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Notwendigkeit analytischer Trennmethoden
Entwicklung der Chromatographie

Zu analysierende Probe
• Enthält verschiedene chemische Stoffe
• Enthält Substanzen mit sehr ähnlicher oder verschiedener 

Struktur und Eigenschaft 
• Enthält Substanzen in sehr unterschiedlichen 

Anteilen (z.B. Verunreinigungen)

Ziel: ein vorliegendes Gemisch in einem Gang in 
Einzelkomponenten aufzutrennen und zu quantifizieren

Verschiedene Phasen der Chromatographie (Abbildung).

Methoden der Flüssigkeitschromatographie sind
oft geeignet, komplexe Proben zu analysieren.

Vorführender
Präsentationsnotizen
Analytik von komplexen Mischungen, z.B. Moleküle, Ionen, Elemente Trennung nach Eigenschaften, z.B. Grösse, Polarität, Löslichkeit, Dampfdruck, Reaktivität usw.Trennung von über Tausend Substanzen in einem Lauf, Stichwort 2D-ChromatographieSchwierigkeit: Analyse und Quantifizierung von Haupt-, Neben- und Spurenkomponenten in einem Chromatographie-LaufBeispiele:Umwelt: Dioxin, Feinstaub, Radon, Industrieabwässer, Düngemittel in Oberflächengewässern und GrundwasserKriminalistik: Nachweis von Betäubungsmitteln, SprengstoffeLandwirtschaft / Lebensmittel: Ionen im Mineralwasser, Pestizide, Gammelfleisch, Melamin, Nährstoffe/Düngemittel im Boden Medizin / Doping / Drogen: Kontrollen im Leistungssport, Partydrogen, THC, Blut und UrinprobenIndustrie / technische Prozesse: ProzessüberwachungPharmazeutische und andere Produkte: Qualitätskontrolle
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Papierchromatographie
Dünnschichtchromatographie
Säulenchromatographie

High Performance Liquid Chromatography

Überkritische Fluidchromatographie (supercritical fluid chromatography)

Ionenaustauschchromatographie

Grössenauschlusschromatographie

[Gasphase - Gaschromatographie: ca. 25 % aller bekannten Substanzen mit GC analysierbar 
(höhere Effizienz – schnellere und bessere Trennung)] 

Gegenstromverteilungschromatographie (countercurrent chromatography)
Feld-Fluss-Fraktionierung (Field flow fractionation)

Kapillarelektrophorese
(Andere Trennart: Wanderung der Analyten (m/z ratio) in Kapillare 
unter Einfluss eines elektrischen Feldes).
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Flüssigchromatographie

Vorführender
Präsentationsnotizen
Papierchromatographie: Ursprung der Chromatographie, kleine Mengen auf Filterpapier trennen. Papier ist stationäre Phase, ein Lösungsmittel die mobile Phase. Dünnschichtchromatographie: Simultanes Trennen mehrerer Proben auf planarer Platte. Proben sind später direkt auf der Platte sichtbar und können ausgekratzt, derivatisiert oder mit Massenspektrometrie analysiert werden (stark zurückgehaltene Substanzen könnten mit HPTLC auf Applikationsstelle übersehen werden). Vorteile sind geringer apparativer Aufwand, Schnelligkeit der Trennung, relativ hohe Trennleistung und geringer Substanzbedarf. Nachteil ist der hohe Optimierungsaufwand bei komplexen Trennungen. Einsatz: Reinheit einer Substanz, Identitätstest durch Vergleich mit einer Referenzsubstanz. Reaktionskontrolle in der organischen Synthese. Nischenanwendung: TLC-MS Kopplung MALDISäulenchromatographie: stationäre Phase befindet sich per Definition in einer Säule (Trennsäule – gepackte Säule oder Kapillarsäule). Mobile Phase kann variieren (Flüssigkeit bei Flüssigchromatographie,  Gas bei Gaschromatographie oder überkritisches Fluid bei überkritischer Fluidchromatographie). Wechselwirkungsmechanismus mit stationärer Phase kann variieren (Adsorptionschromatographie, Ionenaustauschchromatographie, Größenausschlusschromatographie)	�HPLC: Für nicht flüchtige Verbindungen die Methode der Wahl. Nahezu universale Anwendung, hohe Präzision, sehr variabel aufgrund verschiedener Matrices, oft erste Wahl bei polaren, grösseren Verbindungen bis zur ProteinanalytikSFC: Mobile Phase befindet sich jenseits der stoffspezifischen kritischen Temperatur und des kritischen Druckes. Nutzt HPLC-ähnliche Anlagen. Hybrid zwischen HPLC und GC. Überkritisches Fluid hat neue Eigenschaften, die zwischen denen der Flüssigkeit (LC) und denen des Gases (GC) liegen (z.B. Dichte, Viskosität, Diffusionskoeffizient). So können analytische Probleme bezüglich Trennung behandelt werden, für die Gas- oder Flüssigchromatographie nicht mehr anwendbar sind.Ionenaustausch: Substanzen werden anhand ihrer Ladung getrennt. An polymerer Matrix sind geladene funktionelle Gruppen gebunden, die Gegenionen (Kationen beim Kationen- und Anionen beim Anionenaustauscher) reversibel binden und damit zurückhalten.Grössenausschluss: Substanzen werden aufgrund ihrer Größe (genauer: ihres hydrodynamischen Volumens) getrennt. Poröse Polymere erlauben es kleineren Molekülen, in die Poren zu diffundieren. Dadurch vergrössert sich das ihnen zur Verfügung stehende Diffusionsvolumen und damit verlängert sich ihre Retentionszeit.CCC: liquid–liquid partition chromatography, bei der Substanzen durch Rotation zwischen zwei nicht mischbaren Flüssigkeiten vielfach “ausgeschüttelt” werden. Es wird keine Festphase eingesetzt, weshalb es keine Adsorptionsprobleme gibt.  Geringe Trennstärke und lange Wartezeiten bis Gleichgewicht eingestellt ist. Seltener Gebrauch z.B zur Isolierung labiler Substanzen, die bei Kontakt mit Festphase kaputt gehen könnten.FFF: Je nach eingesetzter Variante der FFF werden unterschiedliche Trennfelder eingesetzt, z. B. zweiter Flüssigkeitsstrom (Flow FFF), Zentrifugalkräfte (Sedimentation FFF), Temperaturgradienten (Thermal FFF) oder Gravitation (Gravitational FFF). Diese Trennfelder werden üblicherweise im rechten Winkel zur laminaren Kanalströmung angelegt. Unterm Einfluss der Trenn- felder und der entgegen gerichteten Diffusion der zu trennenden Teilchen stellt sich dynamisches Gleichgewicht der Kräfte ein. Der Nobelpreis für Chemie wurde 1952 an Archer John Porter Martin und Richard Laurence Millington Synge für die Entwicklung der modernen Chromatographie verliehen.
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Spezielle Formen der Flüssigchromatographie 
Werden nicht behandelt

Kapillarelektrochromatographie
• Trennung durch Elektroosmose (anstatt Druck) 

• HPLC + Elektrophorese kombiniert: 
HPLC-Teil: stationäre Phase in Kapillare → Interaktion 
zwischen Analyt + stationärer Phase
Elektrophorese-Teil: elektrisches Feld anlegen 
→ Trennung auf der Basis der m/z ratio

• Höhere Effizienz der Trennung:
elektroosmotischer Fluss ist gleichmässiger 
(entsteht an Kapillarwand) und nicht abhängig von 
Partikelgrösse, Durchmesser oder Länge der Säule.

HPLC on a chip
• Kleine Proben werden durch eine Micro-Säule (z.B. 43 × 0.06 mm) als 

Teil eines Chips getrennt. Säule sitzt zwischen Micro Pumpe und MS. 
• Prinzip gleich der HPLC, aber Vorteile in Trennkapazität 

(Dead Volumina, Peak dispersion) und sehr kleine Probenvolumina
• Stichwort Nano-HPLC
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Kapillarelektrochromatographie: Trennung von Molekülen in der stationären Phase einer Trennsäule durch Elektroosmose. Elektroosmose ist das Anlegen eines parallel zu einer Oberfläche stehenden elektrischen Feldes. Die Bewegung einer Flüssigkeit wird dann Elektroosmotischer Fluss genannt. Der Grund für den Effekt der Elektroosmose liegt darin, dass eine Flüssigkeit zwar im Volumen (also im Inneren) elektrisch neutral ist, sich aber an einer Oberfläche eine elektrochemische Doppelschicht ausbildet. Die elektrochemische Doppelschicht ist etwa einen Nanometer dick, wobei die Schichtstärke von den in der Flüssigkeit gelösten Ionen abhängt. Die Flüssigkeit ist also an der Oberfläche nicht elektrisch neutral. Wenn man nun ein elektrisches Feld parallel zur Oberfläche anlegt, wirkt daher eine Kraft (Coulomb-Kraft) auf die Flüssigkeit und es kommt zur Strömung. Dies ist nur bei isolierenden Oberflächen möglich; Metalle und andere elektrische Leiter würden ein Feld parallel zur Oberfläche kurzschließen.Prinzip: Bei einem alkalischen pH-Wert sind die Silanolgruppen auf der Oberfläche der Innenseite der Kapillare der stationären Phase negativ geladen und bilden eine negative Oberfläche. Daran lagern sich zum Ladungsausgleich positive Ladungen im Nahbereich an, was als elektrochemische Doppelschicht bezeichnet wird. In Kapillaren baut sich bei Anlegen eines elektrischen Feldes (Elektroden an den Enden angelegt) ein elektroosmotischer Fluss auf, mit einer Wanderung der Kationen (aus der mobilen Phase) entlang dieser Schichten in Richtung Kathode. Die Wanderung der Kationen führt über ihre Hydrathüllen zu einem Flüssigkeitsstrom und der Analyt wird mitgezogen. Durch die unterschiedlichen Nettoladungen der Analyte und deren unterschiedlich starke Wechselwirkungen mit der stationären Phase kommt es zu einer Auftrennung der wandernden Teilchen. Wird die Strömung durch eine Druckdifferenz verursacht, dann bildet sich nach kurzer Zeit durch Reibung an der Kapillarwand ein parabolisches Strömungsprofil aus (hydrodynamischer Fluss, typisch bei HPLC); �Beim elektroendoosmotischen Fluss entsteht die treibende Kraft an der Kapillarwand. Nach kurzer Zeit halten sich diese Kraft und die Reibung die Waage. Ein flaches Strömungsprofil entsteht.
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4 Trennprinzipien der HPLC

• Adsorption
• Verteilung
• Ionenaustausch
• Grössenausschluss
• (Affinität)

5

Zusammenhang zwischen Molekülgrösse und Polarität
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HPLC Trennmodi, Fokus der 3. und 4. Vorlesung

Umkehrphasenchromatographie (Reversed-phase chromatography, RPC)

Normalphasenchromatographie (Normal-phase chromatography, NPC)

Nicht-wässrige reversed-phase Chromatographie (non aqueous RP, NARP)

Hydrophile Interaktionschromatographie (HILIC)

Ionenaustauschchromatographie (Ion-exchange chromatography, IEC)

Ionenpaarchromatographie (Ion-pair chromatography, IPC)

Grössenausschlusschromatographie (Size-exclusion chromatography, SEC)

Chirale Chromatographie und Affinitätschromatographie
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Umkehrphasenchromatographie (Reversed-phase chromatography, RPC); SP: unpolares Säulenmaterial (z.B. C18), MP: polare Mischung aus Wasser und einem organischen Lösungsmittel (z.B. Acetonitril, MeOH). Am weitesten verbreitete Methode.�Normalphasenchromatographie (Normal-phase chromatography, NPC); SP: Polares Säulenmaterial (z.B. ungebundenes Silica), MP: Mischung wenig polarer organischer Lösungsmittel (z.B. Hexan und Dichlormethan). NPC wird zumeist für wasserunlösliche Proben genutzt, auch für präparative HPLC, Trennung von Isomeren, chiraler Substanzen.�Nicht-wässrige reversed-phase Chromatographie (non aqueous RP, NARP); SP: Säulenmaterial ist unpolar (z.B. C18), MP: Mischung aus organischen Lösungsmitteln (z.B. Acetonitril plus Dichlormethan). NARP wird für sehr hydrophobe, wasserunlösliche Proben benutzt (ähnlich der NPC).�Hydrophilic interaction chromatography (HILIC); SP: Polare Säulenmaterial (z.B. Silica (NPC) oder Amidphase), MP: Mischung aus Wasser plus organischer Phase (z.B. Acetonitril). HILIC ist für sehr polare Substanzen geeignet, welche kaum Retention auf RPC zeigen. �Ionenaustauschchromatographie (Ion-exchange chromatography, IEC); SP: Säulenmaterial enthält geladene Gruppen, welche Analytionen der entgegengesetzten Ladung binden können. MP: typischerweise eine wässrige, gepufferte Salzlösung; IEC eignet sich, um ionisierbare Substanzen zu trennen, z.B. Säuren und Basen. Oder zur Aufreinigung von Biomolekülen (z.B. Proteine).�Ionenpaarchromatographie (Ion-pair chromatography, IPC); SP: Bedingungen wie bei RPC mit unpolarem Säulenmaterial. MP: Zugabe von Ionenpaarreagenz, um mit Analytionen entgegengesetzter Ladung zu interagieren. IPC ist bei der Trennung von Säuren und Basen nützlich, die nur schwach mit RPC zurückgehalten werden.�Grössenausschlusschromatographie (Size-exclusion chromatography, SEC); SP: inerte Säule mit porösem, quervernetztem Material. MP: entweder wässrig (Gelfiltrationschromatographie) oder organisch (Gelpermeationschromatographie); SEC ermöglicht eine Trennung auf der Basis von Molekulargewicht und wird zumeist für grosse Biopolymere (GFC für Proteine, DNA, Polysaccharide) oder für synthetische Polymere (GPC für verschiedene Kunststoffe) genutzt.�Chirale Chromatographie und Affinitätschromatographie: spezielle Säulen nötig
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Beispiel einer Trennung, RPC

(a-d) Trennungsprozess

(e) Resultierendes Chromatogramm

(f) resultierende k – Werte aus dem Chromatogramm 

herausgelesen

Gelöste Moleküle (Analyten) X •, Y □, and Z ▲ und 

Lösungsmittelmoleküle +

t0 = Totzeit

tR(X) = Retentionszeit (hier 2, 3 und 5 min)

Anmerkung: Beispiele in Vorlesung sind meist 
isokratisch, um Effekte besser zu erklären
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Unter Retentionszeit tR eines jeden gelösten Stoffes versteht man die Zeit von der Probeninjektion bis zum Erscheinen der Spitze des Peaks im ChromatogrammDie Retentionszeit des Solvent-Peaks ist dabei die Totzeit der Säule (t0 oder auch tm) u entspricht der Geschwindigkeit der Lösungsmittelmoleküle Die Migrationsrate oder Geschwindigkeit ux mit der X durch Säule wandert, hängt vom Anteil R der Teilchen ab, die sich zu jeder Zeit in der mobilen Phase (MP)  befinden. Im Durchschnitt entspricht ux der Migrationsrate vom Lösungsmittel mal R: ux=𝑅𝑢  (1)Das heisst, die Elution einer Substanz hängt von ihrer Verteilung zwischen stationärer Phase (SP) und MP ab.Totzeit ist die Zeit, die es braucht, um die Säule einmal zu durchlaufen. Lösungsmittel wird nicht zurückgehalten, deswegen wird Totzeit auch durch Lösungsmittelpeak indiziert.�
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Verlauf einer chromatographischen Trennung

K = Nernstscher Verteilungskoeffizient =

Krot =              Kblau =  
KX =               KZ =
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SP: Kreise = gepackte Kieselgelkügelchen in der Säule
MP: Eluent = Lösungsmittel fliesst in Pfeilrichtung

Vorführender
Präsentationsnotizen
Wir haben gerade vom Anteil R einer Substanz gesprochen, der sich im Mittel immer in der MP befindetBeispiel: wenn R = 0.5, dann wandert Teilchen durchschnittlich halb so schnell wie das LösungsmittelDer Anteil R der Moleküle X in der mobilen Phase ist dabei abhängig von einem Gleichgewichtsprozess. X verteilt sich zwischen 2 Phasen: X (𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑒 𝑃ℎ𝑎𝑠𝑒)↔X (𝑠𝑡𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛ä𝑟𝑒 𝑃ℎ𝑎𝑠𝑒)  (2)Dabei finden viele Gleichgewichtseinstellungen im Verlauf des Säulendurchflusses statt.Mikroskopische Betrachtung des chromatographischen Prozesses:Die stochastische Theorie bietet ein Modell für die Chromatographie. Der Begriff „stochastisch “ bedeutet, dass eine Zufallsvariable im Spiel ist. Im Modell wird angenommen, dass sich ein Molekül bei seiner Wanderung durch die Säule eine durchschnittliche Zeit τm zwischen den Adsorptionsereignissen in der mobilen Phase aufhält. Die Zeit zwischen der Desorption und der nächsten Adsorption ist zufällig, aber die durchschnittliche Zeit beträgt τm. Die durchschnittliche Zeit für den Aufenthalt in der stationären Phase zwischen einer Adsorption und einer Desorption ist τs. Wenn das Molekül in der stationären Phase adsorbiert ist, bewegt es sich nicht.Wenn sich das Molekül in der mobilen Phase befindet, bewegt es sich mit der Geschwindigkeit der mobilen Phase u. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Adsorption oder Desorption zu einem bestimmten Zeitpunkt erfolgt, gehorcht der Poisson-Verteilung. Wir nehmen an, dass alle Moleküle die Gesamtzeit tm in der mobilen Phase verbringen. Das entspricht der Retentionszeit für einen Analyten, der nicht zurückgehalten wird. Wichtige Ergebnisse des stochastischen Modells sind: Ein Analytmolekül wird bei seiner Wanderung durch die Säule im Durchschnitt n-mal adsorbiert und desorbiert. n ist dabei tm/τm.Die reduzierte Retentionszeit für einen Analyten beträgt t`r = nτs; das ist die durchschnittliche Zeit, die der Analyt bei seinem Durchgang durch die Säule an der stationären Phase gebunden ist.Die Breite (Standardabweichung) eines Peaks aufgrund von Einflüssen der stationären Phase beträgt σ = τs √2n 
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Chromatographische Messgrössen

k As N α
9

Vorführender
Präsentationsnotizen
Dies werden wir uns im Verlauf der Vorlesung genauer anschauenk: Retentionsfaktorα: SelektivitätsfaktorN: SäuleneffizienzAsymmetriefaktorWie ist Auswirkung aller oben genannten Faktoren auf die Auflösung. Denn die Auflösung zweier nahe beieinander eluierender Peaks ist immer das finale Ziel der Chromatographie.



Master HS 2019, Analytical Technologies 10

Überblick über Einflussgrössen auf Trennung

Vorführender
Präsentationsnotizen
Änderung der Chromatographiebedingungen und deren Effekt++: grosser Effekt+:  kleiner Effekt-: relativ geringer Effekt0: kein Effekta: bei Säuren und Basenb: Druck wirkt indirekt auf Nfett: empfohlene Stellschraube
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Der Retentionsfaktor: wichtige Kenngrösse in der Methodenentwicklung (k zwischen 1 und 10), 
k entspricht demnach der korrigierten (reduzierten) Retentionszeit (tR – t0), gemessen in t0 Einheiten. 

Totzeit t0 + Retentionszeit tR kann man aus Chromatogramm herauslesen:
a) erste Störung der Basislinie, typisch für Lösungsmittelpeak, 

RI ändert sich (Probenlösungsmittel ≠ mobile Phase)
b) Bei dreckiger Probe: grosser Peak gleich am Anfang, 

t0 am Anfang der Steigung
c) Keine Totzeit erkennbar, entweder berechnen, 

F = Flussrate, d = innerer Säulendurchmesser (in mm): 

(± 10 %)

d) oder selbst messen: Substanz injizieren, die von Säule nicht 
zurückgehalten wird (k=0), bei C18 Säulen: Thioharnstoff, Uracil

Beispiel für Änderung von k:

Retentionsfaktor k
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- 30 % B

𝒌𝒌 =
𝐭𝐭𝑹𝑹 − 𝐭𝐭𝟎𝟎
𝐭𝐭𝟎𝟎

Vorführender
Präsentationsnotizen
Retentionsfaktor Der Retentionsfaktor ist definiert als die Menge eines Analyten in stationärer Phase (s) dividiert durch Menge in mobiler Phase (m): 𝑘=  𝐶𝑠 𝑉𝑠 𝐶𝑚𝑉𝑚   (3)Und die Menge eines Analyten in jeder Phase entspricht seiner Konzentration (Cs oder Cm): K = (Cs/Cm) ist die Gleichgewichtskonstante von (2)Gelöste Teilchen (Analyt) können sich entweder in der mobilen oder in der stationären Phase befinden. Wenn wir jetzt den Anteil von Molekülen in der mobilen Phase mit R bezeichnen, muss der Anteil in stationärer Phase 1 – R entsprechen. Aus (3) ergibt sich demnach 𝑘=  1−𝑅 𝑅  (3a) oder 𝑅=  1 1+𝑘  (3b)Was ist die Retentionszeit der Substanz X? Die Retentionszeit tR von X kann definiert werden als Distanz dividiert durch Geschwindigkeit: t𝑅=  𝐿 𝑢𝑋  (4)In ähnlicher Weise kann man die Retentionszeit des Lösungsmittelpeaks bzw. die Totzeit errechnen: t0=  𝐿 𝑢  (4a), mit u als durchschnittlicher Geschwindigkeit der MP. Wenn wir L eliminieren: t𝑅=  𝑡0𝑢 𝑢𝑋  (4b)Mit R = ux/u0 (aus (1) und Gleichung (3b)) ergibt sich aus 4b: 𝒕𝑹 = 𝒕𝟎 (𝟏 + 𝒌) (5) oder 𝒌=  𝐭𝑹 − 𝐭𝟎 𝐭𝟎  (6)Mit (6) kann man k-Werte für jeden Peak eines Chromatogramms bestimmen. Visuelle Bestimmungen von k werden in der Praxis oft benutzt, denn für eine Optimierung braucht man keine genauen Werte: 𝑘=  t𝑅  t0  - 1Die Retentionszeit kann auch in Bezug auf Retentionsvolumen VR = tRF angegeben werden (F ist die Flussrate der mobilen Phase in ml/min): VR=VM (1 + k); Vm ist das Totvolumen der Säule und entspricht t0F �(Vm = t0F ≈ 5 × 10−4 Ld2c)Der Retentionsfaktor ist eine wichtige Grösse eines jeden Peaks und Werte von k helfen, eine Trennung zu interpretieren und zu verbessern. Je länger eine Komponente auf der Säule verweilt, desto größer ist der Retentionsfaktor. Das Volumen Vm ist erforderlich, um das Lösungsmittel vom Anfang bis zum Ende der Säule zu bringen. Wenn ein Volumen von 3 Vm benötigt wird, um einen Stoff zu eluieren, hat dieser den Retentionsfaktor k = 3.Beispiel für Änderung von k: + 10 % B (höhere Elutionskraft) bewirkt Abnahme von k um Faktor 2 bis 3. Welche Auswirkung hat im Beispiel die Abnahme von B um 30 %? Berechne die Veränderung der k-Werte aus der Abbildung.
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• Der Asymmetrie-Faktor  AS eines Peaks ist Mass für 
Abweichung von idealer Gauß-Kurve.

• Tailing-Faktor  TF (wichtig bei automatischer Integration)

• Exakt symmetrischer Peak hat  AS = 1 oder TF = 1.

Abbildung
a) Definitionen der Asymmetrie

b) Wie verändert sich Peakform mit zunehmender Asymmetrie

c) Effekt des Tailings auf Trennung

d) Peak Fronting (AS < 1)

e) «Tailing» aufgrund von Überladung (extremes Fronting)
(verglichen mit exponentiellem Tailing in a)

Oftmals ist Tailing venachlässigbar (TF < 1.2) und kaum 
zu sehen, aber TF > 2 nicht überschreiten 

Peakform, Asymmetrie
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Man muss zwei Arten von Peak-Tailing unterscheiden: exponentielles Tailing: bezeichnet eine graduelle Rückkehr des Peaks zur Basislinie (a). Durch Überladen der Säule verursachtes Tailing: erzeugt einen Peak, der wie ein rechtwinkliges Dreieckaussieht (e). Eine Reduzierung der Injektionsmenge wird im letzteren Fall zu einer Verringerung des Tailing führen, wohingegen das exponentielle Tailing vielleicht sogar zunehmen kann. Üblicherweise ist ein Wert von TF ≤ 1.5 wünschenswert.
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Hauptursachen für Asymmetrie
Fronting: Maximum des Peaks verschiebt sich nach hinten/rechts im Chromatogramm. Grund ist ein Überladen 
der mobilen Phase, bei der Probe nicht von Lösungsmittel aufgenommen werden kann und auf Säule kondensiert.
Tailing: Maximum des Peaks verschiebt sich nach vorne/links, da eine kleine Menge Analyt stark gebunden wird. 
Diese sekundären Wechselwirkungen mit der Säule führen zu ungewünschter Retention: z.B. ionische 
Wechselwirkungen zwischen basischen Substanzen und Silanolen, Metallverunreinigungen. Auch beim Überladen 
der stationären Phase und falschem, zu starkem Injektionslösungsmittel kommt es zu Tailing.

Weitere Ursachen für schlechte Peaks:
• Schlechte Säule: verstopfte Fritte oder Hohlräume, 

verkehrt herum spülen entfernt Verstopfung
• Verunreinigte Säule (stark zurückgehaltene Substanzen 

haben sich angehäuft)
• Säulenexterne Peakverbreiterung
• Unzureichendes/unpassendes Puffern der Lösungsmittel
• Höhere Säulentemperatur mit kälterer mobiler Phase
• Koelution zweier Peaks kann zu Asymmetrie führen

Asymmetrie: Tailing, seltener Fronting
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Aus Harris, Lehrbuch der quantitativen Analyse

Vorführender
Präsentationsnotizen
Eine Kurve, die cs gegen cm bei einer gegebenen Temperatur darstellt, wird als Isotherme (bei einer Temperatur) bezeichnet. Drei typische Isothermen und die daraus resultierenden Peakformen sind in der Abbildung dargestellt. Die mittlere Isotherme zeigt den Idealfall, bei dem sich gaußförmige Peaks ergeben – und zwar unabhängig von der Konzentration. Wenn zu viel Probe auf die Säule appliziert wird, kommt es zu Überladungseffekten. Verdünnen der Probe oder Säule mit höherer Kapazität (% Carbon erhöhen) verwenden.Fronting: Die obere Isotherme in der Abbildung tritt bei einer Überladung der Säule auf, wenn zu viel Analyt auf die Säule gebracht wurde (eigentlich Überladung der MP, Analyt kondensiert auf SP). Der Analyt kondensiert auf der stationären Phase und wird erst nach und nach von mobiler Phase abtransportiert. In der Front eines überladenen Peaks steigt die Konzentration allmählich an. Wenn man die Konzentration erhöht, wird die Bande überladen und der Verteilungskoeffizient (= cs/cm) steigt. Die Bande entsteht allmählich und endet abrupt.Tailing: Die untere Isotherme in der Abbildung entsteht, wenn kleine Mengen Analyt stärker zurückgehalten werden. Dies führt zu einem langen „Schwanz“ (tailing) mit allmählich abnehmender Konzentration nach dem Peak. Bindungsstellen, die den Analyten besonders fest binden, verursachen Tailing. Die Silikat-Oberflächen der Säulen (Teilchen der stationären Phase) haben Hydroxyl-Gruppen, die Wasserstoffbrückenbindungen mit polaren Analyten eingehen und dadurch ein starkes Tailing hervorrufen. Silanisierung (Deaktivierung durch Endcapping) reduziert das Tailing, bei dem die Hydroxylgruppen durch unpolare Trimethylsilylgruppen blockiert werden. Auch überladen der Säule verursacht Tailing, Substanz eluiert früher als normal (siehe präparative Chromatpgraphie).-Tailing ist primär ein Problem bei isokratischen Methoden: Später eluierende Peaks sind generell breiter und Tailing fällt mehr auf. Bei Gradient Analysen tritt das Problem seltener auf. Erklärung: Peak compression, a process that acts on all gradient peaks, minimizes the problem of tailing. Think of a gradient on a microscopic scale—the concentration of organic solvent gradually increases over time in a reversed-phase gradient. At any point in a column, the solute molecules passing through it experience a weaker mobile phase than those that pass through it later. For a given peak, this phenomenon means that the molecules at the front of the peak are traveling in a weaker solvent than those at the back edge of the peak. A stronger solvent (more organic) elutes molecules through a column faster than a weaker solvent does. Thus, under gradient conditions, the molecules at the trailing edge of a peak are always travelling faster than those at the front edge of the peak. In other words, the tail is constantly being pushed back into the main peak, and peak tailing is reduced. For this reason, peak tailing in gradient separations is less of a problem than the tailing for the same compound under isocratic conditions and with the same column and mobile-phase components.
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Selektivitätsfaktor

Der Selektivitätsfaktor α ist ein Mass für die Trennbarkeit (basiert auf unterschiedlichen chemischen 
Wechselwirkungen zweier Analyten mit der stationären Phase).

α wird beeinflusst von: 
• Stationärer Phase
• Mobiler Phase

Häufig sind Werte von 1.x - 10
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2
α = 1.0

α = 1.6

α = k2
k1

=  t
′

r2

t
′

r1

Estron, 1

Estradiol, 2

Vorführender
Präsentationsnotizen
Selektivitätsfaktor (auch Trennfaktor genannt) beruht auf der relativen Retention zweier Analyten. Je größer die relative Retention ist, desto besser ist die Trennung der beiden Komponenten. Die relative Retention ist ziemlich unabhängig von der Fließgeschwindigkeit und kann deshalb zur Peakidentifizierung verwendet werden, wenn die Bedingungen der Chromatographie verändert werden, z.B. Gradient oder Fliessgeschwindigkeit ändert sich (Kovats Indices in der Gaschromatographie betimmen die Retention in Bezug auf eine Alkanreihe). Bei der LC ist so ein Zusammenhang zwischen Molekül und retention nicht so einfach zu ermitteln wie beim Kovats Index der GC, vor allem bei Gradiententrennung kann es leicht zu einer Umkehr der Elution kommen.
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Probe wird als schmale Bande injiziert und kommt so auf 
das Säulenbett. In Abhängigkeit von verschiedenen 
Variablen verbreitern sich die Peaks auf der Säule (im 
Idealfall symmetrisch)

Modell der «theoretischen Böden» (Bodentheorie):
Vielzahl an getrennten Schichten in der Säule 
(Bodenzahl N), in denen sich Equilibrium zwischen MP und 
SP einstellen kann. 
Kleine Stufenhöhe führt zu schmäleren Peaks.

Bodentheorie, Bodenzahl N

15

Vorführender
Präsentationsnotizen
Die Bodenhöhe H ist die Proportionalitätskonstante zwischen der Varianz (σ2), der Injektionsbande und der von ihr zurückgelegten Strecke x. Warum heisst das plates oder Boden?Der Nobelpreis 1952 ging an zwei Engländer, A. J. P. Martin und A. J. P. Martin. R. L. M. Synge, für ihre Arbeit an der Entwicklung der modernen Chromatographie. In ihren theoretischen Studien haben sie ein Modell angepasst, das zuerst in den frühen 1920er Jahren entwickelt wurde, um Trennungen bei der fraktionierten Destillation zu beschreiben. Fraktioniersäulen, die erstmals in der Erdölindustrie eingesetzt wurden zur Trennung sehr ähnlicher Kohlenwasserstoffe, bestehen aus zahlreichen, miteinander verbundenen bubble-cap plates (Bodenhöhe, siehe Abbildung rechts), an denen sich das Dampf-Flüssigkeitsgleichgewichte einstellen, wenn die Säule unter Rückflussbedingungen betrieben wird. Martin und Synge behandelten eine chromatographische Säule so, als ob sie aus einem Reihe von zusammenhängenden bubble-cap plates, in denen immer Gleichgewichtsbedingungen vorherrschen. Der Name wurde somit aus der Theorie der Destillation übernommen, bei der die Trennung in diskreten Abschnitten (Säule als Aneinanderreihung schmaler, diskreter Lagen oder Böden genannt) abläuft. Mit Böden sind somit die hypothetischen Kompartimente einer LC-Säule gemeint, in der sich jeweils einmal das Gleichgewicht einstellt. Die Bodenhöhe entspricht in dieser Sichtweise ungefähr der Säulenlänge, in der sich einmal das Gleichgewicht des Analyten zwischen mobiler und stationärer Phase einstellt. Wichtig: Das Bodenhöhenmodell erklärt die Gaussche Form der chromatographischen Peaks. Aber es erklärt nicht die Effekte der Peakverbreiterung (zone broadening) oder Peakassymmetrien. Sie haben fälschlicher wiese vereinfacht angenommen, dass immer Gleichgewichtsbedingungen während der Elution in einer Säule vorherrschen. Diese Annahme kann im dynamischen Zustand einer chromatographischen Säule niemals zutreffen, vor allem wenn sich Phasen schnell genug aneinander vorbeibewegen, dass es nicht genügend Zeit für die Equilibriumeinstellung bleibt. Da das Bodenhöhenmodell einer chromatographischen Analyse nicht gut entspricht, haben Begriffe wie plate oder Boden und plate height oder Bodenhöhe keine wirkliche physikalische Relevanz. Leider sind diese Begriffe so tief in der chromatographischen Literatur verankert, dass ihr Ersatz durch geeignetere Bezeichnungen unwahrscheinlich erscheint, zumindest in der näheren Zukunft.Fazit zur Erklärung der Bodenhöhe: Je kleiner die Stufenhöhe ist, um so schmaler ist die Bande. Je mehr theoretische Böden vorhanden sind, umso mehr Gleichgewichtseinstellungen gibt es während der Trennung und umso höher ist die Effizienz der Trennung.
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Kinetische Theorie, Säuleneffizienz N

• Bedingungen für Gleichgewichtseinstellung verändern sich dauernd, da sich mobile Phase kontinuierlich 
durch Säule bewegt (cm verändert sich durch nachkommendes «frisches» Lösungsmittel).

• Peaks werden breiter, wenn Gleichgewichtseinstellungen langsam ablaufen, 
Gleichgewichtseinstellung: LC < GC.

• Knackpunkt: geschwindigkeitsbegrenzender (kinetischer) Stofftransport (mass transfer) 

• Grösse des Effekts hängt von Dauer möglicher Übergänge zwischen mobiler und 
stationärer Phase ab → direkt proportional zur Strömungs-(Linear-)geschwindigkeit u [cm/s]

Van Deemter Gleichung berücksichtigt kinetische Effekte des Stofftransports im Verlauf der 
Chromatographie

Bodenhöhe H (HETP– Höhen-äquivalent eines theoretischen Bodens (engl.: height equivalent to a 
theoretical plate)): beeinflusst durch A, B und C

Säuleneffizienz N = L/H (längere Säule hat mehr Böden, höheres N)

16

Vorführender
Präsentationsnotizen
Betrachtet man bei einer idealen Trennung einzelne Moleküle einer Molekülart, wird man sehen, dass diese durchaus unterschiedliche Zeiten für den Transport durch die Säule benötigen (Peakbreite). Bei der Verteilungschromatographie: Damit sich das Gleichgewicht einstellen kann, muss jedes Molekül mehrmals in der mobilen Phase zur Phasengrenze gelangen, diese überqueren (wozu es Energie braucht), zur stationären Phase gelangen, mit dieser wechselwirken, um schlussendlich wieder in der mobilen Phase zu landen. Dort beginnt das Spiel wieder von Neuem bis das Molekül mit der mobilen Phase die Säule verlässt. Da ein Molekül nur in der mobilen Phase weitertransportiert wird, führen unterschiedlich lange Aufenthaltszeiten an oder in der stationären Phase unweigerlich zu unterschiedlichen Transportgeschwindigkeiten. Dabei spielen die zufällige Bewegung bzw. Diffusion der Moleküle in der mobilen Phase eine Rolle, da sie zu zufälligen Abweichungen von der für eine Molekülart typischen Retentionszeit führt. Da diese Prozesse aber sowohl zu positiven als auch negativen Abweichungen von der mittleren Geschwindigkeit also zu zufällig „langsameren“ aber auch zufällig „schnelleren“ Molekülen führen, kommt es bei vielen Gleichgewichtseinstellungen hintereinander und vor allem beim Betrachten vieler Moleküle gleichzeitig zu einem „Herausmitteln“. Die Retentionszeiten der Einzelmoleküle sind symmetrisch um eine mittlere Retentionszeit verteilt, was zur Gauß-Funktion führt. Die hier erwähnte „mittlere Retentionszeit“ ist dann natürlich die Retentionszeit des Gauß Peaks. Solche Effekte zur Peakverbreiterung werden von der van Deemter Gleichung beschrieben.A: unterschiedlich lange Wege, B: Je schneller der Fluss, desto kürzer ist die Substanz auf der Säule und daher ihr Beitrag zur Diffusion geringer.C: ist eigentlicher Trenneffekt der Säule: je schneller Fluss, desto stärker ist Peakverbreiterung, da die in der stationären Phase zurückgehaltenen Analyten von der mobilen Phase schneller getrennt (auseinandergezogen) werden
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Unerwünschte Peakverbreiterung

Probeninjektion (säulen-
externe Verbreiterung)

Longitudinale Diffusion 
(zeitabhängig)

Eddy Diffusion 
(flussunabhängig)

Stofftransport in der mobilen 
Phase (flussabhängig)

Stofftransport in der 
stationären Phase 
(flussabhängig)

Detektor und Kapillaren 
(säulenexterne 
Peakverbreiterung)

Ziel: möglichst enge Banden erreichen!
Aber, je länger sich eine Substanz auf Säule befindet (je höher 
Retentionszeit), desto stärker ist Peakverbreiterung.

a) Verbreiterung vor Säule meist vernachlässigbar 
(Säulenexterne Verbreiterung)

b) Longitudinale Diffusion (B)
(zeitabhängig und damit flussabhängig)

c) Eddy Diffusion (A)
(flussunabhängig) 

d) Massentransport in der mobilen Phase (C)
(flussabhängig)

e) Massentransport in der stationären Phase (C) 
(flussabhängig)

f) Säulenexterne Bandenverbreiterung diesmal wichtig, da 
Trennung durch Diffusion wieder verwischt
(Fluss durch Detektor und Kapillare)

Teilchen

Vorführender
Präsentationsnotizen
a: Säulenexterne Bandenverbreiterung nach Probeninjektionb: Longitudinale Diffusion Während die mobile Phase mit der Lineargeschwindigkeit durch die Säule bewegt wird, diffundieren die Analytmoleküle innerhalb der mobilen Phase zufällig in alle Raumrichtungen. Triebkraft hierfür ist die zufällige Wärmebewegung der Moleküle (Konzentrationsgefälle von Probe zu Eluent). Beobachten kann man diesen Effekt, wenn man z.B. einen Tropfen Tinte in ein ruhendes Wassergefäss gibt und sich die Tinte langsam in alle Raumrichtungen verteilt. Zur Peakverbreiterung tragen nur die Komponenten der Diffusion entlang oder entgegen der Strömungsrichtung bei, da nur diese zu einer schnelleren oder langsameren Bewegung der Moleküle zum Säulenende führt. Aus diesem Grund spricht man von Longitudinaldiffusion. Wenn Flussrate steigt → geringere Aufenthaltszeit, Der B-Term ist umgekehrt proportional zur Lineargeschwindigkeit u. Ein Mass für die Diffusionsgeschwindigkeit eines Analytmoleküls ist sein Diffusionskoeffizient in der mobilen Phase. Je grösser der Diffusionskoeffizient, umso schneller die Diffusion. In der weiteren Folge heisst das, je grösser der Diffusionskoeffizient in der mobilen Phase Dm, umso grösser der Einfluss der Longitudinaldiffusion. Es gilt: B ∝ Dm; Der B-Term hat also nur dann einen starken Beitrag, wenn hohe Diffusionskoeffizienten in der mobilen Phase vorliegen. Moleküle können sich in Flüssigkeiten nicht so schnell bewegen wie in Gasen. Die Diffusionskoeffizienten sind klein und liegen üblicherweise bei Dm < 10-5 cm2 s-1. Der B-Term hat hier also einen  geringen Beitrag an der Peakverbreiterung als in GC und ist abhängig vom Obstruktionsfaktor und Diffusionskoeffizienten.c: Eddy Diffusion (Streudiffusion): Die Peakverbreiterung durch Eddy-Diffusion ist darauf zurückzuführen, dass sich Eluent und Analytmoleküle nicht geradlinig entlang der Säulenachse durch die Trennsäule bewegen können, sondern z.B. das Packungsmaterial einer gepackten Säule umströmen müssen. Als „Eddy“ bezeichnet man im Englischen Wirbelströmungen hinter einem Strömungshindernis bzw. Wasserstrudel. Neben Wirbelströmungen sind es v.a. die unterschiedlichen Weglängen beim Umströmen des Packungsmaterials, welche die Peakverbreiterung bewirken; Breite Pfade führt zur schnellen Teilchenwanderung, enge und gehinderte Pfade zu langsamem Fluss. Bei schlecht gepackten Säulen ist das relevant und von Partikelform und Partikelgrösse abhängigd: Stofftransport in der mobilen Phase: schnellerer Fluss in Mitte der Säule e: Stofftransport in der stationären Phase: Einige Teilchen halten sich länger in stationärer Phase auf als andere. d und e: Den C-Term kann man als Summe der Beiträge von stationärer (CS) und mobiler Phase (Cm) beschreiben. Dieser beschreibt den eigentlichen Effekt der Chromatographie. Zahl und Intensität der Wechselwirkung der Substanz mit der Säule bewirkt eine Retention der Substanz. Der C-Term ist abhängig von Diffusionskoeffizienten in mobiler und stationärer Phase und von der Filmdicke der Partikel.Der C-Term ist direkt proportional zur Lineargeschwindigkeit. Dies lässt sich damit erklären, dass die Analytmoleküle bei geringer Strömungsgeschwindigkeit mehr Zeit haben, den Gleichgewichtszustand zu erreichen. Der Beitrag von Cs ist normalerweise vernachlässigbar, da die Übergänge eines Analytmoleküls an die und von der Oberfläche der stationären Phase schnell sind. Der Beitrag der mobilen Phase ist umgekehrt proportional zum Diffusionskoeffizienten Dm des betreffenden Analyten in der mobilen Phase. Da die Dm in Flüssigkeiten sehr klein sind, ist dieser Beitrag sehr gross. Cm wird auch z.B. von der Geometrie des Packungsmaterials beeinflusst, da sie den Abstand zwischen den Partikeln der stationären und damit den Raum für die mobile Phase bestimmt. Ausserdem kann die Strömungsgeschwindigkeit in Poren bis auf Null absinken, weshalb Moleküle, die in Poren diffundieren sehr viel langsamer wieder von der Strömung mittransportiert werden (Porendiffusion). f: Säulenexterne Bandenverbreiterung im Detektor, in den Kapillaren. Extracolumn broadening gering bei guter HPLC, hat aber den grössten Einfluss bei schnellen Peaks. Lösung für a und f: Totvolumen niedrig halten (laminares Strömungsprofil in Kapillare führt zu Bandenverbreiterung)
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Van Deemter Gleichung
genaueres 

Eddydiffusion

Longitudinale Diffusion
Massentransferterm der 
stationären Phase

Massentransferterm der 
mobilen Phase

18

Zusammenhang zwischen Bodenhöhe H (y-Achse) und Fliessgeschwindigkeit  (x-Achse), je kleiner Teileffekte
A, B und C, desto besser für Effizienz (Minimum, kein Nullpunkt)
Kleinere Partikelgrösse führt zu kleinerem H, aber Rückdruck ist limitierender Faktor. Je kleiner die Dimensionen der 
Partikel, desto breiter wird auch das Optimum.

Vorführender
Präsentationsnotizen
Die Fähigkeit einer Säule zur Trennung der Komponenten eines Gemisches wird durch Verringerung der Bodenhöhe verbessert. Eine effiziente Säule besitzt mehr theoretische Böden als eine weniger effiziente Säule. Unterschiedliche, die gleiche Säule durchlaufende Analyte, besitzen unterschiedliche Bodenhöhen, da sie unterschiedliche Diffusionskoeffizienten haben. In der Gaschromatographie liegen die Bodenhöhen in der Größenordnung von ∼0.1 bis 1.0 mm. In der hochauflösenden Flüssigchromatographie sind die Bodenhöhe n ∼10 μm und in der Kapillarelektrophorese <1 μm.Die Bodenhöhe H entspricht σ2/x, wobei σ die Standardabweichung der Gaußbande ist und x  die Strecke, die vom Zentrum der Bande aus zurückgelegt wurde (=Länge der Säule).A: λ: Partikelform (Packungsbezogen)dp: PartikeldurchmesserB:G: Obstruktionsfaktor (gehinderte Diffusion in Säulenpackung, bei gepackten Säulen = 0.6)Dm: Diffusionskoeffizient der mobilen Phase (Wanderungsgeschwindigkeit in einem Konzentrationsgradienten der Einheit 1). Stofftransportprozesse in mobiler Phase sind komplex (Mischungseffekte), Säulendurchmesser spielt auch eine Rolle.C:dp: PartikeldurchmesserDm: Diffusionskoeffizient der mobilen Phase df: Filmdicke (in dicker Schicht längere Wanderung = Häufigkeit des Stofftransports herabgesetzt). Bei Adsorptionsprozessen an stationäre Phase spielt die Zeit eine Rolle, in der die Teilchen adsorbiert/desorbiert werden.Ds : Diffusionskoeffizient der stationären Phase (kleinere Koeffizienten = langsamere Wanderung in lipophiler C18 Schicht)
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Van Deemter Gleichung
Schlussfolgerungen

• Faktor A und B wirken dem eigentlichen Trennungseffekt C entgegen. Es kommt zu einer teilweisen 
Rückvermischung durch Diffusionsprozesse.

• Der Stofftransport benötigt eine gewisse Zeit, weshalb geringe Flussraten diesen begünstigen, aber auf 
der anderen Seite sind auch die gegenläufigen Diffusionsprozesse sehr gross.

H wird beeinflusst durch 
• Strömungsgeschwindigkeit u (Flussrate), diese hat Optimum (eventuell ein breites)
• Art der Teilchen, Packungshomogenität (Säulenwahl, Durchmesser)
• Partikelgrösse (= Säulenwahl)

schlecht: grössere Partikel mit grösserem internen Volumen → Vielfältigkeit der Pfade, 
stagnierende Bereiche mobiler Phase ergibt höheres H 

• Diffusionskoeffizienten in der mobilen Phase (abhängig von Viskosität der mobilen Phase und 
von Temperatur im Säulenofen/System); je höher, desto besser

Bei mittleren Strömungsgeschwindigkeiten:
Funktion nähert sich dem Term A an, das heisst Güte der Packung und Teilchendurchmesser dominieren

Mit zunehmender Strömungsgeschwindigkeit:
Einfluss von Term C nimmt zu. Ist diese lineare Kurve besonders steil, dann ist der Stofftransport
(Massentransfer) behindert (hängt mit Partikelgrösse zusammen).

19

Vorführender
Präsentationsnotizen
Vergleich Gaschromatographie und HPLCWarum verwendet man lieber Gaschromatographie (wenn man kann)?Vorteile:Höhere Trenneffizienz als HPLC (höhere Trennstufenzahl N), Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstellung ist bei Gasen viel höher (auch dünnere Durchmesser der Säulen sorgen dafür, dass Moleküle schneller zwischen dem Gasstrom und der stationären Phase auf der Wand diffundieren)Damit sind schnellere Trennung und bessere Auflösung möglichSehr sensitive und elementspezifische DetektorenGrosse Datenbanken für StrukturabgleichWeniger Abfall (Gas)Warum nicht auch in HPLC möglich?Die Diffusion in Flüssigkeiten ist 100 Mal langsamer als die Diffusion in Gasen.In HPLC sind gepackte Säulen mit kleinen Partikeln im Einsatz, um die Diffusionstrecke zu verringern. Der Trend geht klar in Richtung UPLC: schneller, schmäler, höher. Kleine Partikel in kleinen Säulen verursachen allerdings sehr hohe Drücke (über 1000 bar).Nachteile der GC:Nicht anwendbar für nicht volatile (hochsiedende) Substanzen. Maximal Temperatur von 325 °C bei GC.Thermisch instabile Substanzen
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Peakbreite und Säuleneffizienz N 

Je höher die Säuleneffizienz N, 
desto schärfer der Peak und desto besser die Trennung

Peakbreite aus dem Chromatogramm lesen:
An der Basislinie: N =

Oder genauere Integration bei halber Höhe 
(Full width half maximum FWHM): 
N =

(6)

(6a)

Vorführender
Präsentationsnotizen
Herleitung  der Peakbreite:Die Bodenhöhe ist H =  σ2 x , mit σ als Standardabweichung der Gaußbande und x die Strecke, die vom Zentrum der Bande aus zurückgelegt wurde.N =  𝐿 𝐻  =  𝐿𝑥 σ2 = 𝐿2 σ2  =  16𝐿2 𝑊2 ,  da x = L und die Breite eines Gaußpeaks an der Basis des Dreiecks (96 % des Peaks): W = 4σ ist oder σ = W/4 (6b)In diesem Ausdruck hat W die Einheit einer Länge und die Zahl theoretischer Böden ist dimensionslos. Wenn wir L und W (oder σ) in Einheiten der Zeit anstatt der Länge ausdrücken, bleibt N weiterhin dimensionslos. Wir erhalten damit den sehr nützlichen Ausdruck für N =  16𝑡𝑅2 𝑊2  =  𝑡𝑅2 σ2 , wobei tR die Retentionszeit des Peaks und W die Basisbreite (siehe Abbildung oben) in Zeiteinheiten sind.Bezug zu W:Gleichung 6 wird umgestellt zu: W = 4 1 √N  · tR (7)Gleichung 5 integriert ergäbe noch: W = 4 1 √N  · t0 (1+k) (7a); N ist in etwa konstant für alle Peaks: W steigt mit Retentionszeit anGleichung N = L/H integriert in 6: 𝑊2= ( 16 L )𝑡𝑅2 𝐻, daraus folgt: W2 = Konstante * HDemnach kann man die Van-Deemter Gleichung auch als Summe von Verbreiterungseffekten schreiben: �W2 = W2E(Eddy Diffusion)+ W2L (Longitudinale Diffusion)+W2MP (Massentransfer in mobiler Phase)+ W2MP (Massentransfer in stationärer Phase) Die Werte von N sind in etwa konstant über das gesamte Chromatogramm, sollten aber für jeden Peak einzeln berechnet werden. So nimmt W proportional mit der Retentionszeit zu (Gleichung 7), während auch die Retentionszeit zunimmt, aber die Peakhöhe abnimmt (Fläche muss gleichbleiben). Somit nimmt die Säuleneffizienz N ab, wenn Peakbreite W zunimmt.
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• Abnahme von k mit steigender Temperatur
• Temperatur bewirkt schnellere Diffusion: höheres N bei höherer Temperatur wegen höherem 

Diffusionskoeffizienten
• Druck sinkt mit steigender Temperatur

höherer Fluss bei gleichem Druck
• Führt im Prinzip zu geringeren Laufzeiten
• Peaks eluieren aber auch früher – Trennung 

wird schlechter. Selektivität nimmt ab und wird 
irgendwann ungenügend (Peakkapazität).

• Säulenqualität (und Substanzempfindlichkeit) 
leiden bei höheren Temperaturen (> 60 °C).

Beispiel Trennung von polycyclischen aromatischen 
Kohlenwasserstoffen
Lineare Abnahme von log k mit steigender 
Temperatur
(1: Anthracen; 2: Fluoranthen; 3, Triphenylen; 
4: Chrysen; 5: 3,4-Benzofluoranthen; 
6: 1,2,5,6-Dibenzoanthracen) 

21

Temperatur

Vorführender
Präsentationsnotizen
Temperatur hat signifikanten Einfluss auf k.Hergeleitet aus der Van`t Hoff Gleichung und k nimmt mit zunehmender Temperatur ab (etwa 1-2 % per °C):  log 𝑘 =𝐴+ 𝐵 𝑇𝐾 Durch die Abnahme der k-Werte eluieren Peaks früher  und eine Trennung wird mit steigender Temperatur oft schlechter.
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• Optimum: N steigt erst an (Start bei 0.1 mL/min), fällt dann mit zunehmender Flussrate F ab.
• Maximale Werte bei 0.2 bis 1 mL/min, abhängig von dp

(Partikeldurchmesser, 2, 5 und 10 µm))
• Flussrate um Faktor drei erhöhen: 

- N sinkt um 20 %
- Analysenzeit sinkt auch um Faktor 3.
(oft wird Flussrate > F opt gewählt)

• Partikelgrösse verkleinern: 
- N steigt, 
- Druck steigt von 137 bar zu > 1000 bar, abhängig 
von Qualität der Packung und Packungs-Morphologie.

Flussrate und Partikelgrösse (und Druck)
Einfluss auf Bodenzahl

22

Annahme: MP 50% ACN/H2O, 30 °C, 200 Da MW

Vorführender
Präsentationsnotizen
physikalische Bedeutungder Druck ist direkt proportional zur Fließgeschwindigkeit und der Säulenlänge. Ebenso ist er abhängig von der Viskosität der MP.Druck ist umgekehrt proportional zum Quadrat des Säulenradius (oder Durchmessers) und zum Quadrat der Teilchengröße.Normalerweise macht der Anteil am Druck, der nicht von der Säule hervorgerufen wird, nur 10-20 % des totalen Rückdrucks aus (Kapillare, Detektor, Flusszelle…).ux 	lineare Fließgeschwindigkeit�η	Viskosität des Lösungsmittels�L	der Säulenlänge�dp 	dem Partikeldurchmesserf 	hängt von der Form der Teilchen und ihrer Packung ab. 
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Qualitative Guidelines für die Praxis
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Grösse Effekt auf Fopt
(F für maximales N)

Effekt auf N und P, wenn Grösse ↑
(Annahme: Fopt für maximales N)

Säulenlänge L ↑ Keinen N↑ und P↑ proportional zum Anstieg von L
Säulendurchmesser dc↑ Fopt ∝ dc

2 Keinen, wenn F proportional zu dc
2 erhöht wird 

Partikelgrösse dp der Säule ↑ Fopt ∝ 1 / dp N ↓ und P ↓ (Abb. Folie 22)
Flussrate der mobilen Phase ↑ Keinen N ↓ und P ↑ (Abb. Folie 22)
Viskosität der mobilen Phase η ↑ Fopt ↓ bei η ↑ N ↓ (Dm sinkt) und P ↑ (nur P steigt proportional)
Temperatur T (K) ↑ Fopt ↑ bei T ↑ N ↑ (Dm steigt) und P ↓ (η sinkt)
Molekulargewicht M der Probe ↑ Fopt ∝ M-0.6 N ↓, keinen Einfluss auf P

Knox-Gleichung: 
Formel für Praktiker

Vorführender
Präsentationsnotizen
Knox Gleichung: annähernde Vorhersage, wie sich die Werte von N ändern, wenn experimentelle Bedingungen geändert werden.Begründung für ihre Anwendung: bei jeglicher Änderung der Bedingungen, bei der Partikelgrösse oder Diffusionskoeffizient verändert wird, hat das auch Auswirkungen auf reduzierte Flussrate, wenn u der MP konstant gehalten wird. Dementsprechend muss man diese Variablen bei generellen Aussagen weglassen.Definition von reduzierten, dimensionslosen Grössen:Reduced plate height h, mit dp als PartikelgrösseReduced velocity v, mit dp als Partikelgrösse der SP, Dm als Diffusionskoeffizienten des Analyten und ue als interstitielle Geschwindigkeit der MP.Vergleich von Säulenmaterialien möglich durch Interpretation der Effekte der Knox GleichungAbbildung links: Die h(v) Funktion ist eine universelle Beziehung und leistet für die Interpretation der Wirksamkeit von Trennsäulen mit unterschiedlichen Trägern gute Dienste. Anhand der linken Abbildung zeigt sich, dass es ein Optimum für v gibt. Minimum von h= 2 entspricht ein optimaler Fluss von v=3 (Werte von h = 2 bis 5 und v = 2 bis 10).Abbildung rechts:Erhöhung der Temperatur (= Dm erhöht sich) resultiert in höherer Flussrate, um die Trenneffizienz (hier Bodenhöhe) konstant zu halten.Erhöhung der Masse resultiert in niedrigerer Flussrate, um die Trenneffizienz (hier Bodenhöhe) konstant zu haltenη eta (H) ist das Zeichen für Viskosität.
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Auflösung

Wichtigstes Kriterium! 
Ziel: Substanzen einer Probe voneinander trennen. 

Auflösung: Retentionszeitdifferenz/Peakbreite

24

RS = 0.75 andeutungsweise Trennung
RS = 1 Peak A enthält etwa 4 % von B
RS = 1.5 Basislinientrennung, nur 0.3 % 

Überlappung (bei gleich grossen 
Peaks)

Wichtigster Faktor mit 
grössten Effekten 

Stetige Zunahme

Ab einem k von 10 ist Trennung 
ineffektiv, nur noch unerwünschte 
Bandenverbreiterung durch 
Diffusionseffekte 

Vorführender
Präsentationsnotizen
Damit man auf der sicheren Seite ist sollte man RS > 2 wählen, denn:Säule baut mit der Zeit ab (Peaks werden breiter und Peaktailing ↑)Unterschiedliche Peakgrössenverhältnisse, führt auch zu overlappingHerleitung der Auflösung: Annahme: Peak A und B gleich breit, WA = WB = WDie Auflösung ist: RS=   𝑡𝑅 𝐵 − 𝑡𝑅 𝐴 𝑊 Mit 𝑁=16( 𝑡𝑅 𝑊 )2  zu: RS=   𝑡𝑅 𝐵 − 𝑡𝑅 𝐴  𝑡𝑅 𝐵  x  √𝑁 4 Mit k =   𝑡𝑅−𝑡0 𝑡0  zu: RS =  𝑘𝐵−𝑘𝐴 1+𝑘𝐵  x  √𝑁 4  Mit α  =   𝑘𝐵 𝑘𝐴  zu: RS =  √𝑁 4  ( α−1 α ) ( 𝑘𝐵 1+ 𝑘𝐵 )
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Auflösung 
Peakgrösse, Tailing

Zur Verbesserung der Auflösung entweder: 
• Unterschied in RT erhöhen
• Schmälere Peaks

Bild: Trennung als Funktion der Auflösung bei 
unterschiedlichen Grössenverhältnissen der Peaks

a-d) Peakbreite variiert von 1 : 1 bis 1000 : 1,
Bei RS > 1.5 und TF = 1:
immer relativ wenig Überlappung 
(unabhängig von der relativen 
Peakgrösse)

e) Peaktailing (TF = 1.2), RS > 2 nötig. 

f) Da TF = 1 fast unmöglich ist: 
versuchen den kleinen Peak 
vor den grossen zu kriegen.

25
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Auflösung ausgedrückt als Funktion des Retentionsfaktors bezogen auf den zweiten Peak (a), 
den Selektivitätsfaktor (b) und die Säuleneffizienz oder Bodenzahl N (c).

Beispiel: Berechnen Sie die Auflösung (tR2 = 4.19 min)
wenn k ≡ k2 = ?, α = 1.12, N = ?
t0 = 1.1 min

Beispiele

Optimierung der Auflösung
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(a)          (b)        (c)

a) Ausgangslage: 
Keine Trennung

b) k ∝ tR
längere Methode fahren: 
Peaks getrennt, werden 
aber breiter.

c) N ∝ 1
𝑑𝑑𝑝𝑝

Säule mit kleineren 
Partikeln:  bessere 
Trennung und Retention 
bleibt gleich

d) α ∝ 𝑡𝑡𝑅𝑅2
𝑡𝑡𝑅𝑅1

andere Säule einbauen

Vorführender
Präsentationsnotizen
OptimierungJe grösser α, 𝑘, 𝑁, umso besser die AuflösungSelektivitätsfaktor hat den grössten Einfluss auf RS.k= 2.57, k=2.8, a=1.09, N=10972, Rs= 1.49
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Optimierung k

27

RS = 0.8

RS = 3.9

RS = 2.6, guter Kompromiss

Vorführender
Präsentationsnotizen
k ≤ 10:	schmälere Peaks = bessere Detektion und kürzere Laufzeiten �	(Optimale Werte für k zwischen 1 und 5. Kann aber im Falle komplexer Gemische auch von 0.5 bis 20 	reichen, damit Peaks genügend Zeit zur Trennung haben)k<< 1:	schlechte Auflösung, Matrixeffekte bei t0k >  2: 	für wichtige Peaks (Interferenzen nahe t0): Minimum der Elutionszeitk >  3:	Ionensuppression vermeidenk steigt um Faktor 2.5 wenn B um 10% sinktwenn 0.5 ≤ k ≤ 10 nicht erreichbar → GradientenelutionAnhand der Abbildungen ist ersichtlich, dass k Werte von über 10 vermieden werden sollten, da RS nur geringfügig verbessert wird, die a) relative Peakhöhe und damit Sensitivität stark abnimmt (oben) und b) Zeit für die Trennung (unten) jedoch erheblich vergrössert wird.Gleichung RS =  √𝑁 4  ( α−1 α ) ( 𝑘𝐵 1+ 𝑘𝐵 ) anders schreiben, indem man restliche Variablen ausser k in einer Konstante zusammenfasst: �RS = Q ( 𝑘𝐵 1+ 𝑘𝐵 ) und (tR)B = Q´  (1+ 𝑘𝐵´)3  1+ 𝑘𝐵´ 2  
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Warum isokratische Methoden?
• Sind die einfachsten Anwendungen von HPLC
• Für einige Probleme absolut ausreichend
• Stabiler und leichter auf andere Geräte übertragbar
• Geringste Anforderungen ans Gerät

Vorgehensweise Optimierung isokratischer Methoden
• Geeignete Säule wählen mit genügend grosser Bodenzahl 

(N ≈ 10000 ≙ Säulenlänge L = 100 mm, dp = 3 μm)
• Anpassen von %B, um einen passenden Bereich für die 

Retentionsfaktoren zu finden (1≤ k ≤ 10).
• Optimieren der Selektivitätsfaktoren
• Anpassen von N, um höhere Auflösung gegen 

kürzere Laufzeit abzuwägen

Gradientenelution weil isokratische Methoden ihr Limit haben, 
Speziell bei k > 20 ist eine Trennung nicht mehr möglich
• beinhaltet eine fortlaufende Veränderung der 

Zusammensetzung der mobilen Phase. 
• Elutionskraft wird kontinuierlich erhöht, führt zu 

Basislinientrennung (Auflösung) der 9 Substanzen.
Ist Standard in Chromatographie

Isokratisch vs. Gradientenelution

28

Vorführender
Präsentationsnotizen
Es gibt bei isokratischen Methoden das generelle Elutionsproblem: Eine einzige isokratischen Trennung schafft es nicht, eine ausreichende Trennung innerhalb einer angemessenen Laufzeit bei Proben mit einem breiten Spektrum in ihrer Retention (Peaks mit sehr unterschiedlichen k-Werten) zu liefern. Das ist vor allem bei Analyten mit einem breiten Polaritätsspektrum der Fall.Abbildung: Example of the general elution problem with modelled data. Fliessmittel 1 mit zu wenig Elutionsstärke, peak C und D zu breit und klein.Fliessmittel 2 mit zu hoher Elutionsstärke, peak A und B nicht getrennt.Beim Gradienten hat man die Probleme nicht, da man die Elutionskraft konstant ändert.
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Gradientenelution

a) Keine Trennung möglich bei k = 50, 14 Substanzen in 
einem Lauf mit schlechtem Signal (13 und 14).

b) bis f) Trennung von benachbarten Gruppen bei 
unterschiedlichen Lösungsmittelzusammensetzungen führt 
zu einer guten Auflösung. Für alle Peaks beträgt der k-Wert 
bis zu 3.
Demnach führt die separate Betrachtung von nur einem 
Bruchteil der Substanzen zu einer guten Trennung (RS > 2) 
in einer angemessenen Elutionszeit (8 Minuten).

g) Die Gradientenelution ist ein Möglichkeit, die Vorteile 
der isokratischen Separationen (b-f) in einem einzigen 
Durchgang zu realisieren. 

Peakhöhe und k-Werte in der Gradientenelution sind 
tendenziell für alle Peaks im Chromatogramm ähnlich. 

29

Vorführender
Präsentationsnotizen
Figure: Example of the general elution problem, sample is 14 toxicology standards. �Conditions: 250 × 4.6-mm (5-μm) C18 column; mobile phase is ACN (B) and pH-2.5 phosphate  buffer (A); 65◦C; 2.0 mL/min. �a) isocratic separation with 50% B; �b − f ), isocratic separation of indicated compounds (peaks) with 10%, 25%, 45%, 52%, and 75% B, respectively (k ≈ 3); c) gradient elution as indicated. So bewegen sich zu Beginn des Gradienten die peaks 1 bis 3 mit einem Mittelwert von k ≈ 3 durch die Säule, während die peaks 4 bis 14 in der Nähe des Säuleneinlasses zurückbleiben. Da %B während des Gradienten weiter zunimmt (gekennzeichnet durch gestrichelte Linie, das den %B am Säulenausgang vs. Zeit anzeigt), werden spätere peaks weniger stark zurückgehalten und bewegen sich dann auch wieder durch die Säule, mit Durchschnittswerten von k ≈ 3.  Die Werte von k in der Gradientenelution sind in der Regel für alle Peaks im Chromatogramm ähnlich und können durch die Wahl von Gradientenzeit und Durchfluss leicht gesteuert werden. 
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Gradientenelution

Andere Gründe für die Gradientenmethode:
Analyt hat hohes Molekulargewicht: Die Retention von Peptiden oder Proteinen kann extrem empfindlich auf 
kleine Veränderungen in %B reagieren. Oft auch über weiten Bereich von k verteilt, bleiben manchmal sogar 
ganz auf der Säule.

Standardmethode: Reaktionskontrolle oder Probe unbekannter Zusammensetzung. Anwendung von 
Standardgradient, um zu sehen, was sich in der Probe befindet. 
Oft kombiniert mit Massenspektrometrie zur Identifikation.

Effizientere HPLC-Methodenentwicklung: weniger Trial-and-Error 
bei der Suche nach einer geeigneten Methode
Weniger Probenvorbereitung: Verschmutzte Proben direkt auf
Säule, keine Notwendigkeit störende Substanzen zu entfernen 
(carry over).

Peak Tailing: Die Elutionskraft der MP nimmt mit der Zeit zu. 
Dadurch bewegt sich der Tail des Peaks schneller als die 
Front, was zu einer Verringerung des Peaks und der 
Peakbreite führt: peak compression.

Gradienten-retention factor: k* ist der Medianwert von k 
während der Gradienten-Elution auf halbem Weg durch Säule,
ähnlich wie k bei der isokratischen Elution.

30

50 %

Vorführender
Präsentationsnotizen
Explanation of figure: A solute bands moves through the column during gradient elution. The solid curve on the figure is migration of substance fraction x of two substance i and j as function of time through column and substance leaves column at value of 1 (0 represents the band at the column inlet). Band migration is seen to accelerate with time, resulting in an upward-curved plot of x versus t and eventually peak of substance i appears after 6 minutes =ke.The dashed curve is the instantaneous value of k as the substance migrates through the column. The quantity k(i) is the value of k at time t for an isocratic mobile phase whose composition (%B) is the same as that of the mobile phase in contact with the band at time t. Peak width and resolution in gradient elution depend on the median value of k: the instantaneous value of k when the band has migrated halfway through the column (median). This value is called gradient retention factor k∗.The value of k∗ depends on the solute S and experimental conditions: gradient time tG, flow rate F, column dimensions, and the gradient range ∆Φ (Komposition at the end of gradient minus composition at start (values from 0-1). Vm: dead volume.Wichtig: Beide Substanzen verhalten sich ähnlich, dementsprechend haben Sie ähnliche k* Werte. Nur mit dem Unterschied, dass die Wanderung der zweiten Substanz später beginnt (wird mehr zurückgehalten). Diese relative Konstanz der Werte von k* und ke für eine linearen Gradiententrennung sind verantwortlich für die ausgeprägten Vorteile von Gradient gegenüber isokratischer Elution, speziell für  Proben mit unterschiedlicher Polarität wie auf Folie 29.
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Gradientenelution

31

Die Auflösung steigt mit niedrigeren Werten von % B bei isokratischer Elution sowie mit flacheren Gradienten.

Vorführender
Präsentationsnotizen
Isocratic (a–c) and gradient (d–f ) separations compared for a regular sample and change in either %B or gradient time. Otherwise similar conditions.�Sample: 1, simazine, 2, monolinuron; 3, metobromuron; 4, diuron; 5, propazine. Conditions: 150 × 4.6-mm C18 column (5-μm particles);methanol-water mobile phase (%B or gradient conditions indicated in figure); ambient temperature; 2.0 mL/min. Note that actual peak heights are shown (not normalized to 100% for tallest peak). For isocratic separations the effect of a change in %B (and k) is clear. Similar values of k∗ in gradient elution can be achieved by varying gradient time.tG, where k∗ = 1, 3, and 9 for tG = 3, 10, and 30 minutes. Both chromatography examples show similar resolution and peak heights, as average value of k (isocratic) equals value of k* (gradient). 



Master HS 2019, Analytical Technologies 

Probleme der Gradientenelution

32

a) Nicht-zurückhaltende Probe: Substanzen eluieren bereits 
zu Beginn des Gradienten, sehr polare Verbindungen in 
RPC. Reduzieren Sie % B oder isokratischen Halt beim 
Start. Besser go for HILIC.

b) Übermäßig zurückgehaltene Probe: Späte Elution bei 100 
% B. Ersetzen Sie B durch stärkeres Elutionsmittel. 
Besser go for nichtwässrige RPC.

c) Stark verschmutzte Probe: Komplexe Proben mit >15 
Komponenten können zu überfüllten Chromatogrammen 
führen. Für solche Proben ist es unwahrscheinlich, dass 
eine einzige Umkehrphasentrennung in der Lage sein 
wird, alle Peaks zu trennen. Besser go for 2D. 

Weitere Probleme: 
• Lösungsmittelentmischung: bei der das B-Lösungsmittel 

auf SP bleibt, nur geringes Problem in RPC
• Ghost Peaks: können Verunreinigungen in MP-

Lösungsmitteln, Puffern oder Additiven sein. Kann auch 
eine carry-over bedeuten.

• Baseline Drift: die sich aus Unterschieden in der 
Detektorreaktion für das A- und B-Lösungsmittel ergibt.
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Vergleich mobiler Phase
Methanol gegen Acetonitril

UV Absorption: 
geringere Absorption bei Acetonitril

Viskosität: 
Beim Methanol steigt Viskosität (und damit Druck) 
durch Mischen mit Wasser erst an, bevor bei noch 
höherem Methanolanteil eine Abnahme eintritt.
Durch veränderten Druck wird auch der Spray zum MS beeinflusst.

Dichte:

Lösungsmittelstärke (gegenüber Silica):
Acetonitril ε = 0.52, Methanol ε = 0.7

Polarity and Selectivity:

33

MeOH
ACN

Vorführender
Präsentationsnotizen
Methanol: �protisches Lösungsmittel (Wasserstoffbrückendonor)Schwaches Elutionslösungsmittel (im Vgl. zu Acetonitril) in der RPCHöhere Viskosität als AcetonitrilBessere Löslichkeit von Salzen: weniger die Gefahr der PrecipitationHöhere Stabilität: MeOH ist länger «frisch»Oberhalb von 220 nm ist die Basislinie ruhigerAcetonitril: �aprotisches Lösungsmittel (Wasserstoffbrückenakzeptor)Starkes Elutionslösungsmittel (im Vgl. zu Methanol): weniger Lösungsmittelverbrauch, weniger Silica löst sich im ACN�geringe Viskosität: damit höhere Geschwindigkeiten des Stoffaustauschs -> schmälere Peaks, weniger RückdruckGeringere UV-Absorption: Messungen bei 200 nm.Geringerer Drift im pH Wert: stabilere Messungen pH sensitiver SubstanzenIn Mischungen mit Wasser ist ACN das bessere SolvatationsmittelNormalized selectivity: 3 Faktoren tragen zur Interaktion zwischen Lösungsmittel und gelöster Substanz bei: H-B Acidity, H-B Basicity und dipolarity.
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Lösungsmitteleigenschaften

34

a) Wellenlänge, bei der 
Lösungsmittel 1.0 AU in 10 mm 
Flusszelle absorbiert

b) RI: refractive index

c) Boiling point

d) ε: relative Lösungsmittelstärke
gegenüber Silica
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Optimierung α, 
Effekt von %B und T

a) 2 ≤ k ≤ 4 wurden voreingestellt

b) Abnahme von %B: 
• bessere Trennung (ausser 3 and 4) 
• optimale Anpassung der mobilen Phase: 

33 % B führt zu RS = 2.1 bei 30 °C

c) Höhere Temperatur: 
• kleiner Shift der RT, 
• immer noch schlechte Auflösung

d) Optimierung von Temperatur und %B: 
• führt zur besten Auflösung RS = 4.0

Ziel: Nach maximaler Auflösung streben, diese kann immer noch gegen RT «eingetauscht« werden 

35

Mobile Phase ACN/Wasser, 2 mL/min, C18 150 x 4.6 mm; 5 µm
1: 3-Phenylpropanol, 2: 1-Nitropropan, 3: Oxazepam, 4: p-Chlorophenol, 5: 
Eugenol, 6: Methylbenzoat

Vorführender
Präsentationsnotizen
Wenn Selektivitätsfaktor gegen 1 geht, reicht es nicht aus, k zu optimieren bzw. N zu erhöhen. Lösung: α erhöhen und k gleichzeitig im optimalen Bereich halten.Änderung der Säulentemperatur hat nur geringen Einfluss auf αBesser: Wahl von B (Acetonitril oder Methanol), Änderung ihrer ZusammensetzungAm besten: Änderung der Zusammensetzung der stationären Phase (Säulentyp)Auch möglich: Ändern von pH, Puffer, Ionenpaarreagenz der mobilen Phase (bei Säuren und Basen)Verwendung bestimmter chemischer Effekte: z.B. Verwendung eines Adsorbens, das mit einem Silbersalz imprägniert ist und eine Trennung von Olefinen ermöglicht infolge einer Komplexbildung zwischen Silberionen und ungesättigten organischen Verbindungen.Achtung: Diese Änderungen bewirken wiederum auch Änderung von k. Beachten, dass k im optimalen Bereich gehalten werden sollte. Einfluss des Lösungsmittels, Polaritätsindex P` nach Snyder (siehe später). Beruht auf Löslichkeitsmessungen in Dioxan (Protonenakzeptor mit geringem Diplomoment), Nitromethan (Protonenakzeptor mit hohem Dipolmoment) und Ethanol (Protonendonator mit hohem Dipolmoment)
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Optimierung N

Nach Optimierung von k und α können 
auch Säulenparameter (z.B. Grösse) angepasst 
werden. Siehe Säulenparameter in kleinem Bild.

a) Säulenlänge erhöhen (x 2): 
• N (und RS) werden grösser
• aber Lauf wird länger (x 2) 
• Druck steigt (x 2)

b) Flussrate erhöhen (x 1.5), Säule verkürzen (1/3): 
• RS sinkt von 4 auf 2
• RT sinkt (1/4.5)
• Druck sinkt

c) Kleinere Säule  und Partikelgrösse 
herabsetzen (1/3): 
• N wird grösser 
• aber Druck steigt enorm
• sehr schnelle Laufzeit

Ziel: Balance aus Laufzeit, Auflösung und Druck 
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Veränderung von b)

a)

b)

c)
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schnelle HPLC: UPLC

Entwicklung geht zu schnellen Trennungen, wenige Minuten für komplexe Proben
• k Wert für den letzten Peak
• α Wert für das am schlechtesten getrennte Peak-Paar

UPLC: schnelle Trennung (0.7 min statt 17 min bei herkömmlicher Trennung)
• bei kurzen Säulen mit kleinen Partikeln und hoher Flussrate. 
• sehr hoher Druck > 400 bar  
• höhere Temperatur empfohlen
• Dünnere Säulen führen zu höheren linearen 

Geschwindigkeiten (verglichen mit eigentlicher Flussrate)

ABER: Core Shell Technologie: 
• 2.6 µm Gesamtpartikeldurchmesser
• Rückdruck ̴ 50 % weniger als vollporöse < 2 µm 

Partikel
• Effizienz = 260 – 300.000 p/m

UPLC Effizienz auf konventionellen HPLC Systemen!

37

Mehrstufenprozess 
der Aufbringung

Vorführender
Präsentationsnotizen
Achtung: Viskosität der mobilen Phase nimmt oberhalb 350 bar zu, Druckzunahme nicht mehr proportional zur Flussrate,�k und α werden druckabhängigBeim Säulendurchfluss wird Wärme frei (proportional zum Druckverlust über die Säule)Temperatur wiederum beeinflusst Peakform, N, k und α.�Höhere Temperatur → geringere Viskosität und höhere Dm → höheres N�geringe Viskosität → höherer Fluss bei gleichem Druck → pro Zeiteinheit bessere Trennung
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Entwicklung der Säulenmaterialien über die Zeit

38
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Partikelgrösse und N

• Stofftransport direkt proportional zur Partikelgrösse dp.
• Kleinere Partikel resultieren in höherer Trennleistung (höheres N, kleineres H)
• Daraus resultieren schärfere Peaks, Vm zu Vs wird kleiner, aber Druck steigt.

39

N = ̴ 100 000 Böden/m
Relativer Rückdruck = 1
Substanz wandert durch Kanäle in 
Poren

N = ̴ 150 000 Böden/m
Relativer Rückdruck ̴ 2x
Kleinere Weglänge in Poren

N = ̴ 300 000 Böden/m
Relativer Rückdruck  ̴ 3x
Auf HPLC messbar

N = ̴ 300 000 Böden/m
Relativer Rückdruck > 5x
Nur auf UPLC messbar

Vollporös
5 µm Partikel
Poren: 100 Å ± 20

Vollporös
3 µm

Kern massiv
3 µm

Vollporös
Sub 2 µm
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150 ist max
Länge

Nur Diffusion

Säulendimension
Flussrate - Downscaling

• Optimaler Fluss → kaum Peakverbreiterung
• Innendurchmesser klein halten → schmälere Peaks, 

aber Probenvolumen reduzieren, da SP kleiner

Lineargeschwindigkeit u wichtig (dp↓ über F↓ spart Ressourcen):

Säulen ID [mm] Fluss [µL min-1] Verbrauch [mL h-1] Säulenvolumen [µL]
4.6 1.500 90 2.493
4.0 1.000 60 1.880
3.0 563 34 1.060
2.0 250 15 471

Säulen ID [mm] 0.1 cm/sec 0.3 cm/sec 0.5 cm/sec 0.7 cm/sec
4.6 mm 0.99 mL/min 2.98 mL/min 4.98 mL/min 6.98 mL/min
4.0 mm 0.75 mL/min 2.26 mL/min 3.77 mL/min 5.28 mL/min
2.0 mm 0.19 mL/min 0.56 mL/min 0.94 mL/min 1.32 mL/min
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Säule: 4.6 x 100 mm

Vorführender
Präsentationsnotizen
u =  𝐹𝑙𝑢𝑠𝑠𝑟𝑎𝑡𝑒 𝐹𝑙ä𝑐ℎ𝑒  ; Flussrate (bei gleicher u)  𝐹𝑙𝑢𝑠𝑠𝑟𝑎𝑡𝑒 (2 𝑚𝑚) 𝐹𝑙𝑢𝑠𝑠𝑟𝑎𝑡𝑒 (4.6 𝑚𝑚)  =  𝐼𝐷22 𝐼𝐷12  , Flussrate (2mm) = 4/21.16 *2.98 = 0.56 Optimaler Fluss bezieht sich immer auf die maximale Bodenzahl. Wenn die Partikelgrösse reduziert wird, sollte auch die Flussrate reduziert werden. Dadurch erreicht man vergleichbare Trennungseigenschaften durch dieses Downscaling, da die Bodenzahl in etwa vergleichbar ist. Hierbei ist zu beachten, dass nicht die Länge, sondern vor allem der Durchmesser für lineare Geschwindigkeit von Bedeutung ist (Diffusionsmöglichkeiten senkrecht zur Fliessrichtung werden durch höheren Durchmesser erhöht (proportional zu r2)). Kürzere Säule gepackt mit kleineren Partikeln verkürzt die Laufzeit und Lösungsmittelverbrauch sinkt (spart Zeit und Ressourcen) Effizienz bleibt bei Verkleinerung der Partikelgrösse jedoch gleich oder verbessert sich sogar
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Kieselgel

Vorteile Kieselgel
• Kieselgel ist der ideale Träger für HPLC Phasen 
• Hohe mechanische Stabilität
• Viele verschiedene Säulentypen
Nachteile Kieselgel
• Auflösung des Kieselgels pH >7.5 (Standardkieselgel)
• Hydrolyse des Liganden bei pH < 2.5

Vorteile Organo-Kieselgel
• Erweiterter pH Bereich von 1-12
• Leistung und mechanische Stabilität wie Kieselgel
• Einzigartige Selektivität
Nachteile Organo-Kieselgel
• Bis jetzt nur wenige funktionelle Liganden (kein Cyano, Amino)

Vorteile monolithischer Kieselgel-Stab
• Extrem niedriger Rückdruck
• Makroporen erlauben Injektion dreckiger Proben, Proteine
• Keine Kanalbildung / Abnahme der Packungsqualität
Nachteile monolithischer Kieselgel-Stab
• Nur wenige funktionelle Liganden erhältlich
• Effizienz oft geringer als konventionelle Partikel
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Weitere Vorteile von KieselgelOberflächeneigenschaften ermöglichen Vielzahl an chemischen  Oberflächenmodifzierungen (Liganden), geringe OberflächenaktivitätKompatibel mit Vielzahl von organischen LösungsmittelnHohe Reinheit und Reproduzierbarkeit in Herstellung Grosse Oberfläche, hohe EffizienzMaterialeigenschaften können angepasst werden (Porengrösse, Oberfläche etc.)Synthetisches Typ‑B Kieselgel (Kieselgel der 3. Generation) hat hervorragenden physikalischen Eigenschaften: 100 % kugelförmige Partikel, gleichmäßige Oberflächenmikrostruktur,hohe Druckstabilität und höchste Reinheit mit niedrigem Metallgehalt (siehe Abbildungsvergleich der sphärischen Partikel)Nachteil von Kieselgel ist seine geringe Beständigkeit gegen basische Lösungsmittel, aber Kieselgel mit schützendem Bonding bis etwa pH 12 stabil
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Überblick

Vollporöse Kieselgel-Partikel
• Allgemeines Arbeitspferd
• Viele Partikelgrössen und funktionelle Liganden
• Unempfindlich gegenüber Systemtotvolumen

Core-Shell Partikel: 
• UPLC Leistung auf konventionellen HPLC Systemen
• Sollte erste Wahl bei der Methodenentwicklung sein

Organokieselgel-Partikel
• Erweiterter pH Bereich, höhere Stabilität und Lebensdauer
• Identische Leistungsmerkmale wie vollporöses Kieselgel
• Optimal für Applikationen bei hohem pH, bis pH  ̴12

Monolithischer Kieselgelstab
• Geringer Rückdruck, geringe physikalische Verstopfungsneigung
• Ideal für die Analyse von dreckigen Proben (z.B. Plasma)
• Effizienz ähnlich einen vollporösen, sphärischen 4 µm Partikels
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Warum ist RPC so populär

RPC im Vergleich zu NPC, IEC
• RPC zielführender, robuster und vielseitiger
• RPC Säulen effizienter und reproduzierbarer 
• Grösserer Umfang an Wahlmöglichkeiten: 

Säulendimension, Partikelgrösse und stationäre Phasen 
(C1 – C30, Phenyl, Cyano, etc.). 

• Lösungsmittel weniger entzündlich oder toxisch, 
kompatibler zur UV-Detektion 
(transparent auch < 230 nm für erhöhte Sensitivität, 
B-Solvent: wassermischbar, wenig viskos, stabil)

• generell schnelle Kalibration nach einem Säulenwechsel, 
Wechsel der mobilen Phase oder Gradientenelution

• Weniger Probleme (z.B. wenig Retention polarer Substanzen 
(ionisch) und Peaktailing), dennoch können ionisierte 
Substanzen auch durch RPC getrennt werden 
(neben IEC und ion pair chromatography)

Geeignete Standardbedingungen: 
Säule: C8 oder C18 (Typ-B), Dimensionen: 100 × 4.6-mm, Partikelgrösse: 3 μm, 
Porendurchmesser: 8–12 nm, MP: Acetonitril/Wasser, Flussrate: 2.0 mL/min, Temperatur 30 bis 35 °C, %B im 
Gradienten, Probenvolumen ≤ 25 μL, Masse ≤ 50 μg, Retentionsfaktor 1 ≤ k ≤ 10.
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core shell

Oberfläche ist wichtig für die Wechselwirkung,
Carbon Load gibt an, wieviel Ligand auf die Säule gebracht 
werden konnte.
Andere Bezeichnungen
- spher (round),  -sorb (irregular),  -WP (wide pore), 
-NPB, NPR (non porous beads/resins),
100, 120, 300, 1000, 4000 (pore diameter),
3, 5, 10 (particle size)

Vorführender
Präsentationsnotizen
RPC: RPC dominiert seit den späten 1970er, als Technik besser verstanden war, was zu erleichterter Entwicklung besserer Trennungen führtTrennung von „neutralen‟ Substanzen (auch Säuren und Basen, die bei gegebenen pH-Wert grösstenteils (90%+) nicht geladen sind)Wässriges Lösungsmittel (Kanal A): Salzlösung, Puffer (konstanter pH für Trennung von Basen und Säuren)Organische Lösungsmittel (Kanal B): mischbar mit Wasser, möglichst gering viskos, stabil (unter den angewendeten Bedingungen), bei geringstmöglicher Wellenlänge möglichst transparent (UV Detektor weit verbreitet), gut verfügbar und nicht zu teuer, ACN (bevorzugt) > MeOH > Isopropanol >> THF (weniger nützlich)Stark hydrophobe Substanzen mit starker Wechselwirkung: NARPPolare Substanzen: eher NPC, da geringer k<<1 (auch bei 100 % Wasser), HILICIsomere können mit RPC getrennt werden, aber chirale Isomere mit chiraler Chromatographie oder NPC auf ungebundenem Silica.Präparative HPLC besser mit NPC
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a) unpolare Substanz wechselwirkt (hält sich eher auf) mit 
unpolarer stationärer Phase 

b) Polarere Substanz wechselwirkt eher mit mobiler 
Phase, geringere Retention

c) Monosubstituierte Benzole 
auf 150 × 4.6-mm Hypersil C18 Säule, 
50% Acetonitril/Wasser als mobile Phase, 
25 °C, 2 mL/min

Polarere Gruppen werden weniger zurückgehalten und 
eluieren schneller
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Polarität und Retention RPC



Master HS 2019, Analytical Technologies 

Mechanismen der Retention in RPC

a) Solvophobe Interaktion, hydrophober Analyt 
hängt an Ligand in SP, meidet MP

b) Adsorption: Analyt geht nicht in 
SP, sondern wird an der 
Oberfläche zurückgehalten

c) Verteilung: SP ähnelt einer Flüssigkeit, 
in der sich Analyt löst. Dort reichert sich auch das
organische Lösungsmittel der MP an 
(Mischbarkeit wichtig).

d) Log P (Oktanol-Wasser Verteilungs-
koeffizient) gegen log k aufgetragen 
(8 Aminosäuren auf C8 Säule, 
wässriger Puffer bei pH 6.7 und 70 °C): 

Verteilung ist vorherrschender Prozess: 
log P (je negativer, desto polarer) korreliert 
mit log k (Retention)
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Interaktionen zwischen Analyt und SP/MP

a) Londonsche Dispersionswechselwirkung: 
induziertes Dipolmoment zwischen polarisierbaren
Molekülen

b) Dipol-Dipol Wechselwirkung: 
permanentes Dipolmoment sorgt für elektrostatische
Wechselwirkung

c) Wasserstoffbrückenbildung: 
Protonendonor und Protonenakzeptor

d) ionische Wechselwirkung: 
Dielektrizitätskonstante des Solvents

e) π-π Wechselwirkung: 
Quadrupolmoment
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Protonen-Akzeptor

Protonen-Donor Hohes Dipolmoment

Solvent Analyt
Elektronen

Coloumbic repulsion

Vorführender
Präsentationsnotizen
a) London-Kraft (anziehende Teil der van der Waals-Wirkung): schwache Anziehungskräfte zwischen unpolaren Molekülen und Atomen, die durch spontane Polarisation eines Teilchens und dadurch induzierte Dipole in benachbarten Teilchen entstehen. Diese Wechselwirkungen sind unspezifisch und universell zwischen 2 Atomen und überall vorhanden. Sie haben keinen Beitrag zur Selektivität, aber sie tragen zu hydrophoben Wechselwirkungen zwischen weniger polarem Analyt und C18 SP bei (oder auch “Wasservermeidung”).b) Lösungsmittel ist dipolares Acetonitril mit permanentem Dipolmoment. Nitroalkan hat ebenso permanentes Dipolmoment und dadurch ist höchste elektrostatische Anziehung durch entsprechende Anordnung möglich. Stärke der Wechselwirkung ist abhängig von der Stärke des Dipolmoments beider Gruppen, Dipolmoment wirkt nur über geringe Distanz.c) Wasserstoffbrückenbildung: 2 mögliche Fälle. Protonendonor (protisch) ist MP Methanol, das mit Base als Protonenakzeptor (Dimethylanilin) interagiert. Oder Protonendonor ist Analyt (Phenol), das mit aprotischem MP THF interagiert.d) Ionische Wechselwirkung = Coloumb-Kraft: positiver Analyt, der mit umgebenden polarisierbaren Lösungsmittelmolekülen interagiert. Durch die positive Ladung kommt es zur Dislokation von Ladungen in den Lösungsmittelmolekülen, um maximale elektrostatische Wechselwirkung zu erreichen. Wechselwirkung steigt, je höher die Dielektrizitätskonstante des Lösungsmittelmoleküls ist.e) π-π Wechselwirkungen: Aufgrund des Quadrupolmoments können die π-Systeme ungesättigter Verbindungen miteinander wechselwirken. Eine besondere Form von π-π Wechselwirkungen sind Charge-Transfer Wechselwirkungen. Diese werden zwischen elektronenreichen π-Systemen (Benzen, π-Base) mit hoch liegendem HOMO und elektronenarmen π-Systemen (1,3 Dinitrobenzen, π-Säure) mit niedrig liegendem LUMO beobachtet. Bei der Wechselwirkung kommt es zu einer stabilisierenden Orbitalwechselwirkung. Stärke der Wechselwirkung nimmt mit stärkeren π-Basen zu, z.B. polycyclischen Systemen, und stärkeren π-Säuren, z.B. stark elektronenziehenden Nitroverbindungen . Acetonitril ist eine π-Säure und interagiert mit aromatischen Analyten.
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Verschiedene Arten der Reaktion von Silica mit Silanen
(a) Vertikale Polymerisation 

(b) Horizontale Polymerisation, erhöhte Stabilität bei 
extremen pH Werten

(c) Monomerische Phase (weitesten verbreitet), auch mit 
anderen Liganden. Hohe Effizienz durch hohe 
Diffusionsgeschwindigkeiten des Analyten

(d) Sterische Hinderung durch i-propyl, i-butyl Gruppen. 
Vor allem werden bei niedrigem pH die Liganden 
geschützt; ähnlich endcapping mit TMS

Neu: Typ C Silika
a) Silanoloberfläche → Silika-Hydride, 
verwendbar für NPC und RPC (100% Wasser, pH 1-10)
b) Modifikation für RPC

Herstellung der Säulen
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Platz!
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Reversed Phase Varianten
Interaktionen

(a) Hydrophobe Interaktion (verschiedene Kettenlängen)

(b) Sterischer Ausschluss grösserer Moleküle von der stationären Phase 
(sterische Wechselwirkung )

(c) Wasserstoffbrückenbildung eines gelösten Akzeptors (basisch) mit 
einem Donor (sauer) in der stationären Phase (typischerweise eine 
Silanolgruppe SiOH)

(d) Wasserstoffbrückenbildung eines gelösten Donors in der flüssigen 
Phase mit einem Akzeptor in der stationären Phase (mit ‘‘X’’ 
gekennzeichnet)

(e) Kationenaustausch oder elektrostatische Interaktion zwischen 
gelöstem Kation und geladener Silanolgruppe (–SiO−); Abstossung 
geladener Säure (z.B. R–COO−)

(f) Dipol–Dipol Interaktion zwischen gelöster dipolarer Substanz (Nitro
Gruppe) und dipolarer Substanz in stationärer Phase (Nitril Gruppe 
einer Cyano Säule)

(g, h) π –π Wechselwirkung zwischen Aromat und Phenylgruppe                                    
oder Nitrilgruppe
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Reversed Phase Varianten
Liganden
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Beispiel für sterischen Ausschluss
Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe

Vorführender
Präsentationsnotizen
Two separate manifestations of steric exclusion have been described: stericinteraction, as measured by term ii of Equation (5.3), and shape selectivity [65].Differences between these two phenomena are illustrated in Figure 5.22 for theseparation of two isomeric hydrocarbons on a polymeric column (Fig. 5.22a) anda monomeric column (Fig. 5.22b). The basis of shape selectivity is illustrated inFigure 5.22a for a ‘‘narrow’’ molecule i, a ‘‘wide’’ molecule j, and a polymericalkylsilica column. The ‘‘wide’’ molecule j is excluded from part of the stationaryphase because its minimum cross-section (double-headed arrow) exceeds the spacingbetween ligands (molecule j cannot ‘‘squeeze’’ between the ligands). In a monomericcolumn (Fig. 5.22b), the ligands are further apart, so as to allow access of bothnarrow and wide molecules (i and j) to the stationary phase. When a moleculehas access to the stationary phase, steric exclusion affects retention in a differentway; now the hydrodynamic diameter of the molecule becomes important, ratherthan its minimum cross-section. When the hydrodynamic diameter of the solutemolecule is comparable in size to the spacing between ligands (as for molecule i),the retained molecule is restricted in its possible orientations within the stationaryphase. This restriction of the solute molecule reduces its retention, in a similar way asfor size-exclusion chromatography (Section 13.8.1). Note that shape selectivity andsteric interaction lead to dissimilar effects on retention as a function of molecularshape; thus they clearly represent two different contributions to retention [61].Because of the ‘‘either-or’’ nature of shape selectivity, it can result in relatively largechanges in relative retention—whereas steric interaction has a smaller effect on RPCselectivity.Figures 5.22c, d illustrates the potential advantage of shape selectivity forthe separation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). The polymeric columnfor the separation of Figure 5.22c exhibits greater shape selectivity and thereforeprovides a much greater differentiation (and better separation) of these differentisomeric C22 PAHs, versus the corresponding separation in Figure 5.22d with amonomeric column (where shape selectivity is minimal). Long, narrow molecules(compared to those that are short and wide) are preferentially retained when shapeselectivity is more important, while short, wide solute molecules (of similar molecularweight) are more retained when steric interaction is dominant. As a rule, we cansay that shape selectivity is more important when C30 or polymeric columns areused, and sample molecules are both large and have very different ratios of length towidth.
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Methodenentwicklung

Sieben Schritte: 
1. Wie ist die Probe zusammengesetzt und was ist mein Trennungsziel (Grad der Auflösung)
2. Probenaufbereitung
3. Chromatographieart bestimmen (meistens RPC)
4. Detektor wählen
5. Trennungsbedingungen wählen
6. Antizipieren, Identifizieren und Lösen von möglichen Problemen
7. Methodenvalidierung und Eignung des Systems 

Trennungsbedingungen wählen
Anfangstrennung: a. Variieren von %B um 1 ≤ k ≤ 10 zu erreichen 

b. Gradienten fahren

Trennungsprobleme?
• Anfangsbedingungen in Frage stellen: RPC, IPC, IEC, NPC
• Peaks als Säuren, Basen oder Neutralteilchen bestätigen
• Selektivität optimieren (α)
• Säulenbedingungen anpassen (N)

Drei Methoden zur Erhöhung der Auflösung (= Güte der Trennung)
Änderung von k, α oder N / H mehr oder weniger unabhängig voneinander.
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Eigentliches Ziel ist Basislinientrennung der Substanzen in angemessener Zeit…Methodenentwicklung in LC komplexer als in GC, da Probenkomponenten sowohl mit SP als auch mit MP wechselwirken 3 aktive Teilnehmer am Trennprozess: SP, MP und Analyt, intermolekulare Kräfte zwischen diesen ist entscheidend. Dies wird qualitativ in Form der relativen Polarität  eines jeden Reaktanden beschrieben.Die Polaritäten verschiedener funktioneller Gruppen in steigender Reihenfolge: Kohlenwasserstoffe<Ether<Ester<Ketone<Aldehyde<Amide<Amine<AlkoholeVielversprechend: Bei Säulenauswahl sollte Polarität der SP mit der des Analyten in etwa übereinstimmen. Für Elution wird dann MP mit stark variierender Polarität verwendet.Weniger erfolgreich: MP und Analyt haben ähnliche Polarität. Hier kann SP häufig nicht erfolgreich mit MP um den Analyten konkurrieren und die RTs fallen zu kurz aus.Aber das ist nicht alles:Wie ist die Probenzusammensetzung und Ziele der Trennung - pKa von Säuren-Basen, Molekulargewicht, EnantiomereProbenvorbereitung: Vielzahl an Möglichkeiten, um Störsubstanzen zu entfernen (e.g. SPE), erfordert OptimierungWahl der Chromatographie-Modus: RPC ist Standardmodus, bei erfolgloser Trennung sind NPC, HILIC AlternativenWahl des Detektors: UV-Detektor erste Wahl bei vorhandenem Chromophor, unspezifisch: light scattering/refractive index; Massenspektrometrie wird immer wichtigerWahl der Trennungsbedingungen (am wichtigsten: Literatur lesen!): systematische «Versuch und Irrtum» Herangehensweise: 1. %B ändern bis 1<k<10, 2. Ändern der Temperatur und ± 10 % B bis akzeptable Selektivität und Auflösung erreicht, 3. Säule anpassen (Länge, Partikel, Fluss).Voraussehen, Identifizierung und Lösung von möglichen Problemen: bei RPC: geringe Retention von polaren Substanzen, übersehene Peaks, geringe Robustheit (pH Änderung)Methodenvalidierung und Bestimmung von Kriterien, wie geeignet die Methode ist; entsprechend den Richtlinien: Genauigkeit, Richtigkeit, Linearität, Wiederfindung, RobustheitZiel: Polaritäten sorgfältig aufeinander abstimmen. So lässt sich geeignete Säule auswählen, dann «trial und error» Phase, um Bedingungen für Trennung zu finden, oder andere Säule Wdh. Auflösung verbessern k, α durch Variation der Temperatur, Zusammensetzung der mobilen Phase (Erhöhung von k verbessert Trennung, aber auch längere Analysezeit mit breiteren Peaks)N durch Säulendimension, Partikelgrösse und Fliessgeschwindigkeit, auch Viskosität (Temperatur) der mobilen Phase (DM oder DS) und Filmdicke  der absorbierten Flüssigkeit (Säulenlänge erhöhen - aber längere Analysezeit, Verringerung der Partikelgrösse, Verringerung der Viskosität der MP erhöht DM)
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Numerisches Mass der relativen Polarität, durch Mischen zweier Phasen kann beliebiger Polaritätsindex 
hergestellt werden

P`: Polaritätsindices 
Φ: Volumenanteile

Faustregel: 
Ändern von P` um 2 Einheiten führt
zu k Änderung um Faktor 10

Für Normalphase gilt 
annäherungsweise

Für Umkehrphase gilt 
annäherungsweise

Methodenentwicklung
Polaritätsindex
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Beispiel: Eine gelöste Substanz weist in einer Säule mit Umkehrphase eine Retentionszeit von 31.3 min auf, während eine nichtretardierte Substanz 0.48 min zur Elution benötigt, wenn die mobile Phase aus einem Methanol/Wasser Gemisch (30:70, v/v) besteht. Berechne a) k; b) P`; c) Die Zusammensetzung von Wasser und Methanol, die den k Wert auf einen Wert von etwa 5 erniedrigt.c) Elutionsstärke gegenüber SiO2.
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Plan B: Orthogonale Trennung

• Trennung mit unterschiedlicher Selektivität reduziert die Wahrscheinlichkeit, dass Substanzen nicht detektiert 
werden (in Verbindung mit MS)

• Übliche Methoden zur z.B. Eingangs- oder Prozesskontrolle sind mit UV-Detektion
• Um keine Substanzen zu übersehen, sollten auch orthogonale Methoden verfügbar sein (speziell wenn bei der 

Entwicklung der Methode keine repräsentative Stichprobe vorlag)
• Wechsel der Säule (siehe Charakteristika)

• Wechsel von B (ACN zu MeOH)
• Gradienten für optimale Auflösung

anpassen
• Beispiel: Substanz 6 als zusätzliche

Verunreinigung detektiert
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* Gradientenartefakt

Vorführender
Präsentationsnotizen
ICH guideline Q3A (R2) «impurities at or above 0.05 % in new drug substances need to be reported».Auch in der 2 dimensionalen LC sollte man am besten ortogonale Trennungen verwenden, die im besten Falle voneinander unabhängig sind, also verschieden in Säulenmaterial (Grösse vs. Affinität oder Ladung)
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Exkurs: Stochastisches Modell

• Jedes Analytmolekül wird beim Durchgang durch die Säule 
n ~17 000 Mal adsorbiert 

• A bleibt bei jeder Adsorption durchschnittlich τs = 17.8 ms
an die SP gebunden, während B im Durchschnitt 
τs = 31.2 ms darin verbleibt.

• Adsorptionsstrecken und durchschnittliche Verweildauer 
in mobiler Phase unterscheidet sich nicht gross 
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Im Modell wird angenommen, dass sich ein Molekül bei seiner Wanderung durch die Säule eine durchschnittliche Zeit τm zwischen den Adsorptionsereignissen in der mobilen Phase (Zeitspannen sind zufällig) aufhält. Die durchschnittliche Zeit für den Aufenthalt in der stationären Phase zwischen einer Adsorption und einer Desorption ist τs.Ein Analytmolekül wird bei seiner Wanderung durch die Säule im Durchschnitt n-mal adsorbiert und desorbiert. n ist dabei tm/τm.Die reduzierte Retentionszeit für einen Analyten beträgt t´r= n τs (A). Das ist die durchschnittliche Zeit, die der Analyt bei seinem Durchgang durch die Säule an der stationären Phase gebunden ist.Die Breite (Standardabweichung) eines Peaks aufgrund von Einflüssen der stationären Phase beträgt σ = τs √2n (B)Wir betrachten in der Abbildung das idealisierte Chromatogramm mit einer Komponente, die nicht zurückgehalten wird und den beiden Substanzen A und B, die mehr oder weniger stark zurückgehalten werden. Die chromatographischen Parameter sind repräsentativ für eine HPLC-Trennung (15 cm langen Säule, Durchmesser von 0.39 cm, sphärischen Partikeln von C18-Silikagel, Volumenfliessgeschwindigkeit ist 1.0 mL/min, somit ist lineare Fliessgeschwindigkeit u = 2,4 mm/s). Aus der gemessenen Peakbreite bei halber Peakhöhe (w1/2) kann man die Standardabweichung (σ) eines Gauß-Peaks berechnen: w1/2 = 2.35σ. Die Bodenzahl für die Komponenten A und B beträgt N = (t´r/σ)2= 1.00 × 104.Zur Analyse eines Chromatogramms müssen alle Beiträge zur Peakverbreiterung abgezogen werden, die durch die Dispersion in der mobilen Phase und durch Einflüsse ausserhalb der Säule (endliche Injektionsbreite, endliches Detektorvolumen) verursacht werden. Diese Effekte erklären die Peakbreite der nichtzurückgehaltenen Substanz. Um die unerwünschten Effekte abzuziehen: σ2gemessen = σ2 SP+ σ2 nichtzurückgehaltene Substanz; σ2 SP= σ2gemessen - σ2 nichtzurückgehaltene Substanz; Für die Komponente A gilt: σ2 SP= (3.6 s)2 – (1.5 s)2 ⇒ σ SP= 3.27 s. Analog ergibt sich für Komponente B σ SP= 5.81 s. Die reduzierte Retentionszeit für die Komponente A ist t`R= tR – t0 = 360 – 60 = 300 s. Für die Komponente B ist t`R= 600 – 60 = 540 s. Nun kann t`R und  σ (= σ SP) für jede Komponente benutzt werden, physikalisch sinnvolle Parameter zu finden (s. Tabelle).Beide Komponenten A und B verbringen zwischen den Adsorptionsereignissen etwa die gleiche Zeit (~3.5 ms) in der mobilen Phase. Die Komponente A bleibt jedes Mal, wenn sie adsorbiert wird, 17.8 ms an die stationäre Phase gebunden, während die Komponente B im Durchschnitt 31.2 ms darin verbleibt. Diese Differenz in τs ist die Ursache der Trennung der Komponenten A und B. Während ihrer Wanderung durch die Säule wird jede Substanz etwa 17 000 Mal adsorbiert. Die Strecke zwischen zwei Adsorptionen beträgt etwa 8.6 μm. Das Chromatogramm wurde für eine Säule mit N =10 000 theoretischen Böden simuliert. Für die Bodenhöhe gilt: 15 cm/(10 000 Böden) = 15 μm. Die Bodenhöhe ist etwa die erforderliche Säulenlänge für eine Gleichgewichtseinstellung zwischen MP und SP. Aus der stochastischen Theorie mit diesem Beispiel finden wir, dass etwa zwei Gleichgewichtseinstellungen mit der stationären Phase in der einem theoretischen Boden entsprechenden Säulenlänge stattfinden. Die erforderliche Zeit, die der Analyt braucht, um über ein Teilchen der stationären Phase mit einem Durchmesser von d = 5 μm zu fliessen, beträgt t = (5 μm)(2.4 mm/s) = 2.1 ms. Die stochastische Theorie sagt voraus, dass der Zeitanteil, den ein Molekül in der mobilen Phase weniger als die Strecke d wandert, gleich 1– e −t /τm = 1 - e−(2.1ms)/(3.5ms) = 55 % beträgt. Das heisst, dass in dieser Zeit ein Analytmolekül nicht bis zum nächsten Teilchen der stationären Phase weiter wandert, sondern erst nochmals vom gleichen Teilchen adsorbiert wird, von dem es gerade desorbiert wurde. Wenn die kugelförmigen Teilchen der stationären Phase aufgereiht werden, ergeben 30 000 Teilchen die Säulenlänge von 15 cm. Jedes Analytmolekül wird beim Durchgang durch die Säule ~17 000 Mal adsorbiert und die Hälfte dieser Adsorptionsschritte geht zum gleichen Teilchen, von dem es gerade desorbiert wurde. Das Modell liefert Einsichten in die mikroskopischen Ereignisse während der Chromatographie. In diesem Modell werden allerdings einige Vorgänge, die in realen Säulen ablaufen, vernachlässigt. So kann zum Beispiel in einer porösen stationären Phase die mobile Phase innerhalb der Poren stehenbleiben. Wenn ein Molekül in eine solche Pore eintritt, kann es vom gleichen Teilchen mehrfach adsorbiert und desorbiert werden, bevor es die Pore verlässt.
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