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การเลือกใชง้าน LC คอลมัน์และการแกปั้ญหา
เบืองตน้

จนัทรเ์พ็ญ ชยัวงศข์จร

บ.สิทธิพร แอสโซซิเอส จาํกดั

21 กมุภาพนัธ ์2566
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Packing material (silica gel)

HOW HPLC COLUMNS WORK
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LC COLUMN TYPE

• NORMAL PHASE COLUMN

• REVERSE PHASE COLUMN

• ION EXCHANG COLUMN

• SIZE EXCLUSION COLUMN

• CHIRAL COLUMN

มีใหเ้ลือกใช้มากทสุีด

Stationary phase = Non-Polar (C18)

RED คือ สารท ีPolar มากทสีดุ

BLUE คือ สารที Polar รองลงมา

GREEN คือ สารที polar นอ้ยทสีดุ 

REVERSE PHASE CHROMATOGRAPHY

Mobile phase 
= Polar (Aqueous)
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COLUMN CHARACTERISTICS

• STRUCTURE OF SILICA

• BONDING TYPE

• PORE SIZE

• SURFACE AREA

• END CAPPING

• PARTICLE SIZE 

• ID & COLUMN LENGHT
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SILICA BASE

การพฒันาคณุภาพ ของ Siliga Base เพอื 

- Pressure resistant
- pH Resistant
- Strong condition use
- Retention 

PORE SIZE

The smaller the pore size, the greater 
the surface area

การแยกของ Reverse Phase จะเกิดท ีSurface 
area 
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END CAPPING

• REDUCES SILANOL ACTIVITY

• SECONDARY BONDING STEP TO “COVER” UNREACTED SILANOL SITES AFTER FIRST STEP

SILANOL ACTIVITY ทาํใหเ้ห็นพีค ไม ่SYSMETRY ได ้

BONDING CHEMISTRY

• C4, C6

• C8 >> USP L7

• C18 >>  USP-L1-L2 

• PHENYL >> USP L11

• CN >> USP L10

• NH2 >> USP L8

• อืนๆ 
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ทบทวนความรู้พืนฐาน VAN DEEMTER THEORY

Mobile Phase
Column bonding
Temperature
Column????

การเลือกคอลมัน ์มีปัจจยัอยา่งไรบา้ง เมือ BOND PHASE เหมือนกนั

• PARTICAL SIZE

• ID COLUMN

• COLUMN LENGTH
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COLUMN SIZE VS. EFFICIENTCY

Column Length (L) = 250 mm = 250,000 um
Dp = 5um 

N =    L = 250,000 = 50,000 
Dp 5
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UPDATE COLUMN ใหม่ๆ มีอะไรบา้งทีตอ้งพิจารณา

 Core–shell particles consist of a solid core 

coated with a layer of porous silica that is deposited 
either in layers or a single coating, depending on the 
manufacturer. 

ประโยชนที์ได ้เมอืเทียบกบั Fully Porous ทวัไป 

narrower particle size distribution
significantly lower back pressures

 ปัจจุบัน Core shell column มีหลากหลายใหเ้ลือกทุกยหีอ้ มีตงัแต ่Analytical ถึง Preperative scale
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DECREASE  PARTICLE SIZE- LOWER LEVEL OF 
DETECTION AND QUANTITATION
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100% Aqueous ,
good peak shape 
for basic 
compound

Polar & Non-Polar 
retention , for
100% Aqueous 
mobile phase

High pH stable C18 Improved peak 
shape of basic 
compound and 
increased retention 
of acidic
compound

Core-Shell C18 
universal

Core-Shell C8 
universal

pH Range  1.5-8.5

USP L1
pH Range  1.5-8.5
USP L1

pH Range  1-12 USP 
L1

pH Range  1.5-8.5
USP L1

pH Range  1.5-8.5
USP L1

pH Range  1.5-8.5
USP L7

RELATING SELECTIVITY TO UHPLC STATIONARY PHASE
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POLAR SELECTIVITY OF 
CATECHOLAMINES
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