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Vorwort

Etwa 80% der fliissigchromatographischen Methoden sind Gradientenmetho-
den. Wir haben im vorliegenden Buch versucht, die ,ganze“ Welt des Gradienten
ausfiithrlich und praxisnah zu beleuchten. So kommt der Einsatz von Gradienten
aufler in klassischen Einsatzgebieten wie RP und LC-MS-Kopplung auch in der
Ionenanalytik und in der Biochromatographie zur Sprache: der Salz- und der pH-
Wert-Gradient. Neuere Trenntechniken wie HILIC und SFC sowie Fluss- und
Temperaturgradienten runden die Diskussion ab. Das Buch ist fiir den erfahre-
nen Anwender und den praxisorientierten Laborleiter gedacht. Es geht zwar an
vielen Stellen in die Tiefe, jedoch war unser Bestreben, die Praxis stets im Blick
zu behalten. Wir hoffen, der Leser findet umsetzbare Informationen und Tipps
zu diesem breit eingesetzten Trennmodus. Ich danke Wiley-VCH und speziell
Stefanie Volk und Frank-Otmar Weinreich fiir die gute und vertrauensvolle Zu-
sammenarbeit.

Blieskastel, im Januar 2019 Stavros Kromidas






Zum Aufbau des Buches

Das Buch besteht aus zwei Teilen: Im Teil 1 wird die Gradiententechnik aus un-
terschiedlicher Sicht beleuchtet, es geht um grundséatzliche Informationen. Im
Teil 2 werden die Spezifika des Gradienten in einzelnen Modi und Trenntechni-
ken vorgestellt.

Teil 1: Die Grundsatze der Gradientenelution

Im Kapitel 1 (Aspekte der Gradienten-Optimierung in der RP-Chromatographie)
bespricht Stavros Kromidas in kompakter Form, worauf es bei der Gradienten-
Optimierung ankommt und stellt einfache To-do-Regeln vor. Frank Steiner erlau-
tert im Kapitel 2 (Apparative Einfliisse auf die Qualitit von Gradienten-Metho-
den und deren Ubertragung zwischen unterschiedlichen Gerdten) unter anderem,
inwieweit auch kleinste apparative Unterschiede zwischen HPLC-Anlagen die
Chromatographie stark beeinflussen konnen. Teil 1 wird mit Kapitel 3 von Hans-
Joachim Kuss beendet (Optimierung einer ,,Reversed-Phase“-Gradiententrennung
mit EXCEL). Hier wird eine Moglichkeit gezeigt, wie mithilfe von EXCEL Gradi-
enten vorhergesagt werden konnen.

Teil 2: Die Spezifika des Gradienten in einzelnen Trennmodi

Kapitel 4 und 5 handeln von der Trennung ionischer bzw. ionisierbarer Kompo-
nenten. Im Kapitel 4 (Die Gradientelution ionischer Verbindungen) geht Joachim
Weiss sowohl auf die Trennung von kleinen Molekiilen wie anorganischen Ionen
als auch auf die Trennung von grofien Molekiilen wie monoklonalen Antikérpern
ein und zeigt die Spezifika von pH-Wert- und Salzgradienten auf. Oliver Genz
befasst sich im Kapitel 5 (Der Gradient in der Biochromatographie) mit den un-
terschiedlichen Trennmodi in der Biochromatographie, ferner was speziell hier
bei Gradientenldufen zu beachten wire. Im Kapitel 6 (Spezifika der Gradienten-
elution in der HILIC) diskutiert Thomas Letzel alle anwendbaren Gradienten in
der HILIC, so auch Temperaturgradienten. Stefan Bieber und Thomas Letzel le-
gen im Kapitel 7 (Spezifika der Gradientenelution in der SFC) die drei Moglich-
keiten der Gradientelution in der SFC verdichtet dar. Im Kapitel 8 (Der Gradi-
ent in LC-MS-Messungen) setzt sich Markus Martin ausfiihrlich mit Gradienten
bei der LC-MS-Kopplung auseinander. Hier werden sowohl apparative Aspekte
des LC- und des MS-Teils als auch das Problem der Quantifizierung bei Gradi-
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enten erortert. Im Kapitel 9 schliefSlich beschiftigt sich Egidijus Machtejevas mit
etwas seltenen Gradientenmodi (Zusdtzliche Werkzeuge zur Methodenverbesse-
rung: Fluss- und Temperaturgradienten — sind jene eine Option?)

Das Buch muss nicht linear gelesen werden. Die einzelnen Kapitel wurden so
verfasst, dass sie abgeschlossene Module darstellen — ein ,Springen® ist jederzeit
moglich. Damit haben wir versucht, dem Charakter des Buches als Nachschlage-
werk gerecht zu werden. Der Leser moge davon profitieren.
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Teil 1

Die Grundsatze der Gradientenelution

Der Gradient in der HPLC fiir Anwender, 1. Auflage. Stavros Kromidas (Hrsg.).
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1

Aspekte der Gradienten-Optimierung
Stavros Kromidas

1.1 Einfiihrung

Gradienten sind vielfiltig einsetzbar und finden daher eine breite Anwendung.
So sind beispielsweise Gradienten bei der Methodenentwicklung von unbekann-
ten Proben ebenso unverzichtbar, wie fiir die Quantifizierung im Spurenbereich.
Der theoretische Hintergrund der Gradientelution ist recht komplex, denn: Das
Geschehen in der Sdule wihrend einer Gradientelution wird im Vergleich zu iso-
kratischen Trennungen von mehr Faktoren beeinflusst, diese wirken dariiber hin-
aus teilweise entgegengesetzt oder multiplikativ. Im vorliegenden Beitrag werden
wir ausschliefilich einige Aspekte der Optimierung von Gradiententrennungen in
der RP-Chromatographie in bewusst einfacher Form vorstellen. Weitere wichtige
Gesichtspunkte des Gradienten wie Theorie, Apparatives und Troubleshooting
sind anderen Quellen vorbehalten [1-4]. Zunichst erfolgt eine kurze Beschrei-
bung des Wirkens eines Gradienten in der Sdule, anhand einiger Grundformeln
wird anschlieflend auf die Charakteristika/Besonderheiten des Gradienten einge-
gangen. Darauf aufbauend werden Moglichkeiten der Optimierung fiir folgende
Zielsetzungen aufgezeigt: niedrige Nachweisgrenze, hohe Peakkapazitit, ausrei-
chende Aufl6sung sowie moglichst kurze Retentionszeiten. Zum Schluss erfolgt
eine Zusammenfassung mit einigen Grundregeln und Empfehlungen.

1.2 Besonderheiten des Gradienten

In der HPLC herrschen tiblicherweise wihrend der Trennung unterschiedlich
starke Wechselwirkungen zwischen den Analyten einerseits sowie den Eluenten-
bestandteilen andererseits und der stationédren Phase. Bei isokratischen Tren-
nungen liegt eine vorgegebene, konstante Eluentenzusammensetzung vor, die
Konsequenz lautet: Wihrend des Chromatographielaufs findet eine konstante,
gleichstarke Wechselwirkung der Eluentenmolekiile mit dem Phasenmaterial
statt.

Was passiert nun beim Gradienten? Bei Gradiententrennungen nimmt die Elu-
tionsstarke der mobilen Phase zu, ihre Wechselwirkung mit der stationdren Pha-
se nimmt im Gradientenverlauf somit ebenfalls zu. In der RP-Chromatographie
gilt: Je organischer, apolarer/hydrophober der Eluent im Laufe der Trennung wird

Der Gradient in der HPLC fiir Anwender, 1. Auflage. Stavros Kromidas (Hrsg.).
©2019 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Published 2019 by Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.
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1 Aspekte der Gradienten-Optimierung

(immer mehr % B, ACN oder MeOH), umso stérker wird seine Wechselwirkung
mit der organischen, apolaren Oberfliche eines RP-Materials — es gilt ja ,Glei-
ches mit Gleichem®, d. h. die apolaren ACN- oder MeOH-Molekiile ,mdgen” na-
turgemdf z. B. apolare C,4-Alkylgruppen.

Die Substanzmolekiile bekommen nun im Gradientenverlauf aufgrund der im-
mer stirker werdenden Konzentration an ACN/MeOH-Molekiilen eine gebiih-
rende Konkurrenz bei ihren Wechselwirkungen mit den C,g4-Alkylgruppen. Sie
werden dadurch immer stérker gezwungen, die stationdre Phase schneller zu ver-
lassen, gelangen frither in die mobile Phase und eluieren somit auch frither im
Vergleich zu isokratischen Trennungen. Bei 100 % MeOH bzw. ACN am Ende
des Gradienten eluieren sogar die sehr hydrophoben Komponenten der Probe,
evtl. auch hartnickige organische Verunreinigungen, die sich womdoglich an der
Oberfliche der stationdren Phase angesammelt haben mogen — die Séule wird
nebenbei gespiilt.

Beim Gradienten haben wir mit Fokus auf die Peakform zwei entgegengesetz-
te Tendenzen: Je spiter die Peaks eluieren, umso stirker unterliegt einerseits
die Substanzzone Dispersionsvorgiangen in der Sdule und somit nimmt zunéchst
auch die Bandenverbreiterung zu — analog zu isokratischen Trennungen. Ande-
rerseits wird im gleichen Mafle die Beschleunigung der wandernden Substanz-
zone immer stdrker, da ja die Elutionsstéirke des Eluenten von Anfang bis Ende
permanent zunimmt. Ergebnis: Diese Effekte kompensieren sich und wir erhalten
beim Gradienten in der Regel schmale Peaks. Merke: Beim Gradienten ergibt sich
eine stete Aufkonzentrierung der Elutionsbande und damit eine geringe Banden-
verbreiterung im Vergleich zu isokratischen Trennungen, was in der Konsequenz
niedrige Nachweisgrenzen zur Folge hat.

Das triftt sowohl fiir den vorderen als auch fiir den hinteren Teil des Chromato-
gramms zu, im idealen Fall bleibt die Peakbreite konstant. Aus diesem Grunde ist
im Zusammenhang mit dem Gradienten nicht statthaft, von einer ,Bodenzahl®
zu sprechen: Die Bodenzahl, ein Maf} fiir die Bandenverbreiterung, ist nur fir
isokratische Bedingungen definiert. Das hier beschriebene Phianomen bedeutet
u. A. fir die Praxis, dass eine nachlassende Packungsqualitdt und eine sub-opti-
male Hardware (apparative Totvolumina), die bei isokratischen Trennungen zu
breiten Peaks fithren, sich bei Gradiententrennungen nicht so stark bemerkbar
machen: Auch an ,schlechten” Geriten und mit ,,schlechten” Sdulen sehen Chro-
matogramme bei einer Gradientelution ordentlich aus, vor allem dann, wenn der
Gradient steil ist und ACN als organischer Anteil des Eluenten benutzt wird —
eine willkommene Tatsache fiir Beispielchromatogramme in Herstellerprospek-
ten.

Das Positive aus Anwendersicht: Einfache Gradiententrennungen an 20—
50 mm-Séulen an konventionellen Apparaturen erweisen sich in der Regel als
unproblematisch, jedenfalls was die Peakform betriftt. Auch der Vorteil von klei-
neren Korngroflen z. B. 2 oder 3 um-Teilchen gegeniiber 5 pm-Teilchen ist bei
zahlreichen Applikationen weniger relevant. So sollte im Falle einer schwierigen
Matrix zundchst an 3,5-5 um-Material gedacht werden. Es sei denn, man hat eine
grofSe Zahl von sehr dhnlichen Analyten zu trennen — in diesem Fall kommt die
Trennschirfe von sub < 2 pm-Teilchen selbstverstandlich auch beim Gradienten
zum Tragen. In diesem Zusammenhang sei auch auf folgendes hingewiesen: Da
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der Eluent permanent stérker (= apolarer) wird, sind die wandernden Substanz-
molekiile am Ende eines Peaks, also an der hinteren Flanke, schneller als am
Anfang des Peaks, die spiter eluierenden Molekiile der Substanzbande werden
stets schneller nach ,vorne“ geschoben. Diese Tatsache, als ,Peakkompression”
bekannt, fithrt dazu, dass bei Gradiententrennungen selten ein Tailing beob-
achtet wird. Die Peaksymmetrie ist um ca. 10 % besser im Vergleich zu einem
isokratischen Lauf bei dquivalenter Eluentenzusammensetzung (Hans-Joachim
Kuss, personliche Mitteilung).

1.3 Einige chromatographische Gré3en und Formeln

Betrachten wir jetzt einige chromatographische Groéfden, die aus der Theorie —
die tibrigens urspriinglich fiir die GC und wesentlich spéter fiir isokratische LC-
Trennungen entwickelt worden ist — bekannt sind. Auf das Ableiten der verwen-
deten Formeln weiter unten wird verzichtet, vielmehr werden sie lediglich be-
nutzt, um die Konsequenzen fiir die Optimierungspraxis herauszuarbeiten. Fir
eine detailliertere Diskussion, s. [2—4] und insbesondere [1]. Die Auflésung R
(»Resolution®) ist vereinfacht der Abstand zweier Peaks an der Basislinie. Der Re-
tentionsfaktor k (frither: Kapazititsfaktor k') ist das Verhiltnis der Aufenthalts-
zeit einer Komponente in/an der stationdren Phase und der mobilen Phase, das
ist also der Quotient aus der Nettoretentionszeit t{z (Aufenthaltszeit an der sta-
tionédren Phase) und der Durchfluss- oder Tot- oder Mobilzeit ¢, bzw. ¢,,, (Aufent-
haltszeit in der mobilen Phase). Er stellt somit ein Maf3 fiir die Starke der Wech-
selwirkungen dieser Komponente an dieser Saule bei diesen Bedingungen dar:
k = t, /to. Der Retentionsfaktor ist allerdings beim Gradienten nicht konstant:
sehr grof$ am Anfang (die Substanzen ,kleben“ bei 100 oder 95 % Wasser/Puffer
regelrecht am Anfang der stationdren Phase), im Laufe der Trennung kleiner wer-
dend und am Ende des Gradienten ist er sehr, sehr klein (bei 90 oder 100 % MeOH
oder ACN haben die Substanzmolekiile kaum eine Chance sich auf der stationa-
ren Phase aufzuhalten, denn die Konkurrenz um die ,Gunst“ der C,g-Gruppen ist
nun riesig geworden). Vereinfacht gesagt: Bei einem Gradienten von 100 % Was-
ser/Puffer auf 100 % MeOH/ACN ist der k-Wert am Anfang quasi unendlich —
in manchen Literaturstellen werden Zahlen zwischen 3500 und 4000 genannt —
und am Ende nahezu null. Da sich der k-Wert wahrend der Gradientelution én-
dert, wurde mit dem Ziel dieser Besonderheit Rechnung zu tragen, ein k*-Wert
(oder k) eingefiihrt [1]: Das ist der k-Wert einer Komponente, wenn sie sich ge-
rade in der Mitte der Séule befindet. Obwohl die Notwendigkeit einer derartigen
Grofie zum Beschreiben des Gradienten hinterfragt werden darf, wird hier der
k*-Wert verwendet, da er fiir unsere Betrachtungen Vorteile bringt. Und dass die
Wechselwirkung und somit ein Maf fiir sie, also eine Retentionsgrofie, fir Opti-
mierungsiiberlegungen wichtig ist, leuchtet ein — wie auch immer eine derartige
Grofle definiert sein mag. Der Trennfaktor « ist der Quotient aus den Retentions-
faktoren zweier Komponenten, die man trennen mochte, k; und k,, und stellt die
Trennfihigkeit des chromatographischen Systems fiir diese zwei Komponenten
dar. In der Literatur werden fiir R und k* unterschiedliche Formeln verwendet.
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1 Aspekte der Gradienten-Optimierung

Sie sind jedoch recht dhnlich und fithren letzten Endes zu dhnlichen Zahlenwer-
ten und somit zu &hnlichen Aussagen, wenn der Fokus auf die Praxis gerichtet ist.
Dazu folgendes Beispiel: In Formel (1.1), s. weiter unten, wird in der Literatur fiir
den zweiten Term (Selektivititsterm) neben (¢ — 1) auch Ina bzw. « — 1/« ver-
wendet. Bei einem angenommenen a-Wert von 1,05 ergeben sich folgende Zah-
lenwerte fur den Selektivitatsterm: 0,048, 0,049 und 0,050. Diese unterschied-
lichen Zahlen beeinflussen jedoch den Wert fiir die Auflésung lediglich in der
zweiten Stelle nach dem Komma. Nachfolgend sind fiinf einfache Formeln an-
gegeben. Sie reichen aus, um Schlussfolgerungen fiir die Optimierungspraxis zu
ziehen.

VN k
R=Y=".(a—1) — 1.1
Ry (L.1)
tg - F
=S8 (1.2)
A%B-V,-S
ky
== 1.3
=7 (1.3)
Vi
k= f (—D> (1.4)
Vm
g1 — ¢ t
n, = RL_Re  oder n, = usl (1.5)
w w
mit
R Auflésung,
N Bodenzahl, grundsitzlich fiir isokratische Bedingungen definiert,
a Trennfaktor (frither: Selektivitatsfaktor),
k tatsachlicher (gemessener) Retentionsfaktor einer Komponente,
k* Retentionsfaktor einer Komponente in der Mitte der Siule,
tg Gradientendauer,
F Fluss,

A%B Differenz Anfangs-/Endkonzentration der organischen Komponente
der mobilen Phase,

Vi Totvolumen der Saule, auch Durchfluss- oder Mobilvolumen genannt;
das ist das Volumen der mobilen Phase in der Séule. Dieses entspricht
dem geometrischen Volumen der Séule minus dem Skelettvolumen der
stationdren Phase und wird manchmal als , effektives Volumen® der Sau-
le bezeichnet; vereinfacht kann V;, dem Volumen der Sdule gleichge-
setzt werden,

S Konstante, jene ergibt sich aus der Struktur des Analyten und den chro-
matographischen Bedingungen,

Vb Verweil- oder Verzogerungsvolumen (,Dwell“ oder ,Delay Volume*:
Volumen zwischen Mischkammer und Séule),

n, Peakkapazitat,

Rl Retentionszeit des letzten Peaks,



