Tap chi Khoa hoc va Kinh té Phdt trién Trweong Pai hoc Nam Cén Tho

ISSN: 2588 1272. 86 19 (2022)

Tap chi Khoa hoc va Kinh té Phat trién
Truwong Dai hoc Nam Can Tho

Website: jsde.nctu.edu.vn

PHUONG PHAP UHPLC VA MOT SO VAN PE LIEN QUAN

Huynh Phuong Théo!

!Khoa Duoc, Truong Pai hoc Nam Can Tho
*Ngwoi chiu trach nhiém bai viét: Hupnh Phiong Thdo (email: hpthao@nctu.edu.vn)

Ngay nhan bai: 18/10/2022
Ngay phan bién: 15/11/2022
Ngay duyét dang: 10/12/2022

Title: UHPLC method and
some related issues

Keywords: drug
development, life sciences,
liquid chromatography,
UHPLC

Trr khoa: khoa hoc doi
séng, phat trién thuéc, sdc
ky long hiéu nang cao, sdc
ky long siéu cao dp

ABSTRACT

High performance liquid chromatography (HPLC) is a
popular analytical method in the pharmaceutical, cosmetic, food,
and environmental fields. The need for life sciences and drug
development is driving HPLC techniques towards higher
resolution, sensitivity, and throughput. Ultra high-pressure liquid
chromatography (UHPLC) is a major innovation in modern
HPLC, setting a new standard of performance for faster analysis,
higher resolution, and improved precision. The article provided
some basic information related to the UHPLC system.
TOM TAT

Sdc ky long hiéu ndang cao (High performance liquid
chromatography, HPLC) la phwong phdp phdn tich phé bién trong
linh viee dwge pham, my phiam, thiee phdam va méi trwong. Nhu cau
phat trién khoa hoc doi song va phdt trién thuéc dang thiic day ky
thudt HPLC huong toi do phan giai, do nhay va thong luong cao
hon. Ky thudt sdc ky long siéu cao dp (Ultra high-pressure liquid
chromatography, UHPLC) la budc cdi tién quan trong cia ky
thudt HPLC hién dai, thiét ldp mét tiéu chudn méi vé hiéu nang dé
phan tich nhanh hon, do phdn giai cao hon voi do chinh xac duoc
cdi thién. Bai viét cung cdp mét sé théng tin co ban lién quan dén
hé thong UHPLC.
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1. GIOI THIEU

Séc ky long 1a mot trong nhitng k¥ thuat
phan tich dugc st dung rong rai hién nay. Trong
vai ndm qua, mot s6 cai tién déang ké da duoc
dua ra dé thuc hién cac phan tich thong luong
cao va hiéu qua cao do nhu cau xir 1y s6 lugng
phan tich ngay cang ting va cic mau ngay cang
phire tap hon [1]. Linh vuc dugc phim, véi nhu
cdu nang cao ning suat va giam chi phi, 1a mot
trong cac dong lyc chinh thic day qua trinh
phan tich nhanh hon. Sy phan tach hiéu qua cao
cling can thiét cho nhiéu ung dung, bao gdom
proteomics, phan tich dich chiét duogc liéu va
chat chuyén hoa, tit ca déu xir Iy cic miu rat
phuc tap. Véi cac mau khac nhau nhu vay, hé
thdng sic ky long hiéu ning cao (high-
performance liquid chromatography, HPLC)
thong thuong c6 mot s6 han ché rd rang. Trong
sb6 cac chién lugc khac nhau duge sir dung dé
dat dugc sy phan tich nhanh va d¢ phan giai
cao, sic ky long siéu cao ap (Ultra-high-
pressure liquid chromatography, UHPLC) da
nhanh chéng duoc cong nhan la mot cong cu
phan tich manh mé [2].
2. PHUONG TIEN VA PHUONG PHAP

Hé théng UHPLC thwong mai dau tién,
Acquity UPLC, dugc gidi thi¢u bdi Waters
Corporation vao nim 2004. UPLC 1a tir viét
tit cua  “Ultra  performance  liquid
chromatography”, sic ky long siéu hiéu ning,
1a tén thuong mai duoc dang ky doc quyén cua
hang Water va ciing 1a hé théng UHPLC dau
tién dugc gidi thi¢u ra thi truong. N6 dugc
trang bi mot may bom nhi phan vai gidi han ap
sudt 12 15.000 psi, mot bo 1dy miu tw dong va
mot dau do diy diode quang (PDA) véi té bao
dong PDA 0,5 puL [3]. Hé théng dugc gidi thidu
cung vadi cot C18 va C8 co duong kinh trong
2,1 va 1,0 mm, duoc nhdi céac hat pha tinh lai

1,7 pm. Ngay nay, qua trinh chuyén dbi tur
HPLC sang UHPLC d3 hoan tat véi viéc tat ca
céc nha san xuat 16n déu cung cép hé thong
UHPLC c6 kha ning tao ap sut hé thong tur
15.000 dén 22.000 psi [3]. Ap suat hé thong
cao hon cho phép st dung céc cot chira cac hat
pha tinh rat nho dé phan tach nhanh hon va tbt
hon cac mau phuc tap.
3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1 Kich thuéc hat pha tinh

Trong sic ky long (LC), ngudi ta thdy rd
rang viéc giam kich thudc hat (d) co thé cai
thién hiéu qua sic ky. Viéc giam d cho phép
phan tach nhanh hon ciing nhu tang sé luong dia
1y thuyét cua cot. Pa co su phat trién lién tuc
trong viéc giam kich thudc hat pha tinh ma dinh
diém la viéc thuong mai hoa cac cot chira cac
hat nho hon 2 pm. Nhiing hat nhd nay da cai
thién dang ké hiéu qua phan tich vi s6 dia ly
thuyét (N) va van tdc tuyén tinh pha dong t6i uu
(u) déu ty 1& nghich v&i duong kinh hat d,.

Niam 2004, hat silica xdp dau tién c6 kich
thudce hat dudi 2 pum da dugc thuong mai hoa
(1,7 pm), cho phép d6 phan giai tot hon so voi
hat 5 um hodc 3,5 um trude day khi st dung hé
théng HPLC. Hiéu suit dong hoc dugc cai thién
dang ké khi giam kich thudc hat tir cac cot
HPLC thong thuong chira cac hat 5 pm xudng
cac hat nho hon 2 um. Mt ¢t dai 50 mm chira
céc hat nho hon 2 um c6 thé cung cip 10.000
dia ly thuyét, twong dwong v6i chiéu dai cot 150
mm duge nhdi cac hat 5 um [2]. Ngoai ra, van
toc tuyén tinh ctia pha dong dugc tang lén véi
cac hat nho hon va c6 thé phan tich nhanh hon
ba lan khi str dung cac hat nho hon 2 pm so véi
5 um [2]. Cudi cung, luc can chuyén khéi duge
giam dang ké, cho phép cac cot lam viée véi van
tdc tuyén tinh cao hon van toc tdi vu ma khong
anh huong nhidu dén hiéu qua phén tich. Do cac
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dic diém dong hoc niy, thoi gian phan tich co
thé duoc giam di 9 14n, v&i hiéu sut tuong tu
gitta HPLC (150 mm, 5 pm) va UHPLC (50
mm, 1,7 um) & véan toc tuyén tinh t&i wu [2]. Mat
khac, c6 thé ting chibu dai cot dé c6 hiéu qua
t6t hon ma khong 1am ting thoi gian phan tich
so voi quy trinh HPLC. Tuy nhién, nhiing ct
nay chira nhidu hat pha tinh nho tao ra ap suit
ngugc cao (> 400 bar) thuong khong tuong
thich véi thiét bi HPLC thong thuong. Trong
cac diéu kién toc do toi wu, cac hat 1,7 um tao
ra 4p sudt cao hon 25 lan so vdi cac hat 5 pm
cho cung chiéu dai cot [2]. Gidi han ap sut
nguoc ciia HPLC thong thuong & 400 bar c6 thé
tré thanh mot van dé va can phai str dung céc hé
théng LC chuyén dung chiu duoc ap suat cuc
cao. Ngay nay hé théng UHPLC c6 thé chiu
duogc ap suat 1én dén 1.500 bar.
3.2 Cac yéu ciu vé hé thong

Hién nay, c6 rat nhiéu lua chon vé thiét b
chiu dugc ap suét trén 400 bar tir nhiéu nha san
xuét khac nhau. V& viéc lua chon mot hé théng
UHPLC, chi phi chic chin 1a mét yéu t6 quyét
dinh can dugc can nhic, nhung ciing can phai
xem xét thong s6 ky thuat cia tat ca cac thiét b
hién co6 trén thi truong vi chung khong tuong
duong nhau. Pic diém quan trong nhat 1a gisi
han 4p sut trén va ty 1€ dong tuong ung, didu
nay xac dinh gia ciia mot hé thdng UHPLC. Dbi
v6i cac hé thong thuong mai, ap suét t6i da thay
dbi trong khoang 600 dén 1.500 bar. Bé phan
tach nhanh hodc cuc nhanh cac hon hop don
gian, viéc sir dung cac hat nho 1a can thiét,
nhung khong nhat thiét phai lam viéc véi ap sut
cuc cao. Dbi véi cac thi nghiém thong lugng
cao, cac thiét bi UHPLC véi gi6i han 4p sut
khoang 600-800 bar co thé cung cip mot giai
phap phu hop véi mue gia hop ly. Mit khac, dé
phan tach c6 do phan gidi cao, mot hé thong co

ap sut trén cuc cao 1a can thiét khi 1am viée &
mot toc d6 dong phu hop [2].

Bén canh kha nang ap suét cua thiét bi, diéu
quan trong 1a thiét bi phai duoc diéu chinh dé
hoat dong & ché d6 nhanh va cuc nhanh véi thé
tich cot giam. Cac cdt c¢6 duong kinh nhod
(duong kinh trong 1 va 2,1 mm) thuong dugc
sit dung trong UHPLC yéu cau thé tich ngoai
¢Ot nho, bao gém thé tich dau do, thé tich éng
dan va thé tich tiém mau. Thé tich ciia cac ong
nbi phai duogc giam déng ké. Vi 1y do nay, chiéu
dai dng phai cang ngan cang tbt va dudng kinh
cta nd dugc chon la su thoa hiép gitra giam ap
suét c6 thé chap nhan duoc va thé tich thap. Thé
tich tiém mau phai dugc chon phu hop véi cot.
Mot nguyén tic chung 1a duy tri thé tich tiém tir
1% dén 5% thé tich chét cua cot & ché dod déng
dong [2]. Vi hau hét cac phan tich véi UHPLC
duoc thuc hién voi cot 50x2,1 mm (V,= 120 uL),
thé tich tiém vao phai tur 1 dén 5 uL, dé han ché
su mé rong dai. Ngoai ra, chu ky tiém nhanh la
can thiét dé thoi gian phan tich thap hon 1 hodc
2 phut.

Dbi v6i dau do UV, thé tich dau do, hing sb
thoi gian va tde do ghi nhén tin hiéu phai dugc
lwa chon can than. Pau do 1y twong duoc st
dung trong UHPLC nén c6 thé tich t& bao do
thip (< 2 pL), trong khi do nhay khéng dugc
thap hon so v&i thiét bi HPLC thong thudng (46
dai duong dan 10 mm). Hang s thoi gian cia
dau do phai di nhanh (< 100 ms) vi d6 rong dinh
trong UHPLC rét nho (chi vai gidy). Toc do ghi
nhan miu cua dau do UV phai cao dii dé thu
dugc lugng diém dit liéu phu hop cho mdi dinh
(> 20 Hz). Bé giam anh hudng bat loi cta thé
tich ngoai ¢t va tranh sy mat mat dang ké vé
hiéu qua phan tich, cac didu kién sic ky dan dén
hé s6 luu giit phu hop (k it nhat bang 3) duoc
khuyén nghi trong UHPLC [2].
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Thong s quan trong cudi ciing dé thuc hién
phan tach cuc nhanh & ché d6 gradient 1a thé
tich chd cua hé théng, twong tmg véi thoi gian
can thiét ¢é hdn hop dung méi di dén dau vao
ctia cot. D& phan tich nhanh, cin phai c6 thé tich
chd gradient nho. Véi thé tich chd 16n, su phan
tach nhanh bi anh huéng vi mét luong dung moi
ddng dong dugc tao ra & dau giai doan gradient,
¢6 thé gy ra nhiing thay d6i vé do6 chon loc va
lam thoi gian phan tich 1au hon.

3.3 Loai pha tinh

Khi lwa chon thiét 1ap cho hé thdng
UHPLC, can lya chon pha tinh c6 d9 chon loc
phit hop ciing nhu hiéu suat va tudi tho co thé
chép nhan dugc. Nam 2004, hang Waters ra mit
thé hé cot lai méi duge nhdi cac hat 1,7 pm co
do on dinh lén dén 1000 bar. Hat lién két
ethylsiloxan/silica hybrid (BEH) c6 d6 bén co
hoc va hoa hoc cao trong khoang pH rong (1-
12), chiu duoc ap suit va nhiét do cao lén dén
180 °C [2]. Nhiéu nha cung cdp khac ciing da
tao ra cac pha tinh c6 san duoc nhdi cac hat nho
hon 2 pm, tao co hdi chuyén hau hét cac phuong
phap hién cé tr HPLC sang UHPLC. Sy da
dang hoa hoc cta pha tinh c6 thé giai quyét hau
hét cac van dé phan tich: C8 va C18 phu hop
cho céac hop chét co do phan cuc trung binh; C4
va cyano cho hau hét cac chét phan tich khong
phan cuc; diol, amino, silica, va sdc ky long
tuong tac wa nudc (HILIC) cho cac phan tu
phén cuc va biphenyl; perfluorophenyl hoac
zirconia cho phén tich thay thé chon loc [2]. Tat
cd cac pha tinh nay khong chi turong duong nhau
vé kha ning chiu ap suét (tir 600 dén 1.500 bar),
kich thudc hat (tir 1,5 dén 2 pm) ma con gidng
ca pham vi pH va nhiét d6. Ban dau ngudi ta
cho rﬁng tudi tho cta cac cdt duoc nhdi cac hat
nho hon 2 pm thip hon so vé&i cac cot thong
thuong. Pung 1a cac ¢ot UHPLC dugc su dung

thudng xuyén & 4p suét rat cao, nhung ap sut
nhdi cot dd duoc ting 18n trong thoi gian do.
Trong cac phong thi nghiém, tudi tho cua cot
UHPLC va ¢t HPLC thong thudng 1a tuong
duong nhau [2]. Tudi tho cua cdt cd thé duge
biéu thi bang sb lan tiém, sb lugng thé tich cot
hodc khoang thoi gian dugce stir dung. Vi thé hé
cOt moi nhét duoc nhdi cac hat nhé hon 2 pm
dugc thuong mai hoa boi cac nha cung cap khac
nhau, c6 thé thuc hién tir 500 dén 2000 1an tiém
hodc tham chi nhiéu hon trén mot cot duy nhat
[2]. Cac gia tri nay tuong tng véi khoang 5000-
20.000 thé tich c6t, hoan toan c¢6 thé so sanh véi
cac gia tri thu dugc trén cac cdt HPLC tiéu
chuan. Tuy nhién, khi xét khoang thodi gian
tuong tng, n6 co thé thap hon dang ké so véi
HPLC thong thuong vi thong lugng cua
UHPLC cao hon. Vi dy, véi mét phan tich
UHPLC trong vong 1-5 pht, hang trdm miii
tiém c6 thé dugc thuc hién trong mot ngay.
3.4 Uu diém ctia UHPLC

Tach nhanh v6i d6 phén giai tot ¢6 18 1a 1y do
chinh dé hau hét cic nha san xut can nhic mua
thiét bi UHPLC. UHPLC c6 thé tang thong luong
mau 1én 3-5 14n so v6i HPLC thong thuong trong
khi van duy tri d6 phan giai twong tu [3], vi du 5
phit so v6i 20 phat dé phan tich do tinh khiét cua
mdt chit. Phan tich c6 do phan giai cao cho cac
mau phirc tap cling 1a wu diém quan trong cia
UHPLC. Béi voi viéc phan tich cic thudc co
nhiéu thanh phan hoat tinh, cc san phim tir thao
dugc hay phan tich cdc miu dich sinh hoc, dich
chiét duoc liéu, cac nén miu méi truong hay thyuc
phim, tit ca déu cin mot phuwong phap c6 d6 phan
gidi cao va UHPLC chinh 1a mot trong céc giai
phap hiéu qua hién nay.

Viéc phat trién cac phuong phap HPLC
thuong lién quan dén viéc lua chon cac cot va
pha dong ban dau, sau d6 1a tinh chinh cac diéu
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kién sic ky dé dam bao tach biét day du tat ca
cac chat phan tich theo yéu cau dinh lugng
chinh x4c. UHPLC, véi thoi gian phan tich ngén
hon va can béng cOt nhanh hon, rat thich hop
cho qua trinh phat trién phwong phap nhanh
hon. Véi gii han 4p suat tang 1én, UHPLC c6
thé linh hoat trong viéc phat trién nhiéu phuong
phap - tir phan tich siéu nhanh dén cac phuong
phap can do phan giai rat cao dé dinh hinh chi
tiét cac mau phic tap, do d6 cung cap muc do
linh hoat cao hon cho cac rng dung khéac nhau.

Céc loi ich khac cia UHPLC bao gdm tiét
kiém dung méi va d¢ chinh xac cao hon.
UHPLC tiét kiém dang ké dung méi cho cé chi
phi mua vao va thai bd. Viéc sir dung dung moi
giam 5-15 1an so véi HPLC do thoi gian phan
tich ngan hon va st dung cot co6 duong kinh
trong nho (2,1-3 mm so v6i 4,6 mm) [3]. PS
chinh xac cho ca thoi gian luu va dién tich dinh
trong UHPLC duogc ting lén gip hai dén ba lan
so v6i HPLC thong thuong [3]. V&i cac may
bom duge thiét ké tdt hon, do chinh x4c cua thoi
gian luu duoc cai thién cho cac lan chay lap lai
trong cung mdt ngay va trong mot khoang thoi
gian dai. B§ chinh xéac cta dién tich dinh cao
hon do cac bo ldy mau ty dong chinh xac hon.
Hau hét cac bo 1ay mau ty dong HPLC c6 kha
nang dat dugc mirc do chinh xéc cua dién tich
dinh 1a 0,2-0,5 % do léch chuan tuong dbi
(RSD) déi véi thé tich tiém > 5 pL. Do chinh

xac nay duoc cai thién 1én 0,1-0,2 % RSD trong
UHPLC ngay ca khi thé tich tiém giam xudng
con 1 pL [3].
4. KET LUAN VA PE NGHI

UHPLC la m{t phuong phap phan tich
manh m& va d& thuc hién, c6 thé tang dang ké
thong lwong mau trong khi van duy tri hiéu suit
twong duong va ting do phan giai trong thoi
gian phan tich hop 1y. Diéu quan trong can luu
y 1a hiéu nang cia UHPLC khong chi dua trén
cOt ma con dua trén chét luong ctia hé théng séc
ky. Vi vay céc phéan tich trén UHPLC nén dugc
thyc hién trén mot hé théng twong thich véi ap
suét siéu cao, co thé tich hé théng va thé tich
cho phu hop.
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