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Vorwort

Die ,,HPLC-Welt“ ist eine vielfältige – Glücksfall undHerausforderung zugleich. Er-
folgreiche Strategien für ein ,,gutes“ Ergebnis können demnach gänzlich anders aus-
sehen.
Das Ziel des Buches ist es, interessiertenKolleg:innen erprobte Strategien und be-

währteWege für dieMethodenentwicklungundOptimierung für alle wichtigenAn-
wendungsbereiche derHPLCundUHPLCnäherzubringen.Dazuwurden erfahrene
Fachleute eingeladen, Wissen und Erfahrungen praxisnah und möglichst kompakt
vorzustellen.
Dabei war es wichtig, beides zu berücksichtigen: unterschiedliche Herausforde-

rungen chromatografischer Natur, aber auch unterschiedliche Rahmenbedingun-
gen im Alltag. Erst dies ermöglicht einen differenzierten Blickwinkel und folglich
eine zielgerechte Vorgehensweise. Die Autoren kommen daher aus der Forschung,
sind Dienstleister in Industrieunternehmen oder privaten Laboren, haben selbst
Tools entwickelt oder sind Mitarbeiter von bekannten Herstellern.
Die Leser:innen mögen im Buch Anregungen finden, um ihre Optimierungsstra-

tegie zu entwickeln.
Mein Dank gilt meinen Autorenkolleg:innen für ihre Zeit und ihr Engagement

sowie Wiley-VCH, der die Realisierung dieses Vorhabens ermöglicht hat.

Blieskastel, im November 2021 Stavros Kromidas
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Zum Aufbau des Buches

Das Buch besteht aus vier Teilen:

Teil I: Optimierungsstrategien für einzelne Fragestellungen

Im ersten Teil werden Optimierungsstrategien für unterschiedliche Analyte bespro-
chen, vonKleinmolekülen und chiralen Substanzen bis hin zu Biomolekülen. Auch
unterschiedliche Betriebsarten werden behandelt: LC-MS, 2D-HPLC, HILIC, SFC.
Schließlich werden Optimierungsstrategien basierend auf Strukturinfos der Analy-
te vorgestellt, es wird ferner auf Optimierungsmöglichkeiten im regulierten Umfeld
eingegangen.

Teil II: Computergestützte Strategien (in-silico-Anwendungen)

In Teil II werden anhand konkreter Fragestellungen Konzepte für die computerge-
stützte Methodenentwicklung für Kleinmoleküle und Biomoleküle vorgestellt.

Teil III: Anwender berichten

Dienstleister aus zwei Industrieunternehmen und zwei Privatlaboren stellen in
Teil III anhand der Vorgaben und Wünsche von internen und/oder externen Kun-
den ihre Konzepte zur Methodenentwicklung vor.

Teil IV: Hersteller berichten

Mitarbeiter von fünf bekannten HPLC-Herstellern zeigen, wie durch die Konzep-
tion von HPLC-Geräten, durch unterschiedliche Tools sowie die dahinterstehende
Philosophie HPLC-Anwender:innen unterstützt werden, eine möglichst effiziente,
der Fragestellung angepasste HPLC-Methode zu etablieren.

Das Buch ist als Leitfaden konzipiert und muss nicht linear gelesen werden. Die
einzelnen Kapitel stellen abgeschlossene Module dar, ein ,,Springen“ ist jederzeit
möglich. Damit haben wir versucht, dem Charakter des Buches als Nachschlage-
werk gerecht zu werden. Die Leser:innenmögen davon profitieren.
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1
2D-HPLC – Methodenentwicklung für erfolgreiche
Trennungen
Dwight R. Stoll 1

1 Gustavus Adolphus College, St. Peter, USA

1.1 Motivationen für zweidimensionale Trennung

In der Vergangenheitwar einGroßteil der Forschung, die sichmitmehrdimensiona-
len Trennungen und ihrer Anwendung auf reale analytische Probleme befasst hat,
auf den Umgang mit komplexen Proben ausgerichtet. Diese werden traditionell als
Proben mit Hunderten oder Tausenden von Substanzen beschrieben und stammen
oft aus natürlichen Quellen wie Pflanzenextrakten oder Körperflüssigkeiten (z. B.
Blut oder Urin). Es hat sich jedoch gezeigt, dass die mehrdimensionale Trennung
auch für Proben, die schwer zu trennende, aber – nach der traditionellen Definiti-
on – nicht komplexe Analyten enthalten, äußerst effektiv sein kann. Da diese Un-
terscheidung einen großen Einfluss darauf haben kann, wie man an die Methoden-
entwicklung herangeht, beginnen wir hier mit einer Gegenüberstellung der beiden
Fälle.

1.1.1 Schwierig zu trennende Proben

Die Schwierigkeit, die mit der Trennung einer bestimmten Probe verbunden ist,
kann von ihrer schieren Komplexität (d. h. Tausende von darin enthaltenden Sub-
stanzen) herrühren. In diesem Fall reicht es nicht aus, sich auf die chromatographi-
sche Trennung allein zu verlassen, um dasGemisch vollständig zu trennen, sondern
es ist ein zusätzlichesMomentum für Selektivität erforderlich (z. B. Probenvorberei-
tung und/oder selektive Detektionmittels Massenspektrometrie). Es kommt jedoch
häufig vor, dass Proben, die nur wenige Substanzen enthalten, aufgrund des ho-
henÄhnlichkeitsgrades der Substanzen in derMischung schwer zu trennen sind. So
kann ein Gemisch beispielsweise nur sechs Substanzen enthalten, aber wenn zwei
dieser sechs Substanzen Enantiomere sind (1a und 1b), dann kann die vollständi-
ge Trennung des Gemisches mit einer einzigen Säule schwierig sein, selbst wenn
die Trennung der Substanzen 2–5 von 1a/1b einfach ist. Solche Situationen treten
heute häufiger auf als früher, zum Teil aufgrund der Entwicklung niedermolekula-
rerWirkstoffemit mehreren chiralen Zentren [1] und der zunehmendenBedeutung

HPLC optimal einsetzen, 1. Auflage. Stavros Kromidas.
©2022Wiley-VCHGmbH.Published2022byWiley-VCHGmbH.



4 1 2D-HPLC – Methodenentwicklung für erfolgreiche Trennungen

des Nachweises sowohl der d- als auch der l-Enantiomere von Aminosäuren ([2],
siehe dazu auch Kap. 6 und 7).

1.1.2 Komplexe Proben

Wie oben erwähnt, wird traditionell davon ausgegangen, dass komplexe Proben
Hunderte oder Tausende von unterschiedlichen Substanzen enthalten. Diese Pro-
ben stammen oft, aber nicht immer, aus der Natur. So können beispielsweise che-
misch synthetisierte Tenside und Polymere zu sehr heterogenen Mischungen aus
Tausenden von verschiedenen Substanzen führen. In der Vergangenheit konzen-
trierte sich die Analyse solcher Proben durch mehrdimensionale Chromatographie
hauptsächlich auf sogenannte umfassende Trennmethoden, die eine Art globales
Profil oder ,,Fingerprint“der Probe liefern. In solchen Fällen, in denennur ein einzi-
ges oder wenigeMoleküle in der Probe für die Analyse von Bedeutung sind, können
einfachere mehrdimensionale Trennmethoden wie z. B. das Schneiden eines Peaks
ausreichend sein, ja sogar bevorzugt werden.

1.1.3 Ziel der Trennung

Wie in der Literatur zur mehrdimensionalen Trennung und weiter unten oft dis-
kutiert wird, ist der Prozess der Entwicklung einer mehrdimensionalen Trennme-
thode ein kompromissbehaftetes Verfahren. Beispielsweise beinträchtigen Bedin-
gungen, die kürzere Analysezeiten begünstigen, die Nachweisempfindlichkeit und
umgekehrt. Daher ist es für den Analytiker wichtig, gleich zu Beginn der Metho-
denentwicklung zu erkennen und zu definieren, welche Leistungsmerkmale der
Methode für ihn am wichtigsten sind. Wenn zum Beispiel das Erreichen einer voll-
ständigen Auflösung von sechs kritischen Analytenpaaren für die Anwendung der
Methode von entscheidender Bedeutung ist, dann sollten Entscheidungen zur Me-
thodenentwicklung dieses Ziel unterstützen, auch wenn dies auf Kosten der Analy-
sezeit und/oder der Nachweisempfindlichkeit geht.

1.2 Auswahl des zweidimensionalen Trennungsmodus

Alle zweidimensionalen Trennungen können entweder ,,offline“ oder ,,online“
durchgeführt werden. Im Offline-Modus werden eine oder mehrere Fraktionen
des 1D-Eluats in einem Zwischenspeicher, wie z. B. einem Satz von Vials oder einer
Mikrotiterplatte, gesammelt. Diese Fraktionenwerdendann zu einemspäterenZeit-
punkt (Minuten bis Jahre) in ein anderes LC-System (entweder dasselbe LC-System,
das unter anderen Bedingungen als für die 1D-Trennung betrieben wird, oder ein
ganz anderes LC-System) injiziert, entweder mit oder ohne Zwischenverarbeitung
dieser Fraktionen. Bei Proteomik-Anwendungen der 2D-LC ist es beispielsweise
üblich, die Fraktionen vor der Analyse durch die 2D-Trennung zu entsalzen oder
durch Verdunstung zu trocknen, um organisches Lösungsmittel zu entfernen [3].
Im Online-Modus werden die von der 1D-Säule gesammelten Fraktionen entweder
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1D
Detector

2D
Detector

1D Säule

2D Säule

1D Pumpe

2D Pumpe

Schleife 1

Schleife 2

Autosampler Abfall

Abb. 1.1 Instrumentenkonfiguration, die typischerweise für 2D-LC verwendet wird (Quelle:
Dr. Gabriel Leme).

sofort durch direkte Injektion in die 2D-Säule weiterverarbeitet oder für eine kurze
Zeit (Sekunden bis Stunden) im Gerät selbst gespeichert (normalerweise in Kapil-
larschleifen oder an der Oberfläche von Sorbentien ,,Sorbensfallen“). Ein Beispiel
für eine Instrumentenkonfiguration, die üblicherweise für diesen Zweck verwendet
wird, ist in Abb. 1.1 dargestellt. In diesem Fall hat das Schnittstellenventil zwischen
der 1D- und der 2D-Säule zwei Positionen.Durch Umschalten zwischen den beiden
Stellungen ändert sich die Rolle der Schleifen 1 und 2 zwischen dem Sammeln des
1D-Eluats und dem Einleiten des 1D-Eluats in den 2D-Zustrom, wodurch dann das
Eluat in die 2D-Säule injiziert wird.
Da kommerziell erhältliche Geräte für die 2D-LC-Trennung immer ausgefeilter

und zuverlässiger geworden sind, geht der Trend in der Industrie weg von der Off-
line-Trennung, da dieDurchführung vonOffline-Trennungen für eine großeAnzahl
von Proben unpraktisch ist und das Risiko der Degradation und Kontamination der
1D-Fraktionen besteht, wenn sie außerhalb des Geräts gehandhabt werden müs-
sen [4]. Angesichts dieses Trendshabe ichmich für denRest diesesKapitels ganz auf
die Online-2D-LC konzentriert. Leser, diemehr über Offline-2D-LC erfahrenmöch-
ten, werden auf Übersichtsartikel verwiesen, die sich diesem Thema widmen [5, 6].

1.2.1 Das Analyseziel bestimmt den Modus

Ab Ende der 1970er-Jahre begannen verschiedene Gruppen, die Modi der 2D-LC-
Trennung zu entwickeln, die allgemein als Heartcut-Modus und umfassender Mo-
dus bezeichnet werden [7, 8]. In den letzten zehn Jahren wurden zwei weitereModi
für 2D-Trennungen entwickelt, die als mehrfacher Heartcut und selektiv umfassend
bezeichnet werden. Jeder dieser vierModi wird in Abschn. 1.2.2 ausführlich bespro-
chen. An dieser Stelle möchte ich jedoch betonen, dass die Wahl des Trennmodus
immer vom Analyseziel bestimmt werden sollte. Wenn Sie zum Beispiel eine kom-
plexe Probe haben und so viel wie möglich über diese Probe erfahrenmöchten (d. h.
Hunderte von Substanzen identifizieren), dannwird der umfassendeModus der 2D-
Trennung fast immer die beste Wahl sein. Wenn Sie jedoch nur an einigen wenigen
Zielsubstanzen in der Probe interessiert sind – auch wenn die Probenmatrix hoch-
komplex ist –, dann ist ein gezielterer Modus der 2D-Trennung wie einfacher oder
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mehrfacher Heartcut wahrscheinlich der beste Ansatz. In der Praxis ist die Zeit, die
für jede 2D-Trennung benötigt wird, der entscheidende Parameter für eine effizien-
te Nutzung des 2D-LC-Instruments. Jede 2D-Trennung, die nicht notwendig für das
Erreichen desAnalyseziels ist, verursacht unnötige Kosten sowohl in Bezug auf Zeit
als auch auf Material und macht die Methode unnötig komplex.

1.2.2 Gegenüberstellung der vier Modi für 2D-Trennungen

Die überwiegende Mehrheit der heute entwickelten 2D-LC-Anwendungen gehört
zu einer der vier in Abb. 1.2 dargestellten 2D-Trennungsarten. Beim einzelnen
Heartcut (A; LC-LC) wird eine einzelne Fraktion des 1D-Eluats, die die interessie-
renden Analyten enthält, am Ausgang der 1D-Säule aufgefangen und zur 2D-Säule
transferiert, wo diese Fraktion der ursprünglichen Probe weiter getrennt wird, so-
fern die in der ersten und zweiten Dimension verwendeten Trennmechanismen
komplementär sind. Der vielleicht größte Vorteil des LC-LC-Modus besteht dar-
in, dass die Zeit, die für die Trennung des 1D-Eluats in der zweiten Dimension
zur Verfügung steht, nicht begrenzt ist. Dies bietet eine enorme Flexibilität bei der
Wahl der Parameter für die 2D-Trennung, einschließlich der Flussrate, der Säu-
lenabmessungen und des Injektionsvolumens. Der größte Nachteil von LC-LC ist
jedoch, dass diese Technik auf die Analyse von Substanzen begrenzt ist, die in ei-
ner einzigen Fraktion des 1D-Eluats erfasst werden können. Dennoch wurde der
LC-LC-Ansatz mit großemErfolg in diversenAnwendungsbereichen eingesetzt, die

1 D Separation

2 D-Trennungen

Mehrfacher Heart Cut (mLC-LC)

Selektiv umfassend (sLC×LC)

1D-Trennung

2D-Trennungen

1D

2D

Neuformatierung

1 D Separation

2 D-Trennung

Einfacher Heart Cut (LC-LC)

1D-Trennung

1D

2D

………

Umfassend (LC×LC)

2D-Trennungen

Neuformatierung

(a)

(c)

(b)

(d)

Abb. 1.2 Die vier verschiedenen Modi der 2D-LC-Trennung.
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von der Identifizierungniedermolekularer pharmazeutischer Verunreinigungen [9]
bis zum Nachweis von Arzneimittelmetaboliten im Plasma reichen [10].
Das genaue Gegenteil von LC-LC in Bezug auf die analytische Bandbreite ist der

umfassende Modus der 2D-Trennung (D; LC×LC). Wie die Abbildung zeigt, wer-
den in diesem Fall Fraktionen des 1D-Eluats gesammelt und nacheinander einzeln
in die 2D-Trennung überführt. Typischerweise ergibt dies eine lange Reihe von vie-
len (zehn bis hundert) 2D-Chromatogrammen, die in einem einzigenDetektionsda-
tensatz gesammelt werden. Dieser lange Datensatz kann dann in Abschnitte zerlegt
werden, die den einzelnen 2D-Trennungen entsprechen, und dann neu formatiert
werden, sodass ein zweidimensionales Datenfeld entsteht, das dann entweder als
Konturkarte oder als 3D-Oberflächendarstellung visualisiert werden kann. Die Vor-
und Nachteile des LC×LC-Ansatzes sind im Grunde genommen umgekehrt wie
beim LC-LC-Ansatz. Der Hauptvorteil besteht darin, dass die Bandbreite der 2D-
Trennung genauso groß ist wie die Bandbreite der 1D-Trennung. Der größte Nach-
teil besteht darin, dass die Zeit, die für jede einzelne der 2D-Trennungen zur Ver-
fügung steht, stark eingeschränkt ist aufgrund der großen Zahl der Fraktionen des
1D-Eluats, die von der zweiten Dimension verarbeitet werden müssen.
Die beiden anderen in Abb. 1.2 dargestellten Modi sind Hybride der LC-LC- und

LC×LC-Modi. Im Falle des mehrfachen Heartcut (B; mLC-LC) wird eine Fraktion
des 1D-Eluats je Abschnitt der 1D-Trennung gesammelt, die für eine weitere Tren-
nung vorgesehen ist. Dies entspricht dem Vorgehen bei der LC-LC, wird im Verlauf
der 2D-Trennung aber zwei- oder mehrmals wiederholt. Schließlich werden bei se-
lektiven umfassendenTrennungen (C; sLC×LC)mehrere Fraktionendes 1D-Eluats
über eine bestimmte Zone der 1D-Trennung gesammelt, in Schleifen oder ,,Fallen“
gespeichert, und dann wie bei LC×LC-Trennungen einzeln in die 2D-Säule inji-
ziert. Diese Hybridmodi sind in vielen Fällen deshalb interessant, weil sie die Stär-
ken von LC-LC und LC×LC ausnutzen und gleichzeitig deren Schwächenmildern.
Insbesondere bieten mLC-LC und sLC×LC dem Analytiker eine große Flexibilität
bei der Entwicklung und Implementierung einer 2D-LC-Methode, da sie die Ent-
kopplung des Sammelns von 1D-Eluatfraktionen von deren weiteren Trennung in
der zweiten Dimension ermöglichen [11].

1.2.3 Hybride Modi bieten Flexibilität

Es gibt zahlreiche Möglichkeiten, wie die zusätzliche Flexibilität, die mLC-LC und
sLC×LC sich bieten, genutzt werden kann, und ichmöchte im Folgenden zwei Bei-
spiele zeigen. Erstens ist sLC×LC hilfreich, um das sogenannte Untererfassungs-
problem (Undersampling) bei 2D-Trennungen zu vermeiden. Undersampling be-
zieht sich auf den unerwünschten Effekt beim Sammeln von 1D-Eluatfraktionen,
die breiter als etwa die Hälfte einer 1D-Peakbreite sind. In diesem Fall könnenAna-
lyten, die nahe beieinander von der 1D-Säule eluieren, bei der Probenahme wieder
vermischt werden, und die Trennleistung der ersten Dimension einer 2D-Trennung
wird effektiv vermindert [12–14]. Dieses Problem tritt im LC×LC-Modus beson-
ders dann auf, wenn die 1D-Peaks schmal sind (z. B. < 5 s breit). Zur Bewältigung
dieser Herausforderung können mehrere schmale (< 1 s) Fraktionen über eine be-
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stimmte Region gesammelt werden, die für die 1D-Trennung von Interesse ist. Zwei-
tens kann der sLC×LC-Modus auch dazu verwendet werden, das Volumen des 1D-
Eluats zu steuern, welches für jede interessierende Region der 1D-Trennung in die
2D-Säule injiziert wird. Ein konkretes Beispiel soll diesen Vorteil deutlicher ma-
chen. Angenommen, wir haben eine bestehende 1D-LC-Trennung und möchten ei-
nen bestimmten Peak auf eine 2D-Säule zurweiterenTrennungund/oderCharakte-
risierung durch Massenspektrometrie übertragen. Wenn der 1D-Peak 15 s breit ist,
dann beträgt das Volumen des zu übertragenden Peaks 250 μl. Obwohl es sicher-
lich möglich ist, dieses Volumen in einer einzigen Fraktion zu übertragen, gibt es
viele Fälle, in denen die Injektion eines solch großen Volumens in die 2D-Säule
die Trennleistung der 2D-Trennung beeinträchtigt, insbesondere wenn ein Unter-
schied zwischen den mobilen Phasen der 1D- und der 2D-Trennung vorliegt [15].
Mit sLC×LC kann man nun vier Fraktionen anstelle einer einzigen des interessie-
renden 1D-Peaks sammeln, wobei jede der Fraktionen etwa 60 μl beträgt. Diese vier
Fraktionen können dann einzeln in die 2D-Säule injiziert werden [16]. Dies wird
zwar die Analysezeit erhöhen und erfordert eine komplexere Schnittstelle, aber die-
se Art von Flexibilität kann bei der Methodenentwicklung sehr wertvoll sein.

1.3 Wahl der Trennmodi

Nachdem man sich für den Modus der 2D-Trennung entschieden hat, besteht die
nächste wichtige Entscheidung darin, welche zwei Trennmodi in der ersten und
zweiten Dimension des 2D-Systems verwendet werden.

1.3.1 Komplementarität als Leitmotiv

In der Literatur über 2D-Trennungen wird viel über das Prinzip der ,,Orthogonali-
tät“ diskutiert, in Bezug auf die Auswahl der Trennmodi, die in einer 2D-Trennung
verwendet werden sollten. Der Grund für die Forderung nach Orthogonalität ist,
dass es von einem rein theoretischen Standpunkt aus gesehen am besten ist, wenn
die aus den 1D- und 2D-Trennungen erhaltenen Retentionsmuster nicht korrelie-
ren [17]. Ich denke jedoch, dass es von größerer praktischer Relevanz ist, über
die Komplementarität der beiden in der 2D-Trennung verwendeten Trennmo-
di nachzudenken. Inwieweit ergänzt der in der zweiten Dimension verwendete
Trennmodus die bereits in der ersten Dimension verwendete Trennung? Ein kon-
kretes Beispiel soll helfen, diesen Punkt zu verdeutlichen. Nehmen wir an, wir
trennen eine Mischung von Peptiden, die sowohl in der Gesamtzahl der Amino-
säurereste als auch in der Anzahl der Lysinreste variieren, sodass deren positi-
ve Ladung in Lösung ebenfalls variiert (bei niedrigem pH-Wert). Wenn wir ein
2D-LC-System aus RP-C18-Säulen und mobilen Phasen mit niedrigem pH-Wert
in beiden Dimensionen vorsehen würden, wird dies keine effektive 2D-Trennung
ergeben, da die zweite Trennung keine neue Trennselektivität hinzufügt. Neh-
men wir nun an, wir ändern die 1D-Trennung in Kationenaustausch (CEX), wo
die Peptide hauptsächlich nach ihrem Grad der positiven Ladung eluieren werden
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(niedrige Ladung eluiert zuerst, hohe Ladung eluiert zuletzt). Wenn wir nun eine
2D-Trennung mit einer RP C18-Säule hinzufügen, wird diese die 1D-Trennung gut
ergänzen, da sie sich hauptsächlich nach der Wasserlöslichkeit der Peptide trennt
(die am besten löslichen eluieren zuerst, die amwenigsten löslichen zuletzt). In die-
sem Fall können wir zwei Peptide haben, die die gleiche Ladung tragen – und somit
in der CEX-Trennung koeluieren – aber aufgrund von Unterschieden in der Anzahl
und/oder der Art der Aminosäuren sehr unterschiedlicheWasserlöslichkeiten (und
somit unterschiedliche Hydrophobizität) haben, die sich durch die 2D-RP-Säule
leicht trennen lassen.
In der Vergangenheit wurde viel Mühe darauf verwendet, herauszufinden, wel-

che Trennmodi für verschiedene Probentypen und Anwendungen am besten geeig-
net sind. Heutige Anwender können diese Ergebnisse als Grundlage für ihre eigene
Arbeit verwenden. Für einige Anwendungsbereiche gibt es gute Veröffentlichun-
gen, die die Komplementarität verschiedener Trennungen für bestimmte Molekül-
typen wie z. B. Peptide veranschaulichen [18]. Ich empfehle den Lesern, auch 2D-
LC-Datenbanken zu konsultieren, um die jeweils besten Trennungen für ihre An-
wendung herauszufinden.1)

1.3.2 Die Pirok-Kompatibilitätstabelle

Leider müssen wir mehr als nur die Komplementarität der Selektivitäten der unter-
schiedlichen Trennmodi berücksichtigen, die bei einer 2D-LC-Trennung verwendet
werden.Andere Faktorenwie dieKompatibilität dermobilen Phasenmit den einzel-
nen Trennmodi sind ebenso wichtig und können die Kombination von Trennmodi,
die unter dem Gesichtspunkt der Selektivität recht attraktiv aussieht, in der Praxis
unbrauchbarmachen. ZumBeispiel ist die Kombination einerNormalphasen-(NP)-
Trennung (d. h. nicht modifiziertes Kieselgel als stationäre Phase, Hexan als mobile
Phase) mit einer RP-Trennung für einige Anwendungen attraktiv, weil die NP-
Trennung von adsorptiven Wechselwirkungen zwischen Analyt und stationärer
Phase dominiert wird, während die RP-Trennung von der Verteilung der Analyten
in eine gebundene stationäre Phase dominiert wird. Dieser Unterschied in den Re-
tentionsmechanismen kann zu hochgradig komplementären Selektivitäten führen.
Allerdings stoßen wir in diesem Fall auf eine größere praktische Schwierigkeit, da
die unpolaren mobilen Phasen mit einem hohen Anteil organischer Lösungsmittel,
die für NP-Trennungen verwendet werden, mit den wasserreichen mobilen Phasen,
die für RP-Trennungen verwendet werden, nicht mischbar sind – zumindest nicht
über einen breiten Mischungsbereich. Dieser Umstand schränkt die Verwendung
einiger Kombinationen von Trennmodi wie NP-RP ein, obwohl selbst in diesemFall
das Mischbarkeitsproblem durch die Injektion sehr kleiner Mengen von 1D-Eluat
in große 2D-Säulen beherrscht werden kann [19]. Pirok und Schoenmakers haben
die Kenntnisse über die Kompatibilität diverser Trennungen in der 2D-LC gesam-
melt und in der in Abb. 1.3 dargestellten Tabelle zusammengefasst. Grau schattierte
Kombinationen sollten gut funktionieren, während hellgrau schattierte Kombina-

1) http://www.multidlc.org/literature/2DLC-Applications.
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