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Hohe Trennstufenzahlen oder bessere

Selektivitaten?

Herrn Prof. Dr. Klaus K. Unger zum 65. Geburtstag

\

Irene Schinke

Giinter J. Eppert

Die chromatographische Auflésung
zweier Peaks ist im wesentlichen
durch die Trennstufenzahl der Trenn-
siiule und durch die Selektivitit des
Phasensystems gegeben. Eine Investi-
tion in letztere zahlt sich immer aus.
Die derzeitigen Méglichkeiten der
Oberflichenmodifizierung an rein-
sten Silikagelen erlauben Synthesen
hochselektiver Packungsmaterialien,
die schon mit durchschnittlichen
Trennstufenzahlen beste Vorausset-
zungen zu differenzierten Losungen
komplizierter Trennprobleme aufwei-
sen. Es wurde herausgearbeitet, dass
fiir eine gute Selektivitit unpolare
(hydrophobe) und polare (hydrophile)
Wechselwirkungen prinzipiell we-
sentlich sind. Ihr Verhiiltnis sollte der
Trennaufgabe angepasst sein. Eine
Steigerung polarer Wechselwirkun-
gen ist iiber die Erhéhung des Silan-
olgruppenanteils des RP-Materials
oder iiber Amidgruppeneinbindungen
in Alkylketten (Embedded Groups)
moglich. Beide Wege kénnen zu dhn-
lichen Ergebnissen fiihren.

Die Problematik wird an den Trigern
UltraSep ES PAH QC, UltraSep ES
Chair, UltraSep ES RP18 M500 und
UltraSep ES Amid RP18 diskutiert.
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Um die chromatographische Trennung
zweier Verbindungen, d. h. die Auflésung
ihrer Signale im Chromatogramm zu
erreichen, kann man entweder die
Trennstufenzahl der Trennsédule oder die
Phasenselektivitit des Trennsystems
verbessern. Oft sind hohe Trennstufen-
zahlen das erkldrte Ziel des Chromato-
graphers, und die vielen Moglichkeiten
zur Problemlésung durch Selektivitdts-
verdnderungen werden unterschitzt. Zu
Beginn der neunziger Jahre wurde die
Entwicklung von Packungsmaterialien
kleiner KorngriéBe in Form unporéser,
monodisperser 1,5 pm — Teilchen (NPS-
Trdger) stark forciert. Man griff damit
auf frithere Arbeiten zuriick. 1983 hatte
K. K. Unger solche Materialien fiir Pro-
teintrennungen eingefiihrt [1]. Ziel der
~-Renaissance” waren hohe Trennstufen-
zahlen, kurze Analysenzeiten und die all-
gemeine Anwendbarkeit der NPS-Triger
auf beliebige Trennprobleme. In den
letzten Jahren brachten mehr und mehr
Firmen RP-Phasen mit Alkylketten ein-
gebundenen (embedded) polaren Grup-
pen auf den Markt, ein Boom, der zu
Recht die vernachlissigte Phasenselekti-
vitit in den Vordergrund stellt.

Theoretische Ausfiihrungen

Die Auflésung Rg zweier Peaks ist im we-
sentlichen eine Funktion der Trennstu-
fenzahl N (Einheit TP, Theoretical Plates)
und der Phasenselektivitit S. Es gilt
N = L/H; (Trennsédulenlinge/Trennstu-
fenhohe). N stellt ein MaB fiir die Trenn-
wirksamkeit der Sidule dar und nicht
etwa ein MaB fiir die Trennleistung. Die
Trennleistung des Systems ist als Leis-
tungsgroBe zeitbezogen und gegeben
durch N = N/ty; (Trennstufenzahl/Brutto-
retentionszeit) mit der Einheit TP/s.

Ferner gilt S = Ino- o ist der Selektivi-
titskoeffizient oder Trennfaktor zweier
Komponenten, gegeben durch das Ver-
hiltnis ihrer Nettoretentionsgréfen t'y;
bzw. k;. Vgl. hierzu Tab. 1 [2]. Die allge-
meine Gleichung [3] fiir die Auflésung
zweier GauBpeaks der Komponenten 1
und 2 lautet explizit

Re = a_—l k 1
S N, o+l (1+k)+(1+k)(N,TN) @

Fiir N, = Ny ergibt sich hieraus die emp-
fehlenswerte Nadherungsgleichung von
Said [4]:

1~ a-1 k

« = —VN 2 . =
Ry 4‘F a+l (1+k)

(2

k ist das arithmetische Mittel der Kapazi-
tdtsfaktoren (Nettoretentionszeit/Totzeit)
der Komponenten. Im praktisch relevan-
ten Bereich 1 < < 1,5 gilt S = 2941 o

a+1
Ino [3].

+N = E heiBt Effektivitit. Wenn man
diese GroBen in Gl. (2) einfiihrt, folgt die
vereinfachte Beziehung

1k
(= E-S o ——
Ry 4 (1+k)

(3)

und schlieBlich

fE5c] @

Der fiir die Auflosung meist weniger
wichtige Kapazitétsterm und der Zahlen-
faktor wurden mit dem Buchstaben C zu-
sammengefasst.

Die Effektivitit E (bzw. die Trennstu-
fenzahl N) der Trennsédule ist abhéingig
vom Partikeldurchmesser d,, der Trenn-
sdulenldnge L, dem eingestellten Volu-
menfluss V, der Art der Kompaktphase
(stationdren Phase) KPh, der Zusammen-
setzung der fluiden Phase (mobilen
Phase) FPh und der Trenntemperatur T
(praktisch auch noch von der fiir die Be-
stimmung von N gewdhlten Verbindung):

E=VN=f(d,, L, V,KPh, FPh, T) (5)

Die Selektivitit S stellt lediglich eine
Funktion von KPh, FPh und T dar:

S = f (KPh, FPh, T) (6)
Welches Potential bietet die
Trennsaulen-Effektivitat?

Zur Interpretation von Gl. (5) mus3 man
wissen (Lehrbiicher der HPLC), dass



—1 Beitragen

Tab. 1: o ist der Selektivitatskoeffizient, t';; die Nettoretentionszeit
(Bruttoretentionszeit minus Totzeit). Die Selektivitat S setzt sich ad-
ditiv aus den Bereiehen der stationéren (Index KPh) und der mobi-
len (Index FGh) Phase zusammen. AG’ ist die partielle molare freie
Standardenthalphie des Phaseniibergangs der betreffenden
Komponente, und es gilt AAG’,;=-RT-S.

a=t"waltri 1 |1,04 [1,20 12,72
S =SiputSppp=Ina 0 (0,04 (0,18 (1,00
5-100 0 |4 {18 |100
~AAGS /kimol |0 10,1 045 [2,5

Tab. 2: Eigenschaften der Non Porous Silica (NPS) Trager.

-Yzlmgekehrt

Vorteile der 1,5 pm NPS-Triiger

¢ Kkeine stagnierende fluide Phase (s gibt keine Poren)

¢ monosphirische Partikel (alle Partikel haben gleichen
Durchmesser)

kleine Diffusionswege,

hohe Trennstufenzahlen bis 350 000 TP/m;
350 000TP/m — (4,6 x 33 mm)~ 12 000 TP
o gegeniiber pordsen Teilchen geringerer Druckabfall

o sehr schnelle Trennungen sind moglich (<1 min)

——

Nachteile der NPS-Triiger

o geringe spezifische Oberfliiche*
o——p - Eluensinderung bei Methodenibertragung**
= geringe Probenkapazitit, schnelle Kontamination
= nur kleine externe Geritevarianzen sind zulissig
= bei Spurenanalysen hohe Detektorempfindlichkeit
erforderlich
= Begrenzte Modifizierungsmoglichkeiten

* die wirksame Oberfliche betrigt 4 m% pro ml Siulenvolumen
**bej RP-Material ist der Wasseranteil im Eluens zu erhhen

Tab. 3: Oberflachenmodifizierungsmoglichkeiten bei Silikagelen.

RP - Phasen

CH;
0 - $i-R(n)
CH;

n=1,3,4,6,8,12,
16, 18, 30 *

O\ CHs
Si - R(n)
o’

o\
O—Si-R(n)
o/

horizontale und
vertikale Polymerisation

Endcapping
Belegungsdichte
=+ SiOH Durchgriff

Normal - Phasen

Chirale Phasen

* Anzahl der Ketten-C-Atome

N

proportional
zum Partikeldurchmesser
(gilt fir d, < 10 ym) und
proportional zur Trennsiu-
lenlédnge wichst. N « 1/d,, L
bietet vordergriindig giin-
stige Mdoglichkeiten zur
Erzielung einer verbesser-
ten Auflésung durch die
weitere  Steigerung der
Trennsduleneffektivitit via
Senkung des Partikeldurch-
messers unter den derzeit
meist verwendeten GroBen-
bereich von 5 bis 7 pm.
Aber gleichzeitig wichst
der entsprechende Trenn-
sdulenvordruck umgekehrt
proportional zum Quadrat
des Partikeldurchmessers,
AP o 1/d %, L , was diesem
Vorhaben schnell Grenzen
setzt. So ist es hauptsidch-
lich bei der Anwendung po-
roser Silikagele bis herab
zu 3 pm Partikeldurchmes-
sern mit Sdulenldingen von
maximal 250 mm geblie-
ben. Solche Trennsdulen
konnen 150 000 TP/m er-
reichen, jedoch mit wéssri-
gen Eluenten, je nach den
Bedingungen, auch weit
mehr als 300 bar Sédulen-
vordruck ergeben. Letzte-
res wird beim gegenwarti-
gen Gerétestandard weni-
ger gern in Kauf genom-
men. Mit 1,5 pm (unporo-
sen) NPS-Trdgern lassen
sich 350 000 TP/m errei-
chen. Um den Vordruck bei
diesen Teilchen akzeptabel
zu halten, werden kurze
Séulen (4,6 x 33 mm) ange-
boten. Effektiv hat man da-
durch bestenfalls 12.000 TP
zur Verfiigung, weniger als
mit porésen 5 pm Partikeln
in einer 250 mm langen
Saule. Allerdings gestatten
die kurzen Sdulen ein sehr
schnelles Arbeiten (Tab. 2),
und es lassen sich Trenn-
leistungen von 200TP/s
glatt realisieren.

Abb.1 zeigt ein Chromato-
gramm an pordsem Silika-
gel UltraSep ES PAH, bei
dessen Herstellung (anders
als vorstehend beschrieben)
nach einem Konzept verfah-
ren wurde, das iiber hohe
spezifische Phasenselekti-
vitdt fiir alle Polyaromaten
Grundlinientrennung  an-
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Abb. 1: Probe: 16 polycyclische Kohlenwasser-
stoffe nach EPA; Trager: UltraSep ES PAH QC,

4 pm, Saule: 60 x 3 mm; Eluens: Acetonitril
(AN)/Wasser (W), Gradient 40-100 Vol. - % AN/
12 min; Fluss: 1 ml/min; Detektionswellenlénge:
254 nm; Raumtemperatur

strebt und der Trennwirksamkeit eine
untergeordnete Rolle beimisst. Mit 4 pm
Partikeln, wie in Abb. 1, kann man natiir-
lich zusitzlich kurze Analysenzeiten er-
halten; aber die gleiche Qualitdt der
Trennung zeigen auch Partikel vom dop-
pelten Durchmesser, und der Sdulenvor-
druck ist dann niedrig. Der Spielraum zur
Erhéhung von R iiber N ist an gepackten
Siulen generell gering: Zwei Peaks seien
unzureichend getrennt mit einer Auflo-
sung von R¢ = 0,8, gemiB Gl. (4) als Pro-
dukt aus E = 100, S = 0,04 und C = 0,2.
Erhoht man Rg durch S = 0,075 auf 1,5,
resultiert Grundlinientrennung der Pe-
aks; das kann moglicherweise schon
mittels Sgp, allein erreicht werden. Der
gleiche Auflésungswert von 1,5 errechnet
sich mit E = 190 und S = 0,04. Aber E =
190 entspricht rd. 36.000 TP und kann
nur mit 3 pm-Material und entsprechend
groBem AP realisiert werden.

Welches Potential bietet die
Trennsaulen-Selektivitat?

Entsprechend Gl. (6) ist die erreichbare Se-
lektivitit bei einer Trennung in erster Linie
von der gewihlten Kompaktphase (statio-
niren Phase) KPh abhdngig. Mit anderen
Worten: das Packungsmaterial der Trenn-
sdule, seine Art und Oberflichenmodifizie-
rung spielen die entscheidende Rolle. Sie
bestimmen in erster Instanz die Spezifik
und Stiirke der Wechselwirkungen mit den
Zielkomponenten. Bereits kleinste Unter-
schiede kénnen groBe Effekte ergeben.
Tab. 3 zeigt verschiedene Phasentypen und
Modifizierungsmoglichkeiten an Silikage-
len mit Alkyl- oder Chlorsilanen. Chirale
Phasen und Normalphasen werden nicht
betrachtet.

GIT Labor-Fachzeitschrift 1/2002 « 73




SCHWERPUNKT CHROMATOGRAPHIE

Die EinfluBnahme auf das Selektivi-
tdtsverhalten beginnt bereits mit der
Gelsynthese durch gezielte Einstellung
der Textur (spezifische Oberfldche, mitt-
lerer Porendurchmesser, spezifisches
Porenvolumen) und dominiert bei der
Oberflichenmodifizierung des  Gels
durch Wahl von Funktionalitit und Art
des eingesetzten Silans. Selbstverstind-
lichkeit sind heute hochreine metallfreie
Silikagele, wie das von SepServ herge-
stellte UltraSep ES. Es nahm lange Zeit
unter der fritheren Bezeichnung ,.ES Gel
Leuna® hinsichtlich Reinheit und Iner-
theit gegeniiber polaren und basischen
Verbindungen eine Spitzenstellung ein
[5]. Der Grund liegt in der aus destillier-
tem Tetraethoxysilan durchgefiihrten
Herstellung dieser Gele (ab 1975). Die
Bedeutung von Tetraethoxysilan als
hochreines, definiertes Ausgangsmate-
rial fiir Kieselgele hatte Unger schon
1965 erkannt [6].

Eine sehr wichtige EinfluBgré8e auf
das Selektivititsverhalten von RP-Tré-
gern ist ihre Belegungsdichte mit Alkyl-
resten. Der Trennmechanismus an die-
sen Phasen beruht zwar vordergriindig
auf hydrophoben Wechselwirkungen [7],
aber mehr oder weniger stark greifen
stets  hydrophile =~ Wechselwirkungen
durch vorhandene ungebundene Silanole
in das Trenngeschehen ein. Dieser ,Sil-
anoldurchgriff, den man iiber die Bele-
gungsdichte der Alkylreste maximieren
oder minimieren und iiber das sog. End-
capping noch weiter reduzieren kann, ist
fiir viele Trennungen ausschlaggebend.
Es erscheint ausgesprochen unzweck-
méfBig, wenn manche Anwender nur RP-
Trager mit Endcapping einsetzen wollen.
Sie vergeben eine wichtige Optimie-
rungsmoglichkeit, weil sie irrigerweise
glauben, dass Silanole generell zu Tailing
fiihren [5]. Besonders giinstige Moglich-
keiten zur Erzeugung trennproblembe-
zogener Selektivititen bieten trifunktio-
nelle Silane durch wahlweise
Anwendbarkeit der sog. horizontalen
und vertikalen Polymerisation wéhrend
der Herstellung.

Bei Kenntnis der notwendigen Rand-
bedingungen liefert die Synthese mafge-
schneiderter RP-Phasen exzellente Er-
gebnisse. Ein Kundenbeispiel soll dabei
speziell die Bedeutung der Wechselwir-
kungen der Silanolgruppen illustrieren.
Die zur Diskussion stehende Aufgabe
war eine prédparative Isolierung rele-
vanter Nebenprodukte eines in der Ent-
wicklung befindlichen Pharmakons mit
basischen Gruppen und einer Carboxy-
gruppe. Obwohl vom Bearbeiter 20 (!)
kommerzielle Phasen auf ihre Eignung
getestet wurden, darunter z. B. Kromasil
C18, pBondapak C18, Hypersil ODS und
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UltraSep ES Pharm RP18E, konnte keine
befriedigende Trennung erreicht wer-
den. Auch XTerra RP18 ergab keine Lo-
sung des Problems. Mit XTerra (Waters)
wurde iibrigens ein Material verwendet,
das matrixintern Methylgruppen trégt.
Hierin liegt eine weitere Modifizierungs-
moglichkeit von Silikagelen, die sog.
Bulk-Modifizierung, die auf Unger zu-
riickgeht [8].

Der Grund des Misserfolgs mit all die-
sen ,verschiedenen“ Tréigern lag sicher-
lich in erster Linie darin, dass die Her-
steller von Standardphasen i. allg. hohe
Bedeckungsgrade ihrer Materialien an-
streben, woraus eine gewisse Unifor-
mitédt resultiert. Erst die zielgerichtete
Synthese eines durch Methyloctadecyl-
gruppen derivatisierten UltraSep ES-Gels
mit geringer Oberflichenbedeckung
(5,5 % C) und somit ausreichender An-
zahl nicht umgesetzter Silanolgruppen
ergab ein geeignetes Packungsmaterial,
das die Nebenprodukte ausgezeichnet
auftrennte und dem Bearbeiter auf diese
Weise ihre préaparative Isolierung er-
laubte (UltraSep ES RP18 M 500).

Wenn zur Trennung polarer Verbin-
dungen, wie in obigem Beispiel, erst das
Zusammenspiel hydrophober und hydro-
philer Wechselwirkungen durch Silanole
zu optimalen Ergebnissen fiihrt, sollten
auch in oder an Alkylketten gebundene
polare Gruppen eine solche Rolle iiber-
nehmen und unter Abschirmung der Sil-
anole spezifische Wechselwirkungen auf-
bauen. Auf dieser Uberlegung beruht die
Entwicklung von UltraSep ES Chair
(Abb.2), eines Trégers, der von SepServ
seit 1993 hergestellt und verkauft wird.
Seine Kette an der Trégeroberfliche
kann man sich als ,,Stuhl* geformt vor-
stellen [9]. Sie erinnert an einen ,fixier-
ten Modifier“. Der Triger ist u.a. fiir
schwierig zu chromatographierende Ba-
sen, wie z. B. Perazin, pradestiniert (Abb.
3). In den letzten Jahren wurden dhnli-
che Tridger mit Alkylketten eingebunde-
nen (internen) polaren Gruppen zuneh-
mend unter der Bezeichnung ,polar
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Abb. 2: Struktur und Oberflachenlage der Alkyl-
kette mit 8 oder 16 C-Atomen am Trager Ultra-
Sep ES Chair (schematisch) mit eingebetteter
Aminogruppe und mit einer Hydroxygruppe am
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Abb. 3: Probe: a) o, o'-Bipyridyl, b) Clozapin
(ohne Retentionsangabe), Perazin (3,6 min), Pro-
triptylin (9,3 min), Amitriptylin (11,6 min); Trager:
UltraSep ES Chair; Sdule: 125 x 3 mm; Eluens: a)
10 mM TFA (Trifluoressigséure) in W, b) 10 mM
TFA AN/W=1/4 (VIV); Fluss: 0,25 ml/min; Detek-
tionswellenldnge: 254 nm; Temperatur: 36 °C

embedded phases” auf den Markt ge-
bracht.

Als polare Einbettungen sind vor
allem einzelne Amidgruppen oder Amid-
gruppen im Ensemble einer komplexe-
ren Gruppierung (Harnstoff-, Carba-
mat(Urethan)gruppen) sowie Amino-
gruppen geeignet. Zur Synthese lassen

L

1 1 t

N - o  min o

Abb. 4: Probe: Testmischung aus 1-6; Uracil (1),
Pyridin (2), Phenol (3), N,N-Dimethylanilin (4),
Toluen (5), 4-Butylbenzoesaure (6); Trager: Ultra-
Sep ES Amid RP18; Saule: 150 x 3 mm; Eluens:
50 mM Phosphorsaure pH 3,2/AN=35/65 (V/V);
Fluss: 0,42 mi/min; Detektionswellenlénge:

254 nm; Raumtemperatur




sich bekannte Reaktionen heranziehen.
Anfangs wurden 3-(Alkylamid)propylsili-
kagele mittels der schon von Emil Fi-
scher zur Peptidsynthese verwendeten
Saurechloridreaktion hergestellt [10].
Nachstehende Gleichungen formulieren
einige bei SepServ verwendete Reak-
tionswege:
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dargestellte typische Chromatogramm.
Abb. 5 zeigt zum Vergleich links die Auf-
trennung desselben Gemisches unter
denselben Bedingungen an einem nor-
malen RP-Trdger und rechts ein Chro-
matogramm, das man nach Endcapping
des gleichen RP-Trdgers erhilt. Die wei-
testgehende Eliminierung der Silanole

= Si-(CH,);NCO + NH,(CH,),,CH,

= Si-(CH,);NH, + OCN(CH,),,CH,

-H,0

= Si-(CH,),;NH, + HOCO(CH,),CH, -

= Si-(CH,),NHCO(CH,),,CH; (7)

(8)
= Si-(CH,);NHCONH(CH,),,CH,
)

Gleichgiiltig, welche Gruppe eingefiigt
wird, ein inzwischen allgemein verwen-
detes Testgemisch ausgewdhlter polarer
Verbindungen [11] ergibt das in Abb. 4

\

' 1

min o~
~ -

Abb. 5: Probe: Testmischung und Bezifferung wie bei Abb. 4;
Trager: links UltraSep ES RP18 rechts UltraSep ES RP18 endcap-
ped; Saule: 150 x 3 mm; Eluens: 50 mM Phosphorséure pH
3,2/AN=35/65 (V/V); Fluss: 0,42 ml/min; Detektionswellenlénge:

254 nm; Raumtemperatur

6 beobachten.

macht den fiir viele Trennungen phar-
mazeutischer Produkte gut eingefiihrten
Trager fiir das gewdhlte Substanzge-
misch unbrauchbar, ein markantes Bei-
spiel fiir den Selektivitidtsver-
lust an RP-Trdgern durch
Endcapping.
In Tab. 4 sind die Vorteile und
Eigenschaften der neuen Pha-
sen zusammengestellt. Den
vielfach hervorgehobenen Pha-
senkollaps bei RP-Triger mit
z.T. dramatischen Folgen [12]
konnten wir an unseren Ultra-
5 Sep ES-Trdagern bisher nicht
Maoglicherweise
spielt in diesen Fillen die
Grundmatrix (Silikagel) eine
wichtige Rolle.
Fiir die neuen Phasen existie-
' ren sehr unterschiedliche Na-
men. Die Nomenklatur bei Sep-
Serv ist einfach: Name des
Grundgels, Funktion, RP-Kette,
Art des Endcappings, also z. B.:
UltraSep ES Amid H RP18 P fiir
ein Amidgel mit einer Harn-

Tab. 4: Vorteile und Eigenschaften polarer RP-Trager auf der

Basis von ,Polar Embedded Phases”.

stoffgruppierung (H), daran ge-
bundener C18-Kette und pola-

Vorteile:
Kombinierte

Weitere Eigenschaften:
Hydrophob
Spacerkette meist 3 C-Atome

Polar Embedded Phases

RP-Selektivitiit (unspezifisch) und
polare Selektivitiit (spezifisch)
Fiir polare und basische Analyte giinstig
Abschirmung der Silanolgruppen (Shieldeffekt)
Kein Phasenkollaps in wiissrigen Systemen

Keine verbesserte Hydrolyseresistenz

rem Endcapping (P).

Abschlieend soll mit Abb. 6
unter Verwendung der oben
verwendeten Standardtestmi-
schung an UltraSep ES RP18
M500 gezeigt werden, dass die
Polaritdtserh6hung an RP-Tré-
gern iiber polare Wechselwir-
kungen durch Silanolgruppen
zu ganz dhnlichen Trennergeb-
nissen fiihrt wie die Einfiih-
rung von Amidgruppen in Al-
kylkeiten bei den neuen
Phasen (vgl. Abb. 4). Diese viel-
leicht etwas iiberraschende
Tatsache resultiert aus den bei

L

ol - min

Abb. 6: Probe: Testmischung und Bezifferung 1-6
wie bei Abb. 4; Triager: UltraSep ES RP18 M500;
Saule 150 x 3 mm; Eluens: 50mM Phosphorsaure
pH 3,2/AN=60/40 (V/V); Fluss: 0,80 ml/min; De-
tektionswellenldnge: 254 nm; Raumtemperatur

beiden Trédgertypen auf Wasserstoffbrii-
ckenbindungen basierenden Trennme-
chanismen.
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