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Aspekte der Gradienten-Optimierung
Stavros Kromidas

1.1 Einfiihrung

Gradienten sind vielfaltig 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 Saule wéahrend 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 ausschliefSlich 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 Saule, anhand einiger Grundformeln
wird anschliefSend auf die Charakteristika/Besonderheiten des Gradienten einge-
gangen. Darauf aufbauend werden Moglichkeiten der Optimierung fiir folgende
Zielsetzungen aufgezeigt: niedrige Nachweisgrenze, hohe Peakkapazitit, ausrei-
chende Auflosung sowie moglichst kurze Retentionszeiten. Zum Schluss erfolgt
eine Zusammenfassung mit einigen Grundregeln und Empfehlungen.

1.2 Besonderheiten des Gradienten

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

Was passiert nun beim Gradienten? Bei Gradiententrennungen nimmt die Elu-
tionsstédrke 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
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(immer mehr % B, ACN oder MeOH), umso stéirker 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;g-Alkylgruppen.

Die Substanzmolekiile bekommen nun im Gradientenverlauf aufgrund der im-
mer stiarker werdenden Konzentration an ACN/MeOH-Molekiilen eine gebiih-
rende Konkurrenz bei ihren Wechselwirkungen mit den C,g4-Alkylgruppen. Sie
werden dadurch immer stiarker gezwungen, die stationdre Phase schneller zu ver-
lassen, gelangen friither 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 hartnéckige organische Verunreinigungen, die sich womoglich an der
Oberfliche der stationdren Phase angesammelt haben mogen — die Sdule wird
nebenbei gespiilt.

Beim Gradienten haben wir mit Fokus auf die Peakform zwei entgegengesetz-
te Tendenzen: Je spiter die Peaks eluieren, umso stdrker unterliegt einerseits
die Substanzzone Dispersionsvorgdngen 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 stérker, da ja die Elutionsstdrke 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 fiir
isokratische Bedingungen definiert. Das hier beschriebene Phianomen bedeutet
u. A. fiir die Praxis, dass eine nachlassende Packungsqualitit 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” Geraten und mit ,schlechten” Saulen 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 betrifft. Auch der Vorteil von klei-
neren Korngroflen z.B. 2 oder 3 um-Teilchen gegeniiber 5 um-Teilchen ist bei
zahlreichen Applikationen weniger relevant. So sollte im Falle einer schwierigen
Matrix zunichst an 3,5-5 pm-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 pym-Teilchen selbstverstandlich auch beim Gradienten
zum Tragen. In diesem Zusammenhang sei auch auf folgendes hingewiesen: Da
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der Eluent permanent stirker (= apolarer) wird, sind die wandernden Substanz-
molekiile am Ende eines Peaks, also an der hinteren Flanke, schneller als am
Anfang des Peaks, die spéter 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 Gro3en und Formeln

Betrachten wir jetzt einige chromatographische Grofien, die aus der Theorie —
die tibrigens urspriinglich fiir die GC und wesentlich spater 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. Fiir
eine detailliertere Diskussion, s. [2—4] und insbesondere [1]. Die Aufl6sung 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-
tiondren 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{z /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 wéihrend der Gradientelution &n-
dert, wurde mit dem Ziel dieser Besonderheit Rechnung zu tragen, ein k*-Wert
(oder k) eingefiithrt [1]: Das ist der k-Wert einer Komponente, wenn sie sich ge-
rade in der Mitte der Sdule befindet. Obwohl die Notwendigkeit einer derartigen
Grofle 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, fiir Opti-
mierungsiiberlegungen wichtig ist, leuchtet ein — wie auch immer eine derartige
Grofle definiert sein mag. Der Trennfaktor a ist der Quotient aus den Retentions-
faktoren zweier Komponenten, die man trennen mochte, k; und k,, und stellt die
Trennfahigkeit des chromatographischen Systems fiir diese zwei Komponenten
dar. In der Literatur werden fiir R und k* unterschiedliche Formeln verwendet.
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Sie sind jedoch recht dhnlich und fithren letzten Endes zu dhnlichen Zahlenwer-
ten und somit zu dhnlichen Aussagen, wenn der Fokus auf die Praxis gerichtet ist.
Dazu folgendes Beispiel: In Formel (1.1), s. weiter unten, wird in der Literatur fir
den zweiten Term (Selektivititsterm) neben (¢ — 1) auch Ina bzw. a — 1/a ver-
wendet. Bei einem angenommenen a-Wert von 1,05 ergeben sich folgende Zah-
lenwerte fiir den Selektivititsterm: 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
T D
tg-F
G R 1.2
A%B-V,-S (1.2)
ky
== 1.3
“= (1.3)
b
k= — 1.4
7(32) 14
tg1 — ¢ t
n, = RL_Re G der n, = usl (1.5)
w w
mit
R Auflésung,
N Bodenzahl, grundsatzlich fiir isokratische Bedingungen definiert,
a Trennfaktor (frither: Selektivitatsfaktor),
k tatsdchlicher (gemessener) Retentionsfaktor einer Komponente,
k* Retentionsfaktor einer Komponente in der Mitte der Saule,
tg Gradientendauer,
F Fluss,

A%B Differenz Anfangs-/Endkonzentration der organischen Komponente

der mobilen Phase,

Totvolumen der Sdule, auch Durchfluss- oder Mobilvolumen genannt;

das ist das Volumen der mobilen Phase in der Sdule. Dieses entspricht

dem geometrischen Volumen der Sdule minus dem Skelettvolumen der

stationédren Phase und wird manchmal als ,effektives Volumen® der Séu-

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,

Wb Verweil- oder Verzégerungsvolumen (,Dwell“ oder ,Delay Volume*:

Volumen zwischen Mischkammer und Séule),

Peakkapazitit,

tri Retentionszeit des letzten Peaks,
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fRe Retentionszeit des ersten Peaks,
w Peakbreite.

Das Produkt aus £ X F wird als Gradientenvolumen bezeichnet.

Bemerkungen zu GIn. (1.2)-(1.4), oder: isokratische vs. Gradiententrennungen
Gemif3 Gl. (1.2) fiihrt eine Anderung der Flussrate und/oder der Saulendimen-
sionen zu einer Anderung des k*-Wertes. Merke: Diese Beeinflussung betrifft
beim Gradienten den Retentionsfaktor grundsitzlich — unabhingig davon, ob
der mittlere, k* oder der tatsichlich gemessene k betrachtet wird. Ferner be-
einflussen geméf3 Gl (1.4) das Verweil- sowie das Saulenvolumen ebenso den
k* / k-Wert. Eine Anderung dieser Faktoren kann nun bei unterschiedlichen Ana-
lyten unterschiedlich ausfallen. Da a = k, / k; gilt, kann sich folglich auch die Se-
lektivitdt andern!

So verwendet beispielsweise manch ein Anwender im Rahmen einer Metho-
denentwicklung nach dem erfolgreichen Finden einer geeigneten stationdren
Phase nun eine lingere Sdule mit dem identischen Phasenmaterial und wundert
sich, dass sich die Selektivitat/Elutionsreihenfolge dndert. Oder aber es geht um
Methodentransfer: Die verwendeten Gerite sind praktisch identisch, moglicher-
weise konnten bei identischem Volumen der Mischkammer lediglich sehr kleine
Unterschiede im Verweilvolumen z.B. durch ein unterschiedliches Schleifen-
volumen im Autosampler vorhanden sein (s. auch Kapitel 2). Auch in diesem
Fall sollte nicht nur mit den allgemein bekannten Anderungen wie Retentions-
zeit, Peakform und Auflosung gerechnet werden, sondern eben auch mit einer
etwaigen Anderung der Selektivitit oder gar der Elutionsreihenfolge (s. weiter
unten), denn — s. Gl. (1.4): V}, bleibt konstant aber V,, éndert sich, dies macht
sich besonders bei sehr kurzen/diinnen Sdulen bemerkbar.

Die hier beschriebenen Probleme werden héufiger beobachtet, wenn in der
Probe sogenannte irreguldre Komponenten enthalten sind, s. weiter unten. Ein
grofleres Totvolumen (= Volumen zwischen Probengeber und Detektor — ohne
Saule) fithrt bei isokratischen Anlagen dagegen ,,nur zu breiteren Peaks und da-
durch zu einer Verschlechterung der Auflosung. Analog beeinflusst eine linge-
re Sdule bei isokratischen Trennungen die Retentionszeit, die Peakform und die
Auflésung. Die Linge der Sdule wird — anders als bei Gradiententrennungen! —
weder die Selektivitat noch die Elutionsreihenfolge verdndern konnen.

Und in diesem Zusammenhang noch ein letztes Beispiel: Nehmen wir an, ei-
ne Komponente eluiert im isokratischen Modus bei einem Fluss von 1 ml/min
und gegebener Eluentenzusammensetzung bei 10 min. Erhoht sich der Fluss auf
2 ml/min, eluiert die Komponente nach 5min, denn sie ,macht” die neue Ge-
schwindigkeit mit, ihre Aufenthaltszeit in der Sdule ist um Faktor 2 kiirzer ge-
worden. Nehmen wir jetzt an, eine Komponente verldsst im Gradientenmodus
die stationdre Phase bei einem Anteil von 40 % B im Eluenten, ab dann wandert
sie mit der Geschwindigkeit des Eluenten — wie gehabt. Nehmen wir ferner an,
der Gradient erreicht diese 40 % B nach 10 min, die Substanz eluiert nach 12 min.
Das heif3t, die Substanz befindet sich 10 min lang an der stationdren Phase und
durchwandert die Séule bei einem Fluss von 1 ml/min in 2 min. Bei einer Erho-
hung des Flusses auf 2 ml/min verweilt die Substanz weiterhin 10 min lang an
der stationédren Phase — die gednderte Eluentengeschwindigkeit mit der die Elu-

7



8

1 Aspekte der Gradienten-Optimierung

entenmolekiile nun wandern, beeinflusst die Wechselwirkungen nicht. Die Auf-
enthaltszeit in der mobilen Phase nimmt selbstverstiandlich um Faktor 2 ab (von
2 min auf 1 min), die Komponente eluiert nun nach 11 min. Das bedeutet: Ein ho-
herer Fluss bringt die Molekiile schon schneller voran, das Wichtigste jedoch hat
bereits die Elutionsstérke bewirkt. Somit ist beim Gradienten die Elutionsstérke,
bei der eine Komponente die stationire Phase verlésst, fiir die Retentionszeit viel
wichtiger als der Fluss.

Bei isokratischen Trennungen ist der Fluss die treibende Kraft, bei Gradienten-
trennungen ist es dessen Steilheit, letzten Endes % B/ml. So fiithrt eine Erh6hung
des Flusses um Faktor 2 — bei sonst konstanten Bedingungen — je nach Gra-
dientensteilheit zu einer Abnahme der Retentionszeit um lediglich ca. 5-15%.
Diese Uberlegungen bzgl. Retentionszeit gelten analog auch fiir die Siulenlin-
ge: Eine kiirzere Sdule fithrt bei sonst konstanten Bedingungen — anders als bei
isokratischen Trennungen — nur zu einer unwesentlich kiirzeren Gradientendau-
er, s. Beispielchromatogramme weiter unten. Und schliefllich: Da sowohl k*- und
k.-Werte (k, = k-Wert im Moment der Elution aus der Sdule) als auch die Peak-
breiten fiir die frithen/spaten Peaks im idealen Fall jeweils konstant bleiben bzw.
sehr dhnlich sind, bedeutet dies Folgendes: Anders als bei isokratischen Tren-
nungen ist die Auflosung bei den frithen Peaks des Chromatogramms nicht per se
schlechter als bei den spéteren Peaks. Die einfache Formel ,frithe Peaks, schlechte
Auflosung” gilt beim Gradienten nicht — die Auflosung ist bei Gradiententren-
nungen eine Grofle, die sich sehr ,individuell” verhalten kann.

Merke:

Bei isokratischen Trennungen beeinflussen physikalische Parameter wie Fluss,
Séulensimensionen und Totvolumina die Retentionszeit und tiber die Peakform
auch die Auflosung; in das Wechselwirkungsgeschehen (,Chemie”) greifen diese
Parameter nicht ein. Bei Gradiententrennungen konnen sich jedoch dartiber hin-
aus auch die Selektivitit und die Elutionsreihenfolge dndern; diese Anderungen
konnen des Weiteren am Anfang des Gradienten anders ausfallen als am Ende.

1.4 Nachweisgrenze, Peakkapazitat,
Auflosung — Moglichkeiten der Optimierung

1.4.1 Nachweisgrenze

Die drei wichtigsten Ziele bei einer Optimierung sind: niedrige Nachweisgren-
ze, ,gute” Trennung und nicht zuletzt schnelle Trennung. Wir beginnen mit der
Nachweisgrenze. Moglicherweise ist diese Aufgabe die Einfachste — zumindest,
was die Umsetzung der moglichen Mafinahmen betrifft. Mit dem Ziel nun einer
niedrigen Nachweisgrenze gilt — analog isokratischen Trennungen — auch hier:

¢ Optimale Wellenldnge aber auch optimale Einstellparameter — sehr wichtig
insbesondere fiir kleine, frithe Peaks, z. B.: kleine Zeitkonstante (,Rise Time®,
»Iime Constant®, ,Filter Time®, ,Response Time®, ,Dwell Time*), grofSe Da-
tenrateaufnahme (,Sample Rate, ,,Sampling Time"“), grofle Bandbreite (,Band-
width®), grofer Spalt (,,Slit“) und ,passende” Referenzwellenldnge beim DAD.
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¢ Kleines Totvolumen, d. h. kurze und vor allem diinne Kapillaren, kleines Zell-
volumen — allerdings bei einem moglichst langen Lichtweg im Falle eines UV-
Detektors.

¢ Man sollte fiir ein giinstiges Peak/Rauschen-Verhaltnis sorgen, z.B.: emp-
findlicher messen (das Peak/Rauschen-Verhiltnis wird giinstiger), optimaler
Zustand von Detektorteilen, wie: kein Belag in der UV-Zelle, keine ,blinden”
Spiegel, keine korrodierten Platinen, keine Ablagerungen am MS-Interface,
saubere Elektrodenoberfliche beim elektrochemischen Detektor usw. Bei
Bedarf sollte das elektronische Rauschen von AD-Wandlern und sonstigen
Interfaces durch Verwendung von elektronischen Dampfern reduziert wer-
den.

¢ Man sollte fiir eine Aufkonzentrierung/Fokussierung der Substanzzone am
Saulenkopf sorgen (,On Column Concentration®), die Probenlésung sollte
schwiécher — also polarer — als der Anfangseluent sein: Probenlésung mit
Wasser verdiinnen bzw. mit Neutralsalz oder Puffer versetzen.

¢ Miniaturisierung nutzen: kiirzere und vor allem diinnere Séulen verwenden —
auf mogliche Uberladung durch den Hauptpeak/die Matrix achten — kleinere
Teilchen/Fused Core Materialien einsetzen.

e Temperatur erh6hen (wichtig!)

Und nun in aller Kiirze speziell beim Gradienten:

1. Kleines Gradientenvolumen
2. a) Bei sehr frithen, chemisch dhnlichen Peaks: Mit ,viel* Wasser/Puffer be-
ginnen, um eine ,,On Column Concentration” zu erreichen.
b) Bei einfachen Trennungen und nicht allzu polaren Komponenten mit 50—
60 % B starten.

3. Einen kurzen, steilen Gradienten mit grofler Endkonzentration an % B fah-
ren. Je steiler der Gradient, desto frither bringt der Eluent die Komponenten
zum Sédulenausgang und desto geringer wird das dafiir benotigte Volumen an
mobiler Phase.

Durch diese Mafinahmen eluieren die Peaks friih, sie sind schmal und hoch.
Merke: Je steiler der Gradient, umso dhnlicher die Peakbreiten und umso dhn-
licher und geringer die Bandenverbreiterung. Ein steiler Gradient bedeutet al-
lerdings — abhéngig von der Wellenldnge bei einem UV-Detektor und den ver-
wendeten Losemitteln und Eluentadditiven — oft eine merkliche Drift, was sich
kontraproduktiv auswirken kann. Hier gilt, einen verniinftigen Kompromiss zwi-
schen Anfangs-% B, Wellenldnge und Steilheit zu finden. Die Steilheit des Gra-
dienten stellt dagegen bei der LC-MS-Kopplung selten ein ernstes Problem dar
(s. Kapitel 8), bei den Aerosol-Detektoren ist ein steiler Gradient fiir die Nach-
weisgrenze sogar vorteilhaft. Unter Umstdnden wire schliefllich an ein konkaves
bzw. konvexes Gradientenprofil zu denken, wenn die Nachweisgrenze bestimm-
ter Peaks gezielt im hinteren bzw. im vorderen Teil des Chromatogramms ver-
bessert werden soll.
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1.4.2 Peakkapazitat und Auflésung

Peakkapazitat

Als Peakkapazitit wird tiblicherweise die Anzahl der Peaks pro Zeiteinheit de-
finiert, s. GL (1.5). Die Peakkapazitit als Trennkriterium erweist sich dann als
wichtig, wenn sehr dhnliche Komponenten getrennt werden sollen, z.B. Be-
standteile einer homologen Reihe wie Oligomere, in diesem Fall erwartet man
dquidistante Abstdande der Peaks. Bei dhnlichen Komponenten kénnen wir nur
schwerlich unterschiedliche Wechselwirkungen und damit eine gute Selektivitét
erwarten. Ahnlich verhilt es sich im Falle von komplexen Mischungen und/oder
einer schwierigen Matrix. Auch hier kommen wir via Selektivitit realistischer-
weise nicht weiter. Eine Trennung wird hier moglich sein, wenn man die vielen
(ahnlichen?) Komponenten als schmale Peaks iiber das gesamte Chromato-
gramm verteilt eluieren kann. Umgekehrt, je unterschiedlicher die Komponenten
sind, umso mehr gerdt die Peakkapazitit in den Hintergrund und die ,Chemie“ in
den Vordergrund, denn: Hier hétten wir zumindest die Chance, unterschiedliche
Wechselwirkungen herbeizufithren und damit die Selektivitat und folglich sehr
effektiv die Auflosung zu verbessern. Vereinfacht: Bei dhnlichen Komponenten
und somit geringer Selektivitit gerat der (wichtige) Selektivititsterm in GL (1.1)
in den Hintergrund, die gewiinschte Auflésung kann nur durch Erhéhung des
Effizienzterms erreicht werden — verniinftig starke Wechselwirkungen voraus-
gesetzt. Wie kann nun die Peakkapazitit erhoht werden? Die drei Hauptfaktoren
sind: moglichst grofles Gradientenvolumen, moglichst steile Gradienten (bei
konstant gehaltenem Gradientenvolumen!), moglichst schmale Peaks; was wie-
derum zunichst Folgendes bedeutet: lange Séule, langer Gradient plus hoher
Fluss, hoher End-% B. Je effizienter die Sdule (hohe Bodenzahl, d. h. lange Sdule
gefillt mit kleinen Teilchen), umso lidnger sollte der Gradient sein, um eine gute
Peakkapazitit zu erhalten. Je kiirzer die Sdule, umso unwichtiger wird die Gra-
dientendauer: Es lohnt sich nicht, bei kurzen Saulen lange Gradienten zu fahren.
Merke: Ein langer Gradient bewirkt wenig; ein doppelt so langer Gradient fithrt
zu einer Erhohung der Peakkapazitit um nur ca. 20 %, denn die Komponenten
eluieren bei einer geringeren Elutionsstérke, die Peaks werden breiter — und die
Peakbreite wird ja von % B bestimmt, bei dem die Komponente eluiert. Merke:
Der Nutzen eines lingeren Gradienten wird immer schwécher, je grofier das
Verhiltnis Gradientenvolumen zu Saulenvolumen, Vg /V,,, wird. In der Praxis
lohnt es sich kaum tiber Faktor 30 zu gehen.

Wenn UHPLC zur Verfiigung steht, lautet erginzend die Empfehlung: Verwen-
de eine lange Sdule gefiillt mit sub 2 um-Teilchen — denke evtl. auch an Core Shell
oder Monolithen, fahre einen steilen Gradienten und erhéhe zusitzlich die Tem-
peratur. Ein Trick der bei vielen dhnlichen Komponenten oft zu guter Auflésung
und schmalen Peaks fiithrt: Fange mit hohem % B an und fahre einen relativ fla-
chen Gradienten.

Auflosung

Wenden wir uns nun dem Ziel ,gute” Auflosung zu. Dies ist mit Abstand der
schwierigste Fall. Halten wir zundchst wie folgt fest: Gute Auflésung bedeutet
vereinfacht, einen groflen Abstand zwischen zwei Peaks an der Peakbasis. Es
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kann allerdings sein, dass nicht nur ein oder zwei kritische(s) Paar(e) existier(t)en,
sondern ganze kritische Regionen im Chromatogramm. Der Fokus bei der Op-
timierung liege dann auf einer guten Auflésung in diesem Bereich des Chro-
matogramms. Wenn ich ,alles” gut trennen muss (kritisch hinterfragen, ob dies
wirklich notwendig ist), dann wird die Summe aller Auflésungen zum mafSgebli-
chen Trennkriterium und wir sind wieder bei der Peakkapazitit, s. weiter oben.
Gl (1.1) ist zu entnehmen, dass die Auflésung von einem Effizienz-, einem Se-
lektivitdts- und einem Retentionsterm beeinflusst wird. Eine Verbesserung der
Auflosung wird durch eine Erhohung der Werte der drei Terme erreicht: d. h.
eine moglichst grofle Bodenzahl, eine gute Selektivitat — unterschiedlich starke
Wechselwirkungen der mich interessierenden Komponenten an der stationédren
Phase — sowie tiberhaupt starke Wechselwirkungen.

Bodenzahl - Effizienzterm

Eine gute Effizienz, also eine hohe Bodenzahl ist generell wiinschenswert. Doch
ist eine solche im Gradientenmodus fiir ,normale” Trennungen eher zweitran-
gig: Erstens befindet sich die Bodenzahl unter der Wurzel, eine Erh6hung der
Bodenzahl sogar um Faktor zwei (z. B. von einer tiblichen Bodenzahl von 10 000
auf eine — in der UHPLC in der Praxis noch realisierbare — Bodenzahl von 20 000)
fithrt zu einer Erh6hung der Auflosung um \/5 also lediglich um Faktor 1,4 — dies
unter isokratischen Bedingungen! Und zweitens spielt die ,Bodenzahl“ gerade
beim Gradienten eine untergeordnete Rolle: Wie weiter oben dargelegt, sind die
Peaks durch die permanent zunehmende Elutionsstérke stets schmal, die ,Bo-
denzahl” ist grof$ und im idealen Fall konstant. Ist dennoch eine hohere Trenn-
schirfe notwendig? In diesem Fall sollte dies eher durch die Verwendung von
kleineren Teilchen als durch eine lingere Séule angestrebt werden. Es sei denn,
man hat es mit einer sehr schwierigen Matrix zu tun und/oder die Robustheit
steht im Vordergrund und nicht die Zeit. An dieser Stelle sei eine kurze Erldu-
terung erlaubt. Sowohl fiir isokratische als auch fiir Gradiententrennungen gilt:
Die Chromatographie ist ein Verdiinnungsprozess, es findet stets eine Verbrei-
terung der Substanzzone statt, einen Beitrag dazu steuert die Diffusion der Mo-
lekiile bei. Jener Beitrag ist bei einem &hnlichen Molekulargewicht der Analyte
praktisch konstant, ferner aus den weiter oben dargestellten Griinden beim Gra-
dienten sehr klein. Dariiber hinaus muss im Falle einer langsamen Kinetik mit
einem weiteren — zuweilen betrichtlichen — Beitrag zur Peakverbreiterung ge-
rechnet werden: Aufgrund beispielsweise von zusitzlichen ionischen Wechsel-
wirkungen — aber auch Komplexbildung oder Verschiebung von Gleichgewich-
ten durch einen ungewollten pH-Wert-Gradienten wéhrend des Laufs — konnen
auch bei Gradientenldufen breite/tailende Peaks erhalten werden. Zu der Peak-
verbreiterung wegen einer langsamen Kinetik, s. weiter unten.

Trennfdhigkeit - Selektivitatsterm

Bei realen Fragestellungen haben wir mit a-Werten zwischen ca. 1,02 und 1,1,
im Falle von stark unterschiedlichen Komponenten vielleicht von 1,2 zu tun. Se-
lektivitat ist mit Abstand die empfindlichste Funktion fiir die Auflésung, auch
eine minimale Verbesserung des a-Wertes fithrt zu einer dramatischen Zunah-
me der Auflésung. Kehren wir zum Gradienten zuriick: Es gilt « = ky/k, d. h.

11
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alle Faktoren, die den Retentionsfaktor beeinflussen (Gl. (1.2)), kdnnen auch die
Selektivitdt beeinflussen — und die Auflosung sowieso. Weiter unten werden wir
wieder darauf zuriickkommen.

Starke der Wechselwirkungen - Retentionsterm

Der Wert dieses Terms nédhert sich asymptotisch der Zahl 1. So hétte beispiels-
weise bei einem k*-Wert von 5 der Retentionsterm einen Wert von 0,84 und bei
einem k*-Wert von 20 einen Wert von 0,95.

Beschiftigen wir uns jetzt etwas nidher mit Gl (1.2), manch interessante
Schlussfolgerung fiir den Alltag kann dadurch abgeleitet werden. Im Abschn. 1.6
werden einige Beispielchromatogramme gezeigt, die diese Erkenntnisse illustrie-
ren.

g F
T A%B-V,-S

Wie bei jedem Bruch erhoht sich hier der k*-Wert, wenn der Zéhler zu- oder
der Nenner abnimmt. Was heif$t das nun konkret?

e Der k*-Wert und folglich die Auflésung nehmen zu, wenn das Gradienten-
volumen zunimmt. Eine Erh6éhung des Gradientenvolumens {iber den Fluss
(konstante Gradientendauer, Erh6hung der Flussrate) hat den grofien Charme,
dass bei gleichbleibender Retentionszeit die Auflosung besser werden kann.
Bin ich mit der Auflosung dagegen zufrieden? In diesem Fall gilt es zu priifen,
ob ich z. B. bei einem um Faktor 2 kiirzeren Gradienten und einem um eben-
so Faktor 2 hoheren Fluss ungefihr die gleiche Auflésung erhalte — allerdings
in der Halfte der Zeit (konstantes Gradientenvolumen). Der hier besproche-
ne Zusammenhang fithrt auch zu folgender Aussage: Je kiirzer der Gradient,
umso hoher sollte der Fluss sein, sonst erreicht man ja kein geniigend gro-
es Gradientenvolumen, das méoglicherweise fiir die Trennung notwendig ist.
Nachteile bei einer Erhohung des Flusses wéiren woméglich die Folgenden:
Beziiglich Quantifizierung: Abnahme der Peakflédche bei konzentrationsemp-
findlichen Detektoren (DAD,FLD usw.). Durch die Flusserh6hung eluieren
die Komponenten bei einer geringeren Elutionsstirke, das Peakvolumen
nimmt zu, so auch die Verdiinnung, die Konzentration am Peakmaximum
wird geringer.

Beziiglich Auflésung: bei grofieren Teilchen wie z.B. 5um und/oder Me-
thanol/Wasser wg. der Viskositét eventuell, bei multiplen Mechanismen wie
im Falle von EPG- oder Mixed Mode Phasen, HILIC, geladenen Molekiilen,
Isomeren etc. wahrscheinlich, Peakverbreiterung und dadurch Abnahme der
Auflosung: In beiden Féllen arbeitete man im C-Term der Van-Deemter-Glei-
chung, die langsame Kinetik fiihrte schon zu breiten Peaks, die einem sogar
im Gradientenmodus schwer zu schaffen machen konnten. Der in diesem
Zusammenhang immer wieder genannte Nachteil, namlich die Verkiirzung
der Lebensdauer der Saule durch den erhéhten Druck bei hoheren Flussraten
wird oft iiberschitzt: Erstens sind die Sdulen auf Kieselgelbasis robuster als
manchmal befiirchtet, zweitens steht in der Regel der Zeitgewinn in keinem
Verhiltnis zu dem Preis einer Sdule und vor allem drittens: Das was zédhlen
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sollte, ware nicht die Lebensdauer der Sdule absolut, sondern die Anzahl der
Injektionen pro Zeiteinheit — und die bleibt (theoretisch) konstant, z.B.: In
der Hilfte der Zeit (Lebensdauer der Sdule wg. eines um Faktor 2 erhéhten
Druckes jetzt um Faktor 2 gesunken) habe ich die gleiche Anzahl an Injektio-
nen durchgefithrt. Zum Schluss die berechtigte Frage: ,,Alles schon und gut,
soll ich mich nun fiir einen langeren Gradienten oder fiir einen hoheren Fluss
entscheiden?” Die vereinfachte Antwort lautet: Steht die ultimative Auflésung
im Vordergrund und spielt die Laufzeit eine untergeordnete Rolle? Hat man
dariiber hinaus eine kleine Differenz % B? Wenn ,ja“ sollte man in diesem Fall
die Gradientendauer erhohen. Liegt kein so schwieriges Trennproblem vor?
Man sollte hier den Fluss erhohen, die evtl. minimale Abnahme der Auflésung
wird wahrscheinlich kaum ins Gewicht fallen, man ist jedoch schneller fertig.
Denken Sie in diesem Zusammenhang an folgende Analogie: Die Gradien-
tendauer beim Gradienten entspricht dem wéssrigen Anteil bei isokratischen
Trennungen. Hier wie dort fiihrt eine Erhéhung zu kleinen, breiten Peaks,
langeren Retentionszeiten, besserer Gesamtauflosung (Summe der Auflosung
zwischen allen Peaks).

A %B und V,, sollten klein sein, was zundchst einen flachen Gradienten so-
wie eine kurze Sdule bedeutet. Auch wenn man intuitiv zur Verbesserung der
Auflosung stets eine lingere Sdule verwenden wiirde: Beispiele mit Proteinen
aber auch mit kleineren Molekiilen, die hier nicht gezeigt werden, belegen,
dass in der Tat eine kiirzere Séule zu einer moglichen Verbesserung der Auf-
l6sung fithren kann. Ddenn laut Gl. (1.2) fithrt eine lingere Sdule zu einer Ab-
nahme von k*, andererseits bedeutet eine lingere Saule eine hohere Boden-
zahl. Wie weiter oben ausgefiihrt, spielt die ,Bodenzahl” beim Gradienten ei-
ne untergeordnete Rolle, der Vorteil einer per se h6heren Bodenzahl kann den
erstgenannten Nachteil nur teilweise aufheben. Merke: Das Saulenvolumen ist
beim Gradienten unwichtiger im Vergleich zum Gradientenvolumen. Zahlrei-
che Messungen haben ergeben, dass fiir bis ca. 20—-25 Peaks in der Regel eine
125 mm-Saule lang genug ist — oft reicht fiir eine tibliche Fragestellung sogar
eine 50 mm-Saule vollkommen aus.

Fassen wir den eben besprochenen Einfluss vom Zghler und vom Nenner auf
den k*-Wert bei Gl. (1.2) in Form folgender — sicherlich nicht fiir alle Falle zu
verallgemeinernden — Aussagen noch einmal zusammen:

a)

Bei kurzen Gradienten und grofSem A % B (ab ca. 60 % B, oft der Fall bei gene-
rischen Ubersichtsgradienten) wire zunichst ein hoher Fluss anzuraten, d. h.
ein notwendiges Gradientenvolumen sollte {iber den Fluss und nicht tiber die
Gradientendauer erzielt werden.

Je flacher der Gradient (kleiner A % B), umso geringer fallt der Vorteil eines er-
hohten Flusses aus; der Gradient wird ,isokratischer”, die Zunahme der Peak-
breiten im Falle von komplexen Gemischen kann zu einer Abnahme der Auf-
16sung fithren. Hat man sich nun fiir einen flachen Gradienten entschieden
und herrscht dariiber hinaus z. B. durch sekundére Gleichgewichte noch eine
langsame Kinetik, so wire es in diesem Fall nicht empfehlenswert, sich durch
Erhohung der Flussrate unnétig eine Zunahme der Bandenverbreiterung ein-
zuhandeln.
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¢) Ebenso: Je flacher der Gradient, umso unwichtiger wird die Gradientendauer.
Kleiner A % B im Nenner bedeutet einen geniigend grofien k*-Wert, ein gro-
les Gradientenvolumen — eben durch einen langen Gradienten — ist gar nicht
so notwendig.

d) Je grofler A % B umso kleiner wird der k*-Wert — damit auch Abnahme der
Auflosung. Gegensteuerung ist durch Flusserhohung moglich. Dazu auch fol-
gender Aspekt: Wenn der Fluss erhoht wird, nimmt die Retentionszeit der
Peaks ab, so auch die Totzeit, t,. Der Quotient jedoch ¢y, /¢, nimmt zu, d. h.
der erste Peak kann besser von der Front abgetrennt werden.

e) Ahnliche Betrachtung: Wenn eine lange Siule verwendet wird (wie soeben bei
A % B, wiirde V,, im Nenner zunehmen), sollte der Fluss erh6ht werden. Bis
auf die weiter oben erwéhnten Fille, also langsame Kinetik etc., iberwiegt der
Vorteil der Erhohung des Gradientenvolumens iiber den Fluss dem Nachteil
der Abnahme der ,Bodenzahl“ Da das Sdulenvolumen klein sein sollte (V;, im
Nenner!), sollten gerade bei Gradiententrennungen moglichst kurze Sdulen
verwendet werden, s. Beispiele weiter unten.

f) Wenn steile Gradienten gefahren werden, ist es ebenso kontraproduktiv, eine
lange Sdule zu verwenden: Der k*-Wert der Komponenten tendiert schnell
gegen null, die Lange der Sdule wird gar nicht genutzt, es ergibt sich zwar
eine eher kleine aber dennoch unnétige Bandenverbreiterung.

Schnelle Trennungen werden oft angestrebt. Eine einfache Moglichkeit in der
Praxis ist die Erh6hung der Flussrate, jedenfalls eher als eine kiirzere Saule ein-
zubauen, die — falls tatsdchlich vorhanden — erst eingespiilt werden muss, usw.
Deswegen sei erlaubt, hier abschlieflend erneut auf die Flusserhohung einzuge-
hen. Der Fluss sollte in folgenden Fillen erhoht werden: grof3e Differenz % B,
<3 um-Teilchen, lange Saule, langer Gradient, schnelle Kinetik. Kritisch zu hin-
terfragen wire diese Mafinahme in folgenden Féllen: Bei bestimmten LC-MS-
Modi (s. Kapitel 8), im Spurenbereich mit DAD/FLD-Detektion, multiple Wech-
selwirkungen und dadurch langsame Kinetik — die Verwendung von > 5 pm-Teil-
chen diirften fiir analytische Trennungen heute eher die Ausnahme darstellen.
Durch Erhéhung der Flussrate erhoht sich das Gradientenvolumen und dadurch
kann sich zunichst ebenfalls die Auflosung erh6éhen. Aber: Die spiter eluieren-
den Molekiile befinden sich langer im schnelleren Eluenten im Vergleich zu den
frith eluierenden Molekiilen. Diese Tatsache in Kombination mit einer langsamen
Kinetik kann dazu fithren, dass bei einer Erhohung der Flussrate die Auflosung
im vorderen Bereich des Chromatogramms besser, im hinteren jedoch schlechter
wird. Das haben wir bei EPG- und Mixed Mode Phasen sowie bei Experimenten
bei niedrigen Temperaturen beobachtet.

1.5 Gradienten-,Mythen”

Im Laboralltag haben sich bei Gradienten-Trennungen Praktiken eingebiirgert
und Meinungen gebildet, die allerdings in dieser Form nicht immer zweckdien-
lich sind bzw. nicht immer der Realitét entsprechen. Nachfolgend werden einige
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dieser ,Mythen“ genannt und kurz kommentiert. Entsprechende Beispiele folgen
weiter unten.

,Ein guter Ubersichtsgradient (,generischer Gradient) bei einer neuen Methode
ist z. B. von 5-10 % B auf 90-100 % B*

Nein, sicherlich nicht immer. In mehreren Féllen haben wir festgestellt, dass
sowohl die Auflosung an bestimmten Stellen des Chromatogramms als auch
die Peakkapazitit insgesamt besser wird, wenn man mit ca. 30—40 % B star-
tet. Eine gezielte Literatursuche bei neueren Veroffentlichungen hat diesen
Befund bestitigt. Die merkliche Elutionsstérke einer derartigen Anfangsmi-
schung fiihrt offensichtlich zu einer frithen Differenzierung der Probenkom-
ponenten: Thre moglicherweise unterschiedlichen Eigenschaften und damit
die unterschiedlich starken Wechselwirkungen mit dem Phasenmaterial kom-
men bei ca. 30—40 % B zum Vorschein, wiahrend bei ca. 95 % Wasser/Puffer na-
hezu alle Komponenten am Séulenkopf ,sitzen” und dadurch eine Trennung
von relativ frithen Peaks erschwert wird.

»Fiir Proben mit einer grofSen Anzahl an Komponenten sollte man schon einen
langen Gradienten fahren

Die Verbesserung der Trennung durch einen langen Gradienten hélt sich in
Grenzen. Bei kiirzeren Gradienten eluieren die Peaks zwar friiher, die Peak-
breite ist aber dafiir kleiner. Die langen Gradienten fiithren oft nur bei den spét
eluierenden Peaks zu einer signifikant besseren Auflosung.

»Nimm mehr % B zu Beginn, damit das Ganze schneller wird"”

Natiirlich richtig, die Auflésung kann sich allerdings auch éndern.

»Eine isokratische Stufe zu Beginn verbessert die Auflosung”

Das kann, muss aber nicht sein, s. weiter unten. Merke: Wahrend der isokrati-
schen Stufe wandert der Peak ein wenig, der Gradient wirkt also quasi in einer
»kiirzeren“ Saule.

»Ein flacher Gradient verbessert die Auflosung”

Auch hier: Das kann, muss aber nicht sein. So erhoht ein flacherer Gradient
in der Tat die mittlere Auflésung, d.h. die Summe aller Auflésungen nimmt
zu. An bestimmten Stellen im Chromatogramm kann sie allerdings zu- oder
abnehmen. Was wirklich im konkreten Fall passieren wird, kann im Vorfeld
nur durch (mindestens) zwei Laufe vorhergesagt werden, s. Kapitel 3.
»Mischventile mit kleinen Volumina bedingen ein kleines ,, Dwell Volume*— und
das ist gut, solange die Mischungsqualitdt gewdhrleistet ist*

Auch wenn es langsam langweilig wird: Das kann, muss aber nicht sein. Merke:
Anderes ,Dwell Volume*“ bedeutet evtl. eine Anderung im Chromatogramm,
d.h. es kann z. B. eine Anderung der Elutionsreihenfolge, der Selektivitit, der
Peakform oder der Aufldsung auftreten. Und Anderung heifit eben ,,Ande-
rung®, jene kann je nach Fall positiv oder negativ sein.

»Im Falle einer komplexen Mischung wdhlt man eine lange Sdule, einen langen
Gradienten und einen langsamen Fluss“

Hinter diese Aussage gehort im Falle von irregulidren Komponenten, s. weiter
unten, mindestens ein dickes Fragezeichen, s. auch Ausfithrungen weiter oben.
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1.6 Beispiele zur Optimierung von Gradientenlaufen:
ausreichende Auflosung in einer adaquaten Zeit

Uber irregulidre Komponenten

Bevor wir auf die Beispiele zu den einzelnen Optimierungsparametern zu spre-
chen kommen, soll an dieser Stelle ein wichtiger Hinweis erfolgen, denn die nicht
Beachtung dieses Tatbestands kann im Alltag zu enormem Kopfzerbrechen und
zu Frustrationen fiithren. Als irreguldr werden Substanzen bezeichnet, die sich
chemisch unterscheiden und die sich vor allem chromatographisch unterschied-
lich verhalten, also deutlich unterschiedlich starke Wechselwirkung mit der sta-
tionédren Phase eingehen [1]. Dieser Fall kann eintreten, wenn in der Probe z. B.
Stellungs-/Doppelbindungs-Isomere, ionische/neutrale, kleine/grofle, aliphati-
sche/aromatische usw. Komponenten enthalten sind. Bei solchen Proben kann
im Zuge einer Optimierung ein gednderter Parameter die Auflésung im Chro-
matogramm ,hier” verbessern, ,dort“ aber verschlechtern, denn: Ein/mehrere
Peak(s) kann/konnen schneller/langsamer nach vorne/nach hinten wandern und
manch einer reagiert scheinbar kaum auf diese Anderung. Anders formuliert:
Eine Anderung z.B. der Siulenlinge, des Flusses oder der Temperatur fiihrt bei
regulidren Komponenten (chemisch dhnliche Substanzen) lediglich zu einer An-
derung der k*/k-Werte, die Selektivititen bleiben in der Regel gleich. Es ergibt
sich je nachdem eine Verbesserung/Verschlechterung der Auflosung, die man
entsprechend den Formeln und den daraus abgeleiteten Regeln recht treftlich
vorhersagen kann. Bei irregularen Komponenten ergeben sich Kreuzungspunkte
fiir die Retentionszeiten, die sich tibrigens abhdngig vom Material auch verschie-
ben konnen. So dhnelt keines der Ink/% B-Diagramme der {ibrigen Séaulen, die
wir aufgenommen haben, dem Bild von SunFire, s. Kapitel 3. Auch die Kriim-
mungen der Kurven kénnen sich stark unterscheiden. Das Ergebnis kann lauten:
Koelution, Verschlechterung ,hier”, Verbesserung ,dort"

Vorbemerkungen, Rahmenbedingungen

In letzter Zeit haben wir viele Gradiententrennungen durchgefiihrt, um die Gra-
dientelution besser zu verstehen. Die grofite Anzahl der Messungen wurden von
Hans-Joachim Kuss in Miinchen durchgefiihrt. Mit dem Ziel, moglichst allge-
meingiiltige Gesetzmaifligkeiten zu finden, aber auch die Theorie der Gradient-
elution in der Praxis zu verifizieren, haben wir recht unterschiedliche chromato-
graphische Rahmenbedingungen gewihlt. Nachfolgend kurz die Wichtigsten:

¢ Geritschaften: Einmal eine UHPLC-Anlage, dann einen modernen Nieder-
druckgradienten und schliefllich auch einen bewusst alten Hochdruckgradi-
enten aus Anfang der 1990er Jahre mit betréchtlichem Tot- und ,Dwell-Volu-
me”,

e Siulen: Lange (z.B. 150 X 4,6 mm, 5 um), mittlere (z. B. 50 X 4 mm, 3,5 um)
und kurze Sdulen (z. B. 20 X 20 mm, < 2 um)

¢ Fillmaterial: klassische C18-Séulen (z.B. Symmetry C18, SunFire), Monoli-
then (z. B. Chromolith Performance und HR), Hybridmaterialien (z. B. XBridge
C18/Shield, Gemini/NX), Fused Core (z.B. Kinetex, Accucore, AscentisEx-

press), Mixed Mode Phases (z. B. Primesep C, Obelisc N/R)
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¢ Mobile Phase: diverse ACN/MeOH-Mischungen, teilweise mit Modifier

¢ Proben: Mischungen mit reguldren/irreguldaren Komponenten, von recht neu-
tralen Alkylbenzolen tiber schwach-polaren/ionischen Komponenten wie
Phenol bis hin zu sehr stark polaren Forschungssubstanzen

Es versteht sich von selbst, dass die Vorstellung der Ergebnisse inkl. Beispielen
den hier beabsichtigten Umfang bei weitem sprengen wiirde. Daher folgen weiter
unten die nach unserer Auffassung wichtigsten Ergebnisse in verdichteter Form.
Einige Beispielchromatogramme sollen jene Befunde veranschaulichen. Dass an
der UHPLC bzw. Fast-LC-Anlage schmale Peaks und schnelle Trennungen erhal-
ten werden konnten, ist trivial. Wir zeigen hier nur Beispiele mit dem alten Gerit.
Unsere Intention ist zu belegen, dass bei nicht sehr anspruchsvollen Trennun-
gen diverse, auch ,schwierige” Gradienten an Geréten mittlerer Qualitdt durch-
aus moglich sind. Auch moderne, kurze Sdulen konnen dort ihre Dienste leisten.
Doch zunéchst noch einmal folgende Bemerkung: Die Gradientelution ist kom-
plex; betrachten Sie bitte nachfolgende Aussagen lediglich als Empfehlungen, die
zwar mit der Theorie vereinbar sind und durch Cross-Experimente wiederholt
bestitigt worden sind, jedoch keinesfalls als eine allgemeingiiltige ,to-do-Liste”
aufzufassen sind. So kann beispielsweise eine komplexe Matrix manch unerwar-
tetes Ergebnis bescheren, auch ein ungewollter pH-Wert-Gradient kann sein Ub-
riges beisteuern ...

Uber die ,Bodenzahl” haben wir uns weiter oben unterhalten, sie wird hier kei-
ne Rolle mehr spielen. Wir werden uns eher mit Wechselwirkungen beschiftigen,
also mit dem Selektivitits- und dem Retentionsterm in Gl. (1.1). Das Ziel lautet:
ausreichende Auflosung. Den Einfluss der wichtigen Parameter Losungsmittel
(ACN vs. MeOH), pH-Wert und Temperatur auf die Selektivitit werden ausfiithr-
lich in diversen HPLC-Werken behandelt, es wird hier auf diese verwiesen. Auch
Ansitze fiir ein systematisches pH-Wert-, Sdulen-, Temperatur- und Eluenten-
screening durch Automatisierung der Experimente (AutoChromSword, DryLab,
ACDLabs) bleiben hier unberiicksichtigt, s. dazu [5, 6]. Vielmehr konzentrieren
wir uns auf die Gradienten-Spezifika, s. Gl. (1.2): Gradientendauer und Fluss —
also Gradientenvolumen — sowie Anfangs- und End-% B. Aus letzteren und der
Gradientendauer ergibt sich die Steilheit. Des Weiteren effektives Volumen der
Séule, in der Praxis bedeutet dies letztlich die Lange der Sdule. Ferner auch ei-
ne isokratische Stufe zu Beginn — entweder bewusst eingebaut oder aus dem
vorhandenen ,,Dwell Volume® vorgegeben. Die Konstante S ergibt sich aus der
Substanzstruktur und den chromatographischen Bedingungen und ist somit nur
indirekt beeinflussbar.

Gradientendauer und Fluss

Fall1 Die Gradientendauer bleibt konstant und man erhéht den Fluss.
Dabei erfolgt immer eine Abnahme der Retentionszeit. Was die Auf-
l6sung betrifft, bleibt die Trennung bei reguliren Komponenten in etwa
gleich, s. Abb. 1.1.
Im Falle von irreguldren Komponenten sind leider die unterschiedlichs-
ten Félle denkbar: Es tritt Elutionsumkehr auf; die Auflosung wird bei
gleicher Elutionsreihenfolge besser; die Auflosung wird nur hinten bes-

17
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Abb. 1.1 Einfluss der Flussrate, (a) XBridgeShield 150 X 4,6 mm, 5 um, 0-100% B, 1 ml/min,
te = 30 min, (b) 0-100% B, 2 ml/min, t; = 30 min.

Fall 2

ser, die Auflosung nimmt vorne im Chromatogramm zu, hinten etwas ab,
s. Abb. 1.2.

Die Gradientendauer wird halbiert und der Fluss um Faktor 2 erhoht.

In diesem Fall bleibt das Gradientenvolumen konstant. Im idealen Fall
ergibt sich exakt das gleiche Chromatogramm (gleiche Auflosung), aller-
dings in der Halfte der Zeit, s. Abb. 1.3. Haufig wird die Auflésung ein
wenig schlechter, der Verlust an Auflésung hélt sich allerdings im Falle
von schneller Kinetik eher in Grenzen.
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Abb. 1.2 Einfluss der Flussrate, (a) 0,6 ml/min, 10°C, (b) 1 ml/min, 10°C.
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Abb. 1.3 Einfluss der Flussrate, (a) XBridgeShield, 150 X 4,6 mm, 5 um, 50-90 % B, 0,5 m|/min,
tg = 30 min, (b) 50-90% B, 1 ml/min, t; = 15 min.

Die Gradientendauer ist nicht so wichtig wie allgemein angenommen.
Fiir sechs bis acht Peaks ist ein lingerer Gradient als ca. 5-7 min selten
notwendig, s. Abb. 1.4.

Anfangs- und End-% B, Steilheit

Wie weiter oben bereits erwéhnt: Die haufige Praxis bei der Methodenentwick-
lung einer unbekannten Probe, mit einem Gradienten von z.B. 5% auf 100 % B
zu starten, erweist sich selten als sinnvoll. Oft fangen die ersten interessieren-
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Abb. 1.4 Zur notwendigen Gradientendauer; Zorbax SB C8, 150 X 4,6 mm, 5 um, 40-90% B,
tg = 5min, 2ml/min.

den Peaks relativ spat an zu eluieren. Weiterer Nachteil: Verunreinigungen aus
dem Wasser erscheinen als kleine Storpeaks (,Geisterpeaks®). Ein Start bei ca.
40 % B bringt oft folgende Vorteile: Die Peaks sind iiber das ganze Chromato-
gramm gleichmaflig(er) verteilt, kleine Storpeaks tauchen kaum auf, die Peaks
eluieren frither, sind schmaler und hoher, s. Abb. 1.5. Aus unserer Sicht macht ein
Start mit 0—5 % B nur dann Sinn, wenn stark polare Komponenten an C18-Siulen
getrennt werden sollen, also Peaks direkt an der Totzeit erwartet werden. Ahnlich
verhilt es sich mit einer isokratischen Stufe zu Beginn: Nur im Falle von frithen
Peaks und bei einem Gradientenstart mit hohem wéssrigen Anteil ist eine Ver-
besserung der Trennung zu erwarten.

Ist die Anzahl der Peaks bekannt, kann man mit dem Ziel einer besseren Nach-
weisgrenze ruhig bei noch hoherem % B starten, s. Abb. 1.6.

Merke:

Der Anfangs-% B ist recht unwichtig fiir die Elution der letzten Peaks, ebenso ei-
ne isokratische Stufe zu Beginn. Vereinfacht gesagt: Was ,vorne“ passiert, inter-
essiert die hinteren Peaks kaum. Umgekehrt beeinflusst der End-% B kaum das
Geschehen im ersten Drittel des Chromatogramms Also: Anfangs-% B wichtig
fiir ,vorne®, End-% B fiir ,hinten”. Des Weiteren erniedrigt ein steiler Gradient die
Nachweisgrenze, ein flacher Gradient fithrt oft nur im hinteren Teil des Chroma-
togramms zu einer Verbesserung der Auflosung. Vergleichen wir Abb. 1.7, dort
sind folgende zwei Gradienten abgebildet: 40 auf 100 % B bzw. 50 auf 90 % B: Bei
nahezu gleicher Gradientendauer ist bei 50-90 % B die Peakhohe in der ersten
Chromatogrammbhiilfte grof3, die Auflosung klein; bei 40-100 % B genau umge-
kehrt. Man kann also durch die Wahl von Anfangs-% B sowie Steilheit sowohl
Auflésung als auch Nachweisgrenze gezielt im vorderen/hinteren Bereich des
Chromatogramms beeinflussen.

Merke im Falle von irreguldren Komponenten: Eine Verldngerung der Gra-
dientendauer und/oder Anderung der Anfangs-%- bzw. End-% B — und somit
der Steilheit — kann zu Elutionsumkehr, Koelution sowie Verbesserung der Auf-
l6sung fithren, s. Abb. 1.8: Von 45 % iiber 60 % zu 70 % B als Startbedingungen
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Abb. 1.5 Einfluss von Anfangs-% B, (a) XBridgeShield, 150 X 4,6 mm, 5 um, 0-100% B,
0,5 ml/min, t; = 30 min, (b) 40-100% B, 0,5 ml/min, t; = 30 min.

wird die Trennung vorne immer schlechter, hinten jedoch von ,einigermafien”
und neun Peaks, tiber ,schlecht” und sechs Peaks zu ,recht gut” und neun Peaks.
Erste, vereinfachte Regeln fiir den Start:

¢ Nimm einen ,verniinftigen“ Anfangs-% B und variiere bei Bedarf zunéchst nur
die Steilheit — dies kann bereits zum Erfolg fiihren.

« konstante Steigung und Anderung von A % B, also parallele Gradientenprofile:
dhnliches Chromatogramm.
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Abb. 1.6 Zu den Startbedingungen bei einer kleinen Anzahl an Peaks: GeminiNX, 50 X 4 mm,
3 pum, 65-100 % B.

 konstante A %B und Anderung der Steigung: wahrscheinlich unterschiedli-
ches Chromatogramm.

Anfangs- und End-% B sowie Gradientendauer - sie bestimmen die Steilheit - bzw.
Saulenldnge und Fluss
Wie weiter oben erwéhnt, sind die zwei wichtigsten Parameter fiir die Auflésung
% B/min (genauer eigentlich % B/ml) und das Gradientenvolumen.

Betrachten wir folgende zwei Fille:

1. Bei drei Gradientenlaufen, von 10 % auf 100 % B in 30 min bzw. von 10 % auf
50% B in 13 min bzw. von 10 % auf 40 % B in 10 min, bleibt % B/min nahezu
konstant (ca. A3 % B/min), es ergibt sich die gleiche Auflosung bei allerdings
unterschiedlicher Gradientendauer.

2. Beidrei Gradientenldufen, alle von 10 % auf 90 % B in 20 min, eluiert der letz-
te Peak bei 0,5 ml/min in 16 min, bei 1 ml/min in 8 min und bei 2 ml/min in
4 min. Auch hier bleibt % B/min konstant, es ergibt sich die gleiche Auflosung
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Abb. 1.7 Einfluss von Anfangs-% B und Steilheit, (a) XBridgeShield, 150 X 4,6 mm, 5 um, 40—
100 % B, 2 ml/min, t; = 15 min, (b) 50-90 9% B, 2 ml/min, t; = 15 min.

(das Gradientenvolumen bleibt mit 8 ml konstant) bei allerdings immer kiir-
zer werdender Retentionszeit fiir den letzten Peak.

Bei einer Anderung der Steilheit durch Anderung von Anfangs-% B und/oder der
Gradientendauer sollte man im Falle von irreguldren Analyten sowohl mit einer
Anderung der Elutionsreihenfolge als auch mit einer Verbesserung/Verschlech-
terung der Auflésung rechnen, s. Abb. 1.9. Halten wir Folgendes fest: Der Gra-
dient wird flacher und lédnger, das ergibt eine Steilheit von A16 % B/min tber
A7 % B/min zu A3,3 % B/min. Was fillt auf? Trotz dieser grofien Unterschiede
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Abb. 1.8 Einfluss von Anfangs-% B und Steilheit, (c) Symmetry C18 150 X 4,6 mm, 5 pm,
Anfangs-% B 45 %, (b) 60 %, (a) 70 %; End-% B in allen Féllen: 100 %.



1.6 Beispiele zur Optimierung von Gradientenldufen: ausreichende Auflésung in einer addquaten Zeit

- -l
200+ S F
150
] % -
] = g
100 & s hg
i S Z !
- § 8 A
R ci i
4 A ](‘!
J 'r
50+ I
] 2 i 2 "
1 &= & B J z
-3 \ \ ]
e N

0.0 0.5 0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
(a) min
E o v L] vy
%13 b 3 2
1 ﬂ—’_ - o |<
_ | é
100+ ” 2 e
] H z g 5
T o |°~Gc
50 A f & |
I )5 ﬂ |
. Y
- 1 | |
o\ ) | N
-———————F—————————
0.0 25 5.0 7.5 10.0
(b) min
2 o
1007 I?i oAbt 29
i = E=
] “ 3 W’“’\

9570
Sig\f 11.893

: ‘ - “/ ‘1'\-\

50 = I ’L\
: : ",
] = g

25+ :

O;ﬂ t\’ﬁﬂ J L §
7 T T T T I T T T T [ T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0
(c) min

Abb. 1.9 Einfluss von Anfangs-% B und Gradientendauer auf Elutionsreihenfolge und Auf-
I6sung, (c) AscentisExpress C18,50 X 3 mm, 2,7 pm, 20-70%B, t; = 15 min, (b) 20-90% B,
t; = 10min, (@) 10-90%B, t; = 5 min.
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Abb. 1.10 Einfluss der Sdulenldnge, (b) Synergi FUSION RP, 150 X 4,6 mm, 4 um, (a) Synergi
FUSION RP, 20 X 4,6 mm, 2 pum.

wird die Trennung der ersten vier Peaks nur wenig beeinflusst. Erst ab dem
4. Peak dndert sich das Chromatogramm merklich: Elutionsumkehr und Ande-
rung der Auflésung (8 vs. 10 Peaks).

Noch einmal: Gradientendauer und Séulenldnge sind beim Gradienten im Falle
von nicht besonders schwierigen Trennungen nicht so wichtig, s. Abb. 1.10 und
Abb. 1.11. Weif$ ich, dass ich nur diese 7 Peaks erwarte, ist eine 20 X 4,6 mm,
2 um-Séule ausreichend, eine 150 X 4,6 mm, 4 pm-Séule beschert unweigerlich
unnétig lange Retentionszeiten. Abbildung 1.11 (Sdule: 20 X 4 mm, 2 pm) de-
monstriert das weiter oben bereits Formulierte: Erstens sehen die Peaks trotz
einem kleinen Sdulenvolumen einerseits und einem betréchtlichen Totvolumen
der Apparatur andererseits brauchbar aus, die Peakbreite bleibt konstant. Zwei-
tens reicht fur diese kleine Anzahl an Peaks eine 2 cm-Sdule vollkommen aus.
Und drittens ist ein 2 min-Gradient gegeniiber einem 10 min-Gradienten eben-
so ausreichend (die Drift im unteren Bild und die breiter erscheinenden Peaks
sollten nicht weiter storen, die Skalierungen sind unterschiedlich).

Selbstverstandlich haben wir bei < 2 pm-Teilchen und/oder 20 mm-Saulen, Fu-
sed Core-Materialien, High Throughput-Séulen sowie Chromolith HR aufgrund
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Abb. 1.11 Einfluss der Gradientendauer, (c) Synergi MAX RP 20 X 4 mm, 2 um Gradientendau-
er, 2 min, (b) 5 min, (@) 10 min.

der apparativen Totvolumina vor allem bei den frithen Peaks Tailing und Peakver-
breiterung festgestellt — {ibrigens auch bei den modernen Geréten! —, aber: Der
Verlust von 20—40 % an Effizienz ist fiir einfache Trennungen zu verschmerzen,
denn ob ein Peak eine Peakbreite von beispielsweise 3 oder 4 s aufweist, wird vom
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Anwender ob der schmalen Peakform und einer zufriedenstellenden Trennung
Eine Erniedrigung der Temperatur fithrt hdufig zu einer Verbesserung der Tren-
nung, mindestens jedoch zu einer Verdnderung, und dies meist am stdrksten im
vorderen Bereich des Chromatogramms (Elution von polaren Komponenten).

in der Regel gar nicht als Nachteil registriert — und dann stort es auch nicht.
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Abb. 1.12 Gradiententrennung bei 35 °C (a) und 15 °C (b) an LUNA Omega PS; die grofite

Selektivitatsdifferenz ergibt sich bei den polaren Komponenten, Details s. Text.

(b)
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Abb. 1.13 Gradiententrennung bei 35 °C (a) und 15 °C (b) an Primesep C; am Mixed Mode-
Material wird Elutionsumkehr festgestellt, Details s. Text.

Die Gesamt-Retentionszeit dndert sich dagegen bei RP-Léufen verhdltnismaflig
wenig. In einer Reihe von Experimenten konnte ferner bestdtigt werden, dass
Temperaturunterschiede die Trennung an stationdren Phasen mit einem zusatz-
lichen polaren Charakter stirker beeinflussen als an hydrophoben Materialien,
siehe dazu zwei Beispiele: In Abb. 1.12a und b werden Trennungen bei unter-
schiedlichen Temperaturen an LUNA Omega PS gezeigt, das ist ein C18-Material
mit einer zusétzlichen positiven Ladung auf der Oberflache. In Abb. 1.13a und
b werden Trennungen an Primesep C, einem Mixed Mode-Material mit einer
Komplex-fahigen Gruppe wiedergegeben, hier wird Elutionsumkehr beobachtet.

Verweilvolumen

Das Verweilvolumen (Volumen vom Ort der Mischung bis zum Séulenkopf) so-
wie die Mischungsart und die Mischungsqualitét sind bei Gradiententrennun-
gen entscheidende Faktoren. Die Zusammenhiange werden ausfiihrlich im Kapi-
tel 2 behandelt. Nachfolgend werden kurz die Ergebnisse aus drei Experimenten
vorgestellt. Hier haben wir Methanol/Wasser-Gradienten verwendet, der Grund:
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Etwaige, mogliche Unterschiede werden mit Methanol als organischem Losungs-
mittel hdufig stdrker sichtbar als mit Acetonitril.

1. Wenn das Verweilvolumen zweier Anlagen unterschiedlich ist, muss wirklich
mit ,allem” gerechnet werden. Ein Tatbestand, der Methodentransfer nicht
gerade erleichtert: Identische Trennung, Verbesserung/Verschlechterung der
Trennung sowie Anderung von Retentionszeit, Peakform, Selektivitit, Eluti-
onsreihenfolge. Auch das Sdulenmaterial kann das Resultat beeinflussen. Wir
haben an einer Shimadzu LC 20- (Niederdruckgradient) und an einer Agil-
ent 1200-Anlage (Hochdruckgradient) bei identischen chromatographischen
Bedingungen Sdulen unterschiedlichen Charakters vermessen. Nachfolgend
einige Befunde:
¢ Vergleiche Abb. 1.14a und b (Cortecs C18) sowie Abb. 1.15a und b (Poro-

shell EC 120-C18), beide sind hydrophobe, endcappede Core Shell Mate-
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Abb. 1.14 Gradiententrennung an Cortecs C18 an zwei Anlagen mit unterschiedlichem
Verweilvolumen; es wird kaum ein Unterschied festgestellt, Details s. Text.
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rialien. An der Agilent-Anlage (Abb. 1.14b und 1.15b) mit dem kleineren
Verweilvolumen eluieren die Peaks etwas frither, die Trennung als solche
ist kaum merklich anders.

In Abb. 1.16a und b werden Chromatogramme mit Cortecs Phenyl gezeigt.
An einer Phenylphase, als recht polare stationére Phase, sind RP-Wech-
selwirkungen schwach. Das grofiere Verweilvolumen an der Shimadzu-
Anlage (Abb. 1.16a) fithrt nicht nur zu einer lingeren Retentionszeit, die
isokratische Stufe zu Beginn beschert den Substanzmolekiilen eine was-
serreichere Umgebung, die Trennung wird besser.

Vergleiche Abb. 1.17a und b, die Sédule ist hier Atlantis T3; an der Agilent-
Anlage (Abb. 1.17b) werden die frith eluierenden Peaks etwas schlechter,
die spat Eluierenden etwas besser getrennt.

An Primesep C, einem Mixed Mode-Material mit einer Komplex-fihi-
gen Gruppe, wird sogar Elutionsumkehr festgestellt, vgl. Abb. 1.18a
und b.
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Abb. 1.15 Gradiententrennung an Poroshell EC 120-C18 an zwei Anlagen mit unterschiedli-
chem Verweilvolumen; es wird kaum ein Unterschied festgestellt, Details s. Text.
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Abb. 1.16 Gradiententrennung an Cortecs Phenyl an zwei Anlagen mit unterschiedlichem
Verweilvolumen; an der Anlage mit dem groBeren Verweilvolumen (a) wird eine bessere

Trennung festgestellt.
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weilvolumen; das kleinere Verweilvolumen (a) fiihrt zu einer schlechteren Trennung bei den

Abb. 1.17 Gradiententrennung an Atlantis T3 an zwei Anlagen mit unterschiedlichem Ver-
frih eluierenden Peaks und zu einer besseren bei den spat Eluierenden.
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Abb. 1.18 Gradiententrennung an Primesep C an zwei Anlagen mit unterschiedlichem Ver-
weilvolumen; das groBRere Verweilvolumen (b) fihrt nicht nur zu einer Zunahme der Retenti-
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2. In einem weiteren Experiment haben wir an einer Anlage (Shimadzu) die tib-

liche Mischkammer mit einem Volumen von 1,7 ml gegen eine mit einem Vo-

lumen von 2,6 ml ersetzt, auch hier wurden mehrere Séulen mit unterschiedli-

chen Eigenschaften getestet. Wie weiter oben erwiahnt, fithrt ein unterschied-

liches Verweilvolumen — hier bedingt durch das Volumen der Mischkam-

mer — evtl. zu einer verdnderten Trennung, die an unterschiedlichen Phasen

auch unterschiedlich ausfallen kann. Die Komponenten eluieren aufgrund der

grofleren Mischkammer bei allen Sdulen zunédchst erwartungsgeméf3 etwas

spater. Es ergeben sich allerdings bzgl. Auflosung je nach Sdule recht grofie

Unterschiede:

¢ An Cortecs C18 und Poroshell EC 120 ergibt sich mit der grofieren Misch-
kammer eine bessere Trennung bei den friih eluierenden Peaks.

¢ An Atlantis T3 wurde kaum ein Unterschied festgestellt.

¢ An Cortecs-Phenyl war die Trennung mit der grofieren Mischkammer im
gesamten Chromatogramm besser.

¢ An Primesep C ist die Trennung im vorderen Teil des Chromatogramms
gleich geblieben, im hinteren Teil ist sie besser geworden.

¢ An Obelisc R, einem Mixed Mode-Material, war die Trennung mit der
kleineren Mischkammer im vorderen Bereich (Abb. 1.19a), mit der gro-
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Abb. 1.19 Ein unterschiedliches Volumen der Mischkammer kann einen unterschiedlichen
Einfluss auf den vorderen Bereich und auf den hinteren Bereich des Chromatogramms haben,
Details s. Text.
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3.

fleren Mischkammer im hinteren Bereich des Chromatogramms besser

(Abb. 1.19b)
Wir haben an der Hochdruckgradienten-Anlage Agilent 1200 den Einfluss des
Mischers auf das Chromatogramm iiberpriift: Der Original-Agilent-Mischer
mit einem Volumen von 400 pl — der sich nach der Mischkammer befindet —
wurde gegen einen LEE TCMA-Mischer, der zwar nur 10 pl Volumen aufweist
aber nach dem Diisenprinzip arbeitet und eine hervorragende Mischungsef-
fektivitat aufweist, ausgetauscht. Es konnte kaum ein Unterschied festgestellt
werden, siehe Abb. 1.20a und b (Poroshell EC 120): Bei einem Hochdruck-
gradienten erweist sich der zusitzliche Mischer im Falle von nichtextremen
Gradienten und keinen extrem kleinen Sdulen als von untergeordneter Rolle,
siehe auch Kapitel 2.

Es folgen zum Schluss einige Aphorismen zum Gradienten als komprimierte

~take-home message®, manch eine Wiederholung aus dem vorangegangenen Text
wird in Kauf genommen.

1.7 Gradienten-Aphorismen

Fluss

Die Auflosung bei spét eluierenden Peaks wird durch eine Flusserh6hung eher
starker negativ beeinflusst als bei friih eluierenden Peaks.

Durch Flusserh6hung kann sich die Selektivitdt/Auflosung dndern.

Nimm einen hohen Fluss bei kleinen Teilchen und ,einfachen Wechselwir-
kungen.

Nimm einen kleinen Fluss bei > 5 um-Teilchen aber auch im Falle von multi-
plen Wechselwirkungen, also wenn eine langsame Kinetik erwartet wird.
Versuche es zunédchst mit einem hohen Fluss, wenn A % B > ca. 60 % betragt.

Gradientendauer

Die Gradientendauer ist nicht so wichtig wie allgemein angenommen wird.
Merke als Faustregel: Gradientendauer, ca. 10-15 Mal die Totzeit.
Wenn du einen langen Gradienten nimmst, erh6he wenigstens den Fluss.

Anfangs- und End-%B, A % B

Grundsitzlich: A % B und Gradientenvolumen sind die wichtigsten Faktoren
bzgl. Optimierung; in der Praxis wird — nicht immer zweckmafligerweise —
haufig statt des Flusses die Gradientendauer gedndert. Somit ergeben sich als
wesentliche Optimierungs-Parameter: A % B sowie Gradientendauer und dar-
aus die Steilheit.

Bei unterschiedlichen Komponenten ist ein A % B > ca. 40 notwendig.

Die Elutionsstérke ist wichtiger als der Fluss: Bei gleicher Gradientendauer
und doppeltem Fluss eluieren die Peaks nur um ca. 10 % friiher.

Starte z. B. mit 30—40 % B, fahre zunéchst auf 100 % B und warte ein paar Mi-
nuten, um sicher zu gehen, dass alle Peaks wihrend des Gradienten und nicht
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Abb. 1.20 Mischer unterschiedlichen Volumens ((a) 400 pl, (b) 10 pl) in einem Hochdruckgra-

dienten; es wird kein merklicher Unterschied festgestellt, Details s. Text.

Wahle Anfangs-% B so, dass die ersten interessierenden Peaks nach ca. der
2-3 fachen Totzeit eluieren — fang nicht ohne Not mit hoherem wissrigen An-
teil an. Wahle End-% B so, dass alle zu trennenden Peaks tatsiachlich eluieren —

in der Spiilphase eluieren. Anschlieflend solltest du den Gradienten flacher

machen, um zu testen, ob die Auflosung besser wird. Merke als generelle Re-
lang und in dieser Zeit passiert ja weiter nichts. Nach der Elution der letzten

wihle keinesfalls einen hoheren End-% B, sonst dauert der Gradient unnétig

gel



40

1 Aspekte der Gradienten-Optimierung

Komponente solltest du den organischen Anteil natiirlich (schnell, steil) auf
100 % B erhohen, um die Saule zu spiilen. Die Spiildauer ist abhidngig von der
Matrix, den sonstigen organischen Verunreinigungen sowie den Zusétzen im
Eluenten und betrégt in der Regel 5-10 Sdulenvolumina.

Lange der Saule

e 20-30 mm fiir ca. 5-8 Peaks
e 50 mm fiir ca. 8—12 Peaks
e 100-125mm fir ca. 20-25 Peaks

Annahme: keine zusitzlichen Peaks z. B. aus einer schwierigen Matrix

¢ Gradientenvolumen (und A % B): viel wichtiger als Sdulenvolumen
e Kurze Saule (und kleine Teilchen)? Kurzer Gradient

¢ Lange Sédule? Langer Gradient plus hoher Fluss

e Kurzer Gradient? Lange der Sdule recht unwichtig

Gradienten-Steilheitund...

¢ Jesteiler der Gradient, umso geringer der Einfluss der Sdulenlange auf die Auf-
16sung.

¢ Je steiler der Gradient, umso unwichtiger wird der Fluss.

e Anfangs-% B ist fiir die erste Gradientenhélfte wichtiger als die Gradienten-
Steilheit.

¢ Je hoher % B zu Beginn, umso geringer fillt der Vorteil eines beispielsweise
30 min gegeniiber eines 20 min langen Gradienten aus.

Generelles

¢ Je kiirzer die Séule, umso friiher eluieren die Peaks, sie konnen sogar eluieren,
bevor sie den gesamten Gradienten ,gesehen” haben. Eine isokratische Stufe
zu Beginn beeinflusst hier die Trennung merklich.

¢ Je spiter die Peaks eluieren, umso wichtiger wird der Gradient, sie ,erleben”
den Beschleunigungseffekt starker als die friih eluierenden Peaks.

¢ Die frith eluierenden Peaks ,sehen” wie bei einer kurzen Saule weniger Gra-
dient (sprich: erfahren eine geringere Beschleunigung), auch hier ist fiir deren
Trennung der isokratische Anteil des Laufs, d. h. die isokratische Stufe, zu Be-
ginn wichtig.

¢ Hohe Peakkapazitit heift nicht automatisch gute Auflosung insgesamt.

¢ Der Gradient egalisiert Totvolumina in der Apparatur sowie eine schlechte Pa-
ckungsqualitét. Eine hohe Bodenzahl erweist sich nur bei wirklich schwierigen
Trennungen als signifikant.

¢ Das lineare Gradientenmodell ist manchmal unzureichend, so z. B. oft ab ca.
80 % B — hier speziell bei Acetonitril — und im Falle von zusétzlichen ionischen
Wechselwirkungen, s. Kapitel 3.

Zeige ,Mut”, wenn du < ca. 10 Peaks und eine relativ saubere Probe hast, gehe
hier wie folgt vor: kurze Séule, hoher Fluss, steiler, mit ca. 30—40 % B beginnender,
kurzer Gradient.



Literatur

Sei konsequent, wenn du > ca. 30—40 Peaks erwartest und tiber eine UHPLC
verfiigst: verwende eine ca. 150 X 3 mm, 2 um-Sdule, fahre einen steilen Gra-
dienten und sorge dafiir, dass du ein Gradientenvolumen von ca. 25-30 ml er-
zeugst. Fahre anschlieflend bei zwei um ca. 30 °C unterschiedlichen Temperatu-
ren zwei Gradienten, einen langen bei einem niedrigen Fluss und einen kurzen
bei einem hohen Fluss — und behalte das Gradientenvolumen im Auge. Fiir 30—
40 Peaks ist ein Gradientenvolumen grofler ca. 30 ml fiir dieses Sédulenvolumen
in der Regel nicht notwendig. Erwartest du diese Anzahl an Peaks allerdings in
einer wirklich schwierigen Matrix und strebst du dariiber hinaus noch eine ro-
buste Methode an? Denk in diesem Fall an 3,5 oder sogar an 5 pum-Teilchen, evtl.
auch an eine 4 oder sogar 4,6 mm-Séule.
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