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Allgemeine Tipps fiir die praparative HPLC

1. Allgemeine Informationen

Ziel der praparativen Chromatographie ist es, Substanzen in ausreichender Quantitdt und Reinheit zur
weiteren Verwendung zu isolieren, zu reinigen und zu sammeln. Typische Anwendungsfelder sind unter
Anderem die Reinigung von Peptiden an Reversed-Phasen, die Trennung von Enantiomeren an chiralen
Phasen oder praparative SFC Applikationen in der pharmazeutischen Industrie bis hin zu kleinen
Forschungsgruppen fir Naturprodukte. Der prinizipelle Aufbau einer Anlage flr die praparative HPLC ist

identisch der einer analytischen HPLC mit dem Zusatz eines Fraktionssammlers.

2. Zielsetzung

Bei der praparativen HPLC geht es hauptsachlich um die zu optimierenden Parameter Reinheit,
Durchsatz und Ausbeute. Da diese einander bedingen, sollte vor der Reinigung klar sein, welches Ziel
hauptsachlich verfolgt werden soll. Ein maximaler Durchsatz ist nur mit Einbufen bei Reinheit und
Ausbeute zu erreichen. Eine maximale Reinheit wird mitunter nur mit langen Trennungzeiten und somit

geringeren Durchsatz erreicht. Maximale Ausbeuten gehen auf Kosten von Durchsatz und Reinheit.

Im ldealfall soll moglichst viel Substanz pro Injektion in bestmdglicher Auflésung und Zeit gereinigt
werden. Dabei ist die Peakform des Zielanalyten von untergeordneter Bedeutung. Bei der praparativen
HPLC geht es primdr um die Auflésung zwischen dem interessierenden Peak und den Peaks, die diesem

am nachsten sind.

3. Vorversuche und Up-Scaling

Um Kosten zu sparen wird empfohlen zunachst eine geeignete Methode fiir das jeweilige
Substanzgemisch auf einer analytischen Saule zu entwickeln. Um ein reibungsloses Up-Scaling zu
gewabhrleisten, sollten folgende Punkte beachtet werden:

o Die analytische und die praparative Saule sollten mit der gleichen stationadren Phase gepackt sein

o Die PartikelgréRe als auch die Saulenlange sollten fiir beide Saulen idealerweise identisch sein

o Wenn die PartikelgréRe der praparativen Saule abweicht, sollte darauf geachtet werden, dass das

Verhaltnis von PartikelgroRe zu Saulenldnge der analytischen Saule beibehalten wird
¢ Die verwendete mobile Phase, sollte flr beide Trennungen identisch sein
e Die Proben sollten fiir beide Trennungen im gleichen Lésungsmittel geldst sein und in derselben

Konzentration vorliegen
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3.1 Anpassen der Flussrate F

Fir das Up-Scaling ist darauf zu achten, dass die linearen FlieRgeschwindigkeiten moglichst konstant
bleiben. Die lineare FlieRgeschwindigkeit ist proportional zur Querschnittsflache der Saule und kann fur

praparative Saulen mit untenstehender Formel berechnet werden.

2

d p Fprep Flussrate fir das praparative System

F P =F Analy i J , S Analy Fanaly Flussrate fiir das analytische System

rep nay d p dprep Durchmesser der praparativen Saule
Analy Prep d Durch d Ivti -

Analy urchmesser der analytischen Séule

Pprep PartikelgroRe der praparativen Saule

PAnaly PartikelgroRe der analytischen Saule

Die folgende Tabelle enthalt die berechneten Volumenstrome (Flussraten) bei konstanten linearen

Flieigeschwindigkeiten fiir Saulen unterschiedlicher Innendurchmesser aber identischer Partikelgrofle.

Innendurchmesser

der Saule in mm 4.6 8.0 10 20 30 40 50
0.5 1.5 2.4 9.5 21 38 60

Flussrate in mL/ 1.0 3.0 4.7 19 43 76 120

min 1.5 4.5 71 28 64 113 177
2.0 6.0 9.5 38 85 150 236

3.2 Anpassen der Beladbarkeit bzw. des Injektionsvolumens vy

Wenn eine Methode auf eine praparative Saule bzw. allg. auf eine Saule mit grofleren Saulenvolumen
Ubertragen wird, hilft die folgende Gleichung die Beladbarkeit bzw. das Injektionsvolumen vi,; anzupassen.

Auch die Beladbarkeit der Saule ist proportional zur Querschnittsflache der Saule.

d 2 L Viniprep  INjektionsvolumen fiir das préparative System
Prep Prep Vinjanaly  INjektionsvolumen fiir das analytische System
V,‘nj,prep - Virg/,Analy ' dprep Durchmesser der praparativen Séule
dA,m;y LA,,aly danaly Durchmesser der analytischen Saule
Lprep Lénge der praparativen Saule

Lanaly Lange der analytischen Saule

3.3 Ubertragung von Gradienten

Um ein mdglichst genaues Up-Scaling durchzuflhren, dirfen insbesondere fur Gradiententrennungen die
Verweilvolumina und die Saulentotvolumina beider Systeme nicht vernachlassigt werden. Um
Unterschiede der Verweilvolumen zu kompensieren, kdnnen am Gradientenanfang kurze isokratische
Schritte eingebaut werden. Folgende Gleichung sollte gelten, wenn Gradienten von ein System auf das

andere Ubertragen werden soll:
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toanay  Verweilzeit fir das analytische System
tD,Am,;y + tI,A,mly fD,prep + t[,Prep t1,Analy Zeit des isokratischen Schrittes am Gradientenanfang fiir das analy. System
= te,Analy Totzeit fir das analytische System
t ¢, Analy t ¢,Prep toprep Verweilzeit fir das praparative System

tiprep Zeit des isokratischen Schrittes am Gradientenanfang fur das prep. System
te,prep Totzeit flr das praparative System

3.4 Kompensierung von unterschiedlichen Verweilvolumina beider Systeme

Um Unterschiede der Verweilvolumen zwischen analytischen und praparativen System zu kompensieren,

kénnen am Gradientenanfang kurze isokratische Schritte eingebaut werden. Um diesen kurzen

isokratischen Schritt fur das praparative System zu ermitteln ist es notwendig die Verweilvolumina sowie

die Saulentotvolumen fir beide Systeme zu kennen.

tl,Prep -

tI,Prep
tI,Analy
FPrep
FAnaly
Vc,Prep
VD,Prep
Vc,AnaIy
VD, Analy

t],Analy 'FAnaly + VD,Analy _ vD,Prep Vc,Prep
Vc,Analy vc,Analy Vc,Prep FPrep

Zeit des isokratischen Schrittes am Gradientenanfang fiir das prep. System
Zeit des isokratischen Schrittes am Gradientenanfang fur das analy. System
Flussrate fir das praparative System

Flussrate fir das analytische System

Saulentotvolumen flr das praparative System

Verweilvolumen fir das praparative System

Saulentotvolumen fiir das analytische System

Verweilvolumen fir das analytische System

4. Beladbarkeit und Uberladungseffekte

Oft treten bei praparativen Trennungen sogenannte Uberladungseffekte auf. Insbesondere dann, wenn

eine grof’e Menge reiner Analyt pro Zeit gewonnen werden muss. Studien zur maximalen Beladbarkeit
sollten zunachst auf der analytischen Saule erfolgen. Daflir gibt es zwei Vorgehensweisen:

Eine Probe in hoher Konzentration wird hergestellt. Die Injektionsmenge wird in definierten
Schritten erhéht.

Es werden mehrere Proben unterschiedlicher Konzentration herstellt. Das Injektionsvolumen
bleibt konstant.

Die maximale Beladbarkeit ist von vielen Parametern abhangig und flr jedes Trennproblem individuell.

Die maximale Beladbarkeit fiir eine praparative Trennung wird meist empirisch bestimmt. Es wird so viel

injiziert,

noch in

bis sich die interessierenden Peaks gerade zu beriihren beginnen bzw. bis sich der Analyt gerade

ausreichender Menge und Reinheit isolieren Iasst. In dem Fall, dass die Peaks nicht genligend

aufgeldst sind, besteht die Gefahr, dass die gesammelten Fraktionen an Reinheit verlieren. Es werden
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dann zusatzlich definierte Zwischenfraktionen gewonnen, die anschlieRend bei Bedarf rezyklisiert werden
kénnen. Bei einer einfachen Trennung und einer guten Selektivitat konnen z.B. auf einer 250x4.6 mm
Saule bereits bis zu 10 mg pro Lauf gereinigt werden. Bei schwierigen Trennungen kann die maximale
Beladbarkeit einer solchen Saule auch nur im sub mg Bereich liegen. Je besser die Auflésung der

analytischen Trennung, desto starker kann die praparative Saule beladen werden.

5. Injektion mit starken organischen Lésungsmitteln

Wenn die Analyten nur in starken organischen Lésungsmitteln wie DMF, DMSO oder NMP geldst werden
kénnen, kann eine spezielle Injektionstechnik angewandt werden, die mitunter in der Literatur als "At-
Column-Dilution" bezeichnet wird. Solche starken organischen L&sungsmittel besitzen eine sehr hohe
Elutionsstarke, was die chromatographische Trennung bei Durchfiihrung einer gewohnlichen Injektion in
vielen Fallen zerstort. Die Folge ist eine starke Peakverbreiterung und ein gewisser Substanzverlust. Dies
tritt insbesondere dann auf, wenn bei der Reversed-Phase-Chromatographie die zu trennenden
Verbindungen eine relativ hohe Polaritat besitzen und somit nur schwach retardiert werden. Als Losung

fur dieses Problem hat sich folgende Vorgehensweise als niitzlich erwiesen:

1. Verbinden Sie den Injektor mit dem Pumpenkanal, welcher den organischen Eluenten liefert.
2. Injizieren Sie die Probe in reinem organischen Ldsungsmittel und verdinnen Sie es mit dem

wassrigen Eluenten direkt vor der Saule.

Dazu bauen Sie kurz vor den Eingang der Saule ein einfaches T-Stlick ein. Dabei ist zu beachten, dass
der Abstand zwischen dem T-Stiick und der S&ule so kurz wie mdéglich gehalten wird, um die Gefahr einer
Ausféllung der Probe zu minimieren. Bei der Injektion sollte der Kanal B (organischer Eluent) mindestens
5% der Gesamtflussrate liefern. Der restliche Teil wassriger Eluent (Kanal A) wird durch das T-Stick dazu

gemischt (siehe untenstehende Abbildung).

Vor dem eigentlichen Beginn des
9 9 Pump A Tpiece  HPLC Column
Gradienten wird dann ein kurzer

o
definierter  isokratischer  Lauf |
geschaltet, um das starke Detector

[ |

: ) . Pump B f
organische Probelésungsmittel Autosampler
von der Saule zu splilen und die 55 et -
raction collector
Probe am  Saulenkopf zu A - WWW
. -_— -
konzentrieren. Aqusous Organic

Eluent Eluent
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6. Fraktionssammlung

Ist die zu trennende Probe noch unbekannt, von besonderen Wert oder handelt es sich nur um ein paar
wenige Laufe, so wird oft eine manuelle Sammlung der Fraktionen bevorzugt. Ein Online-Signalplot auf
dem Rechnerbildschirm ermdglicht es dem Analytiker, die Fraktionierung durch einfache Klicks zu steuern
oder die Fraktionen einfach nach Detektordurchfluss handisch in Reagenzglaser oder Flaschen zu
sammeln. Werden haufig grofse Probenmengen per HPLC praparativ gereinigt, so kommen fir die
Sammlung der einzelnen Fraktionen oft vollautomatische Gerate zum Einsatz. Fraktionssammler kénnen
dabei entweder zeit- oder signalprogrammiert werden. Fir die Fraktionssammlung nach Zeit werden
entweder definierte Zeitfenster bestimmt, in denen das Eluat gesammelt wird oder die Probe wird
kontinuierlich gesammelt und es wird die Zeit festgelegt, wie lang in ein Reagenzglas/Flaschen
gesammelt werden soll. Eine weitere Méglichkeit ist die Sammlung von Fraktionen nach dem Detektor-
Signal, z.B. UV, ELSD oder auch MS. Um eine Probensammlung auszulésen, kann dabei entweder ein
Signalschwellenwert (signal threshold) und/oder der Signalanstieg (signal slope) genutzt werden. Eine
maximale Reinheit und Selektivitat wird mit einer kombinierten Fraktionssammlung aus UV- und MS-
Signal erreicht. Dadurch Iasst sich zusatzlich die Anzahl an gesammelten Fraktionen drastisch reduzieren,

wodurch einiges an Arbeitszeit in der Nachbehandlung der gesammelten Proben eingespart werden kann.

7. Mobile Phase

Damit die getrennten Komponenten leicht in reiner Form isoliert werden kénnen, muss die gesamte
mobile Phase (auch alle Pufferzusatze) von hdchster Reinheit und fllichtig sein. Flichtige Pufferzusatze
sind u.A. Essigsaure, Ameisensaure, Trifluoressigsaure, Ammoniak oder Triethylamin. Praparative
Trennungen sollten wenn mdglich isokratisch gefahren werden, da Gradienten in vielerlei Hinsicht einen
erheblichen Mehraufwand mit sich bringen. Trotzdem werden auch bei der praparativen HPLC oft

Gradiententrennungen verwendet.

8. Detektoren

Damit bei préparativen Trennungen eine Detektortberladung vermieden wird, sollten daftir unempfindliche
Detektoren verwendet werden. Daflir haben sich Brechungsindex- oder spezielle UV-Detektoren bewahrt.
Auch ELSD oder MS Detektoren in Kombination mit einem Flow-Splitter kommen z.T. bei praparativen

Trennungen zum Einsatz.
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9. Saulen- und Systemschutz

Um die vergleichsweise teuren praparativen Saulen 2zu schonen, sollten nur partikelfreie
Probenmischungen injiziert werden, die ausschliel3lich Komponenten enthalten, die auch eluiert werden
kdénnen. Vorteilhaft ist, wenn die Probe im Vorfeld z.B. schon mittels Niederdruck-S&aulenchromatographie
vorgereinigt wird. Um die Hauptsaule vor schwer oder nicht zu eluierenden Substanzen zu schutzen, ist
es ratsam passende Vorsaulen und/oder Vorsaulenfilter zu verwenden. Vorsaulen schiitzen die
Hauptsaule vor Verunreinigungen und schwer zu eluierenden Substanzen. Vorsaulenfilter halten kleine
ungeldste  Partikel zurick. Vorsaulen und Vorsaulenfilter sollten, in  Abhangigkeit des
Verschmutzungsgrades der Proben, in regelmaBigen Abstanden ausgetauscht werden. Vorsaulen(-
kartuschen) sind mit der gleichen stationdaren Phase wie die eigentliche Trennsaule gepackt. Mitunter
werden Materialien mit groReren Partikeln in die Vorsaulen gepackt, um einerseits Kosten und ferner
einen zusatzlichen Druckanstieg zu minimieren. Die Hersteller praparativer HPLC Séaulen bieten
unterschiedliche Arten von Vorsaulen an. Welche Mdglichkeiten von Vorsaulen es fur Ihre praparative
HPLC Saule gibt, kdnnen Sie gern bei MZ-Analysentechnik GmbH erfragen.

Fir die Lagerung von praparativen HPLC Saulen sollten die vom Hersteller empfohlenen Losungsmittel
verwendet werden. Im Allgemeinen sollte das L&ésungsmittel zur Aufbewahrung nicht mehr als 50%

Wasser enthalten, um das Wachstum von Bakterien, Algen und Pilzen zu vermeiden.
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