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Einfache Tests zur Charakterisierung von RP-Phasen

Dr. Stavros Kromidas

Mit Hilfe von Tests, die in den letzten 10 bis
15 Jahren in der Literatur ausflhrlich be-
schrieben worden sind (Sander, Tanaka,
Engelhardt, McCalley, Euerby, Neue usw.),
kénnen RP-Phasen recht gut charakterisiert
werden. Neuere Tests liefern dariiber hinaus
Auskunft (iber die Homogenitét der Phasen-
oberflache und erlauben mit Hilfe von Nor-
mierungen sogar den direkten Vergleich von
Séulen auch bei unterschiedlicher Dimensio-
nierung und Eigenschaften (1).

Ist der Aufwand fiir Saulentests
gerechtfertigt?

Séulentests — welche auch immer — bedeuten
in jedem Fall einen gewissen Aufwand, der
jedoch fir die Mehrzahl der Labors sich nicht
lohnt: Der Informationsgewinn fir den An-
wender bzgl. Ahnlichkeit, Selektivitatsver-
halten und ,Glte* von modernen RP-Séulen
ist dabei eher gering. Solche Tests werden
de facto hin und wieder in einigen For-
schungslabors und bei Saulenherstellern
durchgeflihrt. In letzterem Fall werden aus
verstandlichen Griinden haufig recht ,milde*
Tests angewandt, so z. B. der Engelhardt-
Test: Es gibt kaum eine modemne Séaule die
die Kriterien dieses oder eines &hnlich aufge-
bauten einfachen Tests nicht erflillt. Die Idee
war nun zu priifen, ob vielleicht doch mit ein-
zwei Tests, die einfach und schnell durch zu
fuhren sind (isokratische Laufe, kein Puffer,
Retentionszeit unter ca. 10 min), mdglichst
viele Informationen aus Anwendersicht ge-
wonnen werden kdnnen.

Einfache Tests

Die Daten aus friheren Messungen (2) wur-
den mit Fokus auf die oben formulierte For-
derung erneut gepriift. Es scheint tatsachlich
SO zu sein, dass mit lediglich zwei einfachen
Laufen HPLC-Anwenderinnen eine Reihe
interessanter Informationen gewinnen kon-
nen: von der Saulencharakterisierung (hydro-
phober oder polarer Charakter?) Uber die
Zuordnung der Séulen zu Gruppen mit ahnli-
chen Eigenschaften bis hin zu deren Eignung
fur die Trennung bestimmter Analyttypen. Um
diese Feststellung zu verifizieren, wurden 28
neuere Sdulen mit recht unterschiedlicher
,Chemie* der Oberflaiche und damit recht

unterschiedlichem chromatographischen
Charakter ausgesucht und zusammen mit
bereits untersuchten getestet — letztere als
eine Art interner Standard®.

Fir die zwei Tests bedarf es zweier Laufe
und zweier Eluenten:

Test 1
Eluent: 80/20 Methanol/Wasser (viv,
zuerst MeOH vorlegen)
Fluss: 1 ml/min
Temperatur; 35 °C
Detektion: 254 nm

Injektion von Uracil (Inertmarker), Ethyl-
benzol und Fluorenon, im Eluenten geldst

Informationen aus Test 1:

Durch die Auftragung des Trennfaktors
Ethylbenzol/Fluorenon wird der hydrophobe
Charakter der Phasen sichtbar, vgl. Abbil-
dung 1 und 2: Phasen im linken Teil der
Abbildung 1 und 2 weisen einen hydro-
phoben Charakter auf (genauer: sie verfligen
Uber eine gute hydrophobe Selektivitat),
Phasen im rechten Teil waren als polar zu
bezeichnen. Ergibt sich an einer (neuen)
Saule ein Trennfaktor ca. = 1,4 handelt es
sich um eine Phase mit einer guten hydro-
phoben Selektivitat, ein Trennfaktor ca. = 1,6
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zeugt von einer Phase mit einer sehr guten
hydrophoben Selektivitat. Phasen mit einer
guten hydrophoben Selektivitit eignen sich
fur die Trennung kleiner, einkerniger Aroma-
ten, fir Homologen mit einem Unterschied in
der Alkylkette, fur Aldehyde, Ketone, Ester
und fiir neutrale ,unproblematische® Analyte
wie schwache organische Basen und schwa-
che organische S&uren. Sdulen, die hier
kleine Trennfaktoren aufweisen, eignen sich
fur die Trennung kleinerer polaren Verunrei-
nigungen, verdrillte Strukturen sowie Caro-
tinoide, Steroide, Doppelbindungsisomere,
mehrkernige Aromaten, ionisch vorliegende
Analyte wie starke Sauren oder (berhaupt
Analyte mit polarem Charakter wie Phos-
phorlipide und Farbstoffe.

Test 2
Eluent: 40/60 Methanol/Wasser (vlv,
zuerst MeOH vorlegen)
Fluss: 1 mi/min
Temperatur; 35 °C
Detektion: 254 nm

Injektion von Uracil (Inertmarker), Phenol,
Benzylamin
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Informationen aus Test 2:

1. Je spater das Benzylamin im Vergleich zu
Phenol eluiert, desto starker ist der polare
Charakter der Phase (genauer: die Fahig-
keit zu stark polaren/ionischen Wechsel-
wirkungen). Eine nahe Elution zu Phenol
oder Koelution zeugt von einer hydro-
phoben Phase, eine Elution gar vor Phenol
von einer sehr gut abgedeckten, sehr
hydrophoben RP-Phase. Sollte eine der-
artige Phase flr eine aktuelle Fragestel-
lung die gewiinschte Selektivitét zeigen,
wird man wohl mit dieser Séule in der
Routine kaum emsthafte Probleme be-
kommen: Gute Peakform, reproduzierbare
Retentionszeiten, lange Lebensdauer.

2.Als zweites Kriterium kann die Peakform

von Benzylamin herangezogen werden,
wobei hier betont werden muss, dass nur
frisch angesetzte Ldsungen injiziert werden
sollten; das Injektionsvolumen sollte ca.
10uL nicht (berschreiten. Das ist ein
strenger Test: Nur an wenigen Saulen wird
ohne  Puffer eine  wirklich gute
Peaksymmetrie fir Benzylamin festgestellt,
siehe dazu Abbildung 3 und 4:
In Abbildung 3 wird die Injektion von Uracil,
polare Verunreinigung, Pyridin, Phenol,
Benzylamin, unbekannte Verunreinigung
an YMC Pro C1s, gezeigt. Abbildung 4 gibt
die Injektion von Benzylamin an XBridge
Cis wieder, die Peaksymmetrie ist gut,
obwohl die Saule bewusst (berladen
wurde.

Informationen aus Daten beider Tests:

Die Auftragung des Trennfaktors Ethylbenzol/
Fluorenon (Y-Achse) gegen den Trennfaktor
Ethylbenzol/Phenol (X-Achse) ergibt eine so
genannte Selektivititskarte: Die Saulen
konnen in Gruppen mit ahnlichem Charakter
und damit ahnlichen Eigenschaften bezliglich
Selektivitatsverhalten eingeteilt werden, siehe
Abbildung 5, 6 und 7

A: hydrophobe Phasen

Bei diesen Phasen dominiert der hydrophobe
Charakter. Dieser kommt z. B. durch eine
starke Belegung, eine divalente/trivalente
Bindung der Alkylkette oder eine Polymer-
schicht zustande.

B: mittelpolare Phasen

Das sind Phasen, die sowohl einen hydro-
phoben als auch einen polaren Charakter
aufweisen. Der polare Charakter dieser
Phasen ergibt sich z. B. durch eine bewusst
geringe Belegung und/oder durch polare
Gruppierungen an der Oberflache bzw. an
der Alkylkette.
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Abb.3  Trennung von polaren Analyten in
ungepufferten  Eluenten an  einer
modernen  RP-Cis-Saule,  Erlaute-
rungen siehe Text

C: polare Phasen

Der fir diese Phasen charakteristisch stark
polare Charakter ist das Resultat z. B. von
kurzen Alkylketten, von polaren/ionischen
Gruppen an der Oberflache oder von (einer)
eingebauten polaren/ionischen Gruppe(n) in
der Alkylkette.

Anwendung einer Selektivitatskarte:

Wird beispielsweise bei einer Trennung mit
einer Saule aus der Gruppe A eine man-
gelnde Selektivitat festgestellt, so sollte bei
einem erneuten Versuch eher nicht eine
Saule getestet werden, die sich auf der
Selektivitatskarte in unmittelbarer Nahe der
betroffenen Saule befindet. Vermutlich hat sie
ahnliche Eigenschaften und sie ware fir
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diese Substanzklasse u.U. ebenso wenig
geeignet, die Chancen mit einer S&ule aus
der Gruppe B oder C mit diametral anderen
Eigenschaften waren wahrscheinlich besser.

Somit koénnen mit Hilfe zweier einfacher
Laufe RP-Saulen wie folgt charakterisiert
werden:

e  Hydrophober Charakter und damit
Selektivitat gegeniber bestimmten
Substanzklassen, siehe weiter unten

Ahnlichkeit gegeniiber anderen RP-
Saulen (Saulenvergleich)

Bei Zeitmangel kann auf die Erstellung der
Selektivitatskarte verzichtet werden: Lediglich
die Injektion von Ethylbenzol/Fluorenon bei
80/20  Methanol/Wasser und  Phenol/
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Auch die Peakform von Benzylamin in Kom-

bination mit der Elution gegeniber Phenol 1,80
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Test 1 ist hilfreich, wenn man eine Saule mit % Chromolith Performance
anderen bzgl. ihren Eigenschaften verglei-
chen mdchte (Benchmark), denn: Es gibt
nicht den hydrophoben Charakter als abso-
lute GroRe, sondern man kann Saulen nur in
direktem Vergleich sehen. So vergleicht man
z. B. im Falle einer neuen Saule den sich mit
dieser Saule ergebender  Trennfaktor
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werten aus Abbildung 1 bzw. 2. Damit ist ein ' Zorbax Bonus Ry A
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Auch Test 2 kann fiir einzelne Saulen ange- Abb. 6
wandt werden: Elution von Benzylamin nach

Phenol — wahrscheinlich als breiter, tailender 1580
Peak — ist der Hinweis auf einen polaren MG ProRS A
Charakter der Phase, eine Koelution mit oder Gl * symmetry G18

gar Elution vor Phenol wird dagegen bei 160 < PUSICTB r——T
hydrophoben, gut abgedeckten Phasen Bscavery C1 S o

beobachtet. Letztere Phasen wéren die erste p—— B
Wahl fiir die Trennung von neutralen (oder 140 + Uptisphere UPSMN

Uber den pH-Wert neutralisierte) Kompo-
nenten, die sich in ihrem hydrophoben Cha-
rakter unterscheiden: ,Methylengruppen-
selektivitat’, Differenz in der MolekilgroRe,
polarer/apolarer Substituent, z. B. -H vs. -CHs 100
usw. Solche Saulen zeigen darlber hinaus
eine gute Langzeitstabilitdt und wéren fiir
Routinemethoden vorzuziehen - sofern ihre
Selektivitat durch ,cross-Experimente” besta-
tigt wurde (1).
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