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Vorwort

Das Optimieren von Verhaltensweisen und Prozessen stellt eine notwendige
Voraussetzung fiir langfristigen Erfolg dar. Das Ziel und die Beweggriinde konnen
dabei recht unterschiedlich sein: Selbsterhaltung bei Lebewesen, ,Leben retten*
beim Helfer in Afrika, Gewinnmaximierung beim Marketing-Strategen oder neue
Erkenntnisse beim Wissenschaftler. Dieses Prinzip gilt natiirlich auch in der
Chemie und in der Analytik.

Das vorliegende Buch behandelt ausschliefllich das Thema ,Optimierung“ in
der HPLC. Es wird versucht, diesen wichtigen Aspekt der HPLC auf vielfiltige
Art und Weise zu beleuchten. Zum einen haben wir uns mit grundsitzlichen
Fragen und mit prinzipiellen Uberlegungen und Hintergriinden auseinander
gesetzt. Im gleichen Mafe haben wir uns bemiiht, moglichst viele Praxisbeispiele,
Anregungen und Vorschlige fiir den HPLC-Alltag vorzustellen und zu diskutieren.
Die Ausfithrungen sollen beim Planen effektiver Strategien zur Methoden-
entwicklung ebenso unterstiitzen und helfen wie in der tiglichen Praxis vor Ort,
wenn es um Konzepte fiir eine schnelle Optimierung geht. Das Ziel des Buches
ist, einen Beitrag fiir eine zweckgerichtete, bezahlbare Vorgehensweise bei
Methodenentwicklung und Optimierung in der HPLC zu leisten.

Dazu haben international renommierte Fachleute ihr Wissen und ihre Erfah-
rungen zur Verfiigung gestellt. Diesen Kollegen gilt mein herzlicher Dank. Dem
Verlag WILEY-VCH und insbesondere Steffen Pauly danke ich fiir die sehr gute
Zusammenarbeit und Kooperationsbereitschaft.

Saarbriicken, Januar 2006 Stavros Kromidas
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Zum Aufbau des Buches

Das Buch besteht aus fiinf Teilen.

Teil 1: Grundsitzliches zur Optimierung in der HPLC

Im Teil 1 wird versucht, wichtige Aspekte der Optimierung in der HPLC aus
verschiedenen Blickwinkeln zu beleuchten. Im ersten Kapitel (1.1 Stavros
Kromidas) werden die Grundsitze der Optimierung am Beispiel der RP-HPLC
dargestellt und Vorschlige zur Methodenentwicklung gemacht. Schnelle Gra-
dienten an kurzen Siulen fithren hiufiger als man zunichst annehmen wiirde
zu ausreichender Auflosung bei kiirzesten Analysenzeiten, diese Thematik wird
in Kapitel 1.2 diskutiert (Uwe D. Neue). Der pH-Wert ist bei der Trennung von
polaren/ionischen Substanzen mit Abstand der wichtigste Faktor im Optimie-
rungsgeschehen. Diesem Aspekt sind die zwei nachfolgenden Kapitel gewidmet
(1.3 Uwe D. Neue, 1.4 Michael McBrien). Optimierung bedeutet mehr als lediglich
die ,richtige“ Wahl von Methodenparametern. Zur Optimierung gehoren alle
Bemiithungen, méglichst die maximale — oder vielleicht die notwendige —
Information zu gewinnen. So kommen der Auswertung von chromatographischen
Daten und der Kalibrierung eine gewichtige Bedeutung zu. Diese Themen werden
in Kapitel 1.5 (Hans-Joachim Kuss) und 1.6 (Stefan Schomer) behandelt.

Teil 2: Die Charakteristika der Optimierung in einzelnen HPLC-Modi

Im Teil 2 wird auf die Spezifika der Optimierung in einzelnen Techniken
eingegangen. In der RP-Chromatographie (Abschnitt 2.1) stellt neben der Auswahl
des Eluenten (s. dazu auch Kapitel 1.1 bis 1.4) vor allem die Siulenauswahl eine
schwierige und zeitraubende Aufgabe dar. Das Thema ,RP-Siule“ wird von
insgesamt sechs Autoren bearbeitet: Zwei Autoren (2.1.1 Stavros Kromidas, 2.1.2
Uwe D. Neue) gehen eher praktisch an diese Aufgabenstellung heran, wihrend
Frank Steiner (2.1.5) und Lloyd R. Snyder (2.1.6) zur Frage ,Sdulencharakterisie-
rung” und ,Sdulenauswahl“ grundsitzliche, theoretische Uberlegungen —jedoch
mit konkreter, praktischer Relevanz — vorstellen. Mit der Anzahl von experimen-
tellen Daten nimmt naturgemifl die Aussagekraft zu, wobei das Handling der
Zahlen und vor allem das Finden und Deuten von Korrelationen nur mit
mathematischen Tools mdoglich ist. Chemometrie ist ein geeignetes Tool, um
beispielsweise die Ahnlichkeit von Siulen anhand chromatographischer Daten
herauszufinden. Die Anwendung der Chemometrie aus praktischer Sicht wird
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kurz in Kapitel 2.1.1 (Stavros Kromidas) und ausfiihrlich in Kapitel 2.1.3 (Melvin
R. Euerby) und 2.1.4 (Cinzia Stella) dargestellt. Zum Abschluss des Abschnittes
,RP-HPLC* zeigt Urban Skogsberg (2.1.7), wie durch Magic-Angle-Spinning-NMR-
Spektroskopie genaue Informationen iiber die Wechselwirkungen und die
Anordnung von funktionellen Gruppen an RP-Oberflichen erhalten werden
kénnen. Anschlieffend geht es um die Optimierung, aber auch um die Fehlersuche
und die Fehlervermeidung in folgenden Bereichen der HPLC: Normal Phase (2.2
Veronika R. Meyer), GPC (2.3 Peter Kilz), Gelfiltration (2.4 Klaus K. Unger),
Affinitatschromatographie (2.5 Egbert Miiller) und Enantiomerentrennung (2.6
Markus Juza). Drei unterschiedliche Ansitze wurden gewihlt, um sich mit dem
Thema Miniaturisierung auseinander zu setzen: Jiirgen Maier-Rosenkranz beschif-
tigt sich in Kapitel 2.7.1 mit der Micro/Nano-LC, in Kapitel 2.7.2 stellt Jorg P.
Kutter Fliissig(chromatographische)-Trennungen auf Chips vor und in Kapitel
2.7.3 beschreibt Uwe D. Neue die Méglichkeiten und Grenzen einer neuen Variante
der klassischen HPLC, der UPLC. Mit allen drei Techniken ist eine bemerkens-
werte Zeitersparnis moglich — es werden allerdings auch Limitierungen und
Schwierigkeiten genannt.

Teil 3: Kopplungstechniken

Teil 3 ist ausschlieRlich den Kopplungen vorbehalten. Je anspruchsvoller die
analytische Fragestellung in der Separationstechnik ist (Komplexitit und Anzahl
der Probenkomponenten, grofe chemische Ahnlichkeit der zu trennenden
Analyte usw.), umso notwendiger erscheinen Kopplungstechniken. Dabei fithren
zum einen Kopplungen zwischen verschiedenen Trenntechniken zu einer
Verbesserung der chromatographischen Auflésung wie z. B. Immunochromato-
graphie (3.1 Michael G. Weller) und LC-GPC-Kopplung (3.2 Peter Kilz). Zum
anderen fuhrt bei einer gegebenen Auflésung die Kopplung LC-Spektroskopie
zu einer spezifisch(er)en Aussage. Die populirsten Kopplungstechniken sind
LC-MS (3.3 Friedrich Mandel) und LC-NMR (3.4 Klaus Albert).

Teil 4: Computer-unterstiitzte Optimierung

Automatisierung kann generell zur Fehlervermeidung und Zeitersparnis fithren.
Die vollautomatische bzw. halbautomatische, Computer-unterstiitzte Methoden-
entwicklung und Optimierung in der HPLC hat in der Zwischenzeit einen
beachtlichen Reifegrad erreicht. Anhand mehrerer realer Beispiele legt Lloyd
R. Snyder (4.1) die Moglichkeiten der DryLab- und Sergey Galushko (4.2) die der
ChromSword-Software dar. Michael Pfeffer (4.3) vergleicht die zwei Software-
Konzepte aus Anwendersicht und prisentiert ein neues Software-Tool, in dem
auch die automatische Siulenauswahl integriert ist.

Teil 5: ,Anwender berichten“

Im letzten Teil kommen Anwender zu Wort. In vier unterschiedlichen Fillen
werden zwar anspruchsvolle und/oder neue Techniken/Konzepte zur Losung
einer bestimmten Fragestellung vorgestellt — diese jedoch eben aus Anwendersicht
und praxisnah. Der eine oder andere Losungsansatz kénnte fiir manche(n)



