 175 - ‘/1 (CG)

C.2 Beredning av mobilfaser
C.2.1 pH1,9 & 2,3

Koncentrationen av fosforsyra réknades ut enligt ekvation (C.7)

Viyp0,-0.84-p

CH3PO, = + (C?)

dér cp,po, ar koncentrationen hos fosforsyran, Vi, po, dr volym av fosforsyra, M é&r fosforsyrans
molmassa (97,994 g/mol) samt p &r fosforsyrans densitet (1880 g/1). Den uppmétta volymen av
fosforsyra multiplicerades med 0,84, eftersom 84 volymprocentig fosforsyra anvéindes. Volymen
V' approximerades till 1 liter eftersom bidraget fran fosforsyran anses forsumbart.

Koncentrationen av salt riknades ut enligt ekvation (C.8)

MNaCl

CNaCl — g (CS)

dér M ar natriumklorids molekylvikt (58,44 g/mol) och V approximerades vara 1 liter enligt
tidigare resonemang.

C.1



C.2.2 pH 3,8 & 4,2

Koncentrationen av natriumacetat réknades ut enligt (C.9)

MNaAc

CNaqAc = % <C9)

dar M &r natriumacetats molekylvikt (82,03 g/mol) och V &r totalvolymen i 16sningen som
approximerades till 1 liter enligt tidigare resonemang.

C.2.3 pH 6,2

Massan natriumacetat raknades ut enligt (C.10)

My ac = M - CNpy A (C.10)

dar M ar ammoniumacetats molekylvikt (77,08 g/mol) och ¢ypy, 4. dr den dnskade koncentra-
tionen av saltet i l6sningen som var 70 mM.
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D Tidsplan

Tidsplanen for det hér projekt presenteras i ett ganttschema i figur D.1 for att ge en 6verblick
over viktiga datum och deadlines, samt mojliggora strukturering av arbetet fran projektets
borjan.

Genomgaende under projektet kommer moten med handledarna Per Malmberg och Jan Olof
Svensson hallas pa fredagar klockan 08.00 for reflektion och fragestéllning angaende vad som
genomforts under veckan och vad som ska paborjas ndstkommande vecka. I samband med dessa
moten kommer gruppmedlemmarna ha ett internt mote for reflektion 6ver den aterkoppling
som fas fran handledarna. Kontakt med handledaren Anna Granfors kommer ske innan labo-
rationstillfille for att tillhandahalla substanser fran AZ. Mittmdéte &r planerat att ske den 25/3
dér en presentation av hur arbetet har gatt dittills kommer presenteras.

Viktiga datum att forhalla sig till &r inlimning av planeringsrapporten den 7/2; inlamning av
slutrapport den 12/5, skriftlig opposition den 19/5, muntlig presentation och opposition pa
Chalmers den 25/5 samt presentation pa AZ under vecka 21. Gruppen har satt som mal att
vara klar med respektive inlimningar tre dagar innan satt deadline for att undvika att nagot
krockar med Overlappande kurs. Foreldsningar med biblioteket &r inplanerade och alla forvintas
delta pa dessa, dven de frivilliga, i avsikt att halla arbetet igang samt att det kan vara bra for
arbetsmoralen inom gruppen.

Virt att nimna om ganttschemat dr att de olika delarna kan kréva olika mycket tid da vissa
infaller under samma veckor, till exempel kommer biblioteksforeldsningarna endast ta nagra
timmar. Schemat &r mest till for att se under vilka perioder saker kommer att vara aktuella.
Vissa delar sker ocksa omlott, sa som laborativt arbete, litteraturstudie samt rapportskrivning
vilka sker parallellt for att exempelvis kunna svara pa fragestéllningar som tillkommer under
laborationer. Projektet ér saledes en iterativ process.
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Figur D.1: Gantt-schema for projektet
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