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Aufbau eines lonenchromatographs

lonenchromatographie

lonenchromatographie (IC) ist flir die quantitative Analyse von anorganischen
lonen sowie kleiner organischer lonen (z.B. organische Sauren, Amine)
optimiert.

Aufbau lonenchromatograph:

Eluenten im Vorratsbehalter werden mit einer Pumpe gefordert
Injektor mit Probenschleife (5-100 L)
Trenns&ule aus Polymermaterialien (@ 1-4,6 mm und 5-25 cm Lange,
thermostatisiert)
Suppressor nach der Trennsaule
Detektor

* Leitfahigkeitsdetektor

* Spektroskopische Detektion

* Amperometrische Detektion

* Fluoreszenz-Detektion

Trennsdule

Injektor

!

Probe \\j)—-

Detektor

®

Eluent Suppressor




Wechselwirkung mit der stationaren Phase

Starke Wechselwirkung mit stationarer Phase, wenn AtomgroRe
* Hohe Ladung des lons ° o T S SR
=~ 100pm
 Kleiner lonenradius (inkl. Hydrathiille) ® o © e 0 0 00
0®Q00 0 2 @ ©@ 2 2 2 ® @ ® @
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Bindungsaffinitit zum Kationenaustauscher: :: ©O000®22002002002009
o 0 Sg Bh Hs Mt Ds Rg Cn Nh Fl Mc Lv Ts Og
BaZ* > Sr2* > Ca%* > Mg?* > Cs* > Rb*> K* > Na* > Li*
Je gréRer die Ladungsdichte, desto starker ist das . '@ é lonenradius ohne Lt < Na* < K
. . . “@, =@ Hydrathillle:
elektrische Feld - gréRere Hydrathdlle cj@& yaralhdre
= 6@& lonenradius mit Lir > Nat. > K
- groBBerer Abstand zur Saule 2 IHydrathiille: aq a 2

- geringere elektrostatische Anziehung
(vgl. Coulombsches Gesetz)



Trennprozess

Analyten: Typische Eluenten:
* Negative Analyten (z.B. CI, NO3) - Anionenaustauscher verwenden - NaHCO,/Na,CO;oder KOH

* Positive Analyten (z.B. Na*, Mg?*) = Kationenaustauscher verwenden - Verdiinnte HCl oder O\\S//O

Methansulfonsdure (MSA) H3C‘° “oH

Trennprozess:

* Konkurrenz um Bindungsplatze
% a % “ Q‘Q

H* P" K H" K' H'
Selektivitat abhdngig von der Ladungsdichte: jf H*

* Ladung: Je hoher die Ladung desto héher die Bindungsstarke Pt H

* GroRe inkl. der Hydrathdlle: Je groRer, desto schwacher die Bindung o



Retention

Retentionszeit hangt ab von:

* Ladung und GroBe des Analyten

* Bindungsstarke des lonenaustauschers (Art der funkt. Gruppen an stat. Phase)

* pH-Wert der mobilen Phase
* Gegenion der mobilen Phase (Ladung und GroRe)
* lonenstarke:

Erhohung der lonenstarke | der mobilen Phase verkleinert die Retentionszeiten
(= hohe Konkurrenz um freie Platze an stat. Phase)

Hohere lonenstarke:

— hohere Konzentration der lonen | =
- hohere Ladung

> Zizci
i
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Detektion

Leitfahigkeitsdetektion:

Mobile Phase (z.B. NaHCO,/Na,CO;, KOH, verd. HCI)
besitzt eine hohe Grundleitfahigkeit (Hintergrund)

—> geringe Empfindlichkeit (SNR) ®

H_  _H Grotthus-Mechanismus
| (Protonen-Hopping)

% Proton
: jumps
YN /H
W h/QJ ‘\

H

Q'o—H
/
H\?q_o;
H H

schnelle Wanderung
4_------

-
<

langsame Wanderung

Molare Leitfahigkeit

Kation A (cm2/Q-mol) Anion A (cm2/Q-mol)

| HoO* 350 | OH- 198 |
Li* 39 F- 54
Na* 50 Cl- 76
K 73 Br 78
NH,* 73 - 77
% Mg?* 53 NO,~ 72
Y Ca?* 60 NO,~ 71
¥ Sr2* 59 % COZ2- 72
Y Ba?* 64 ', PO 69
% S0 80




Eliminierung der Grundleitfahigkeit

Eliminierung der Grundleitfihigkeit in der mobilen Phase:

a) elektronische Unterdriickung

Trennséule

b) chemische Unterdriickung

Suppressor

Eluent

a) Elektronische Unterdriickung der Grundleitfahigkeit:

Detektor|

®

Die Eigenleitfahigkeit des Eluenten quantitativ elektronisch erfasst und bei den anschlieRenden
Analysenldaufen herausgerechnet (erfordert eine sehr gute Thermostatisierung des Trennsystems)

* Kein zusatzliches Totvolumen durch eine Suppressorsaule

* Aber etwas héheres Rauschen und damit eine schlechtere Nachweisempfindlichkeit




Eliminierung der Grundleitfahigkeit

Eliminierung der Grundleitfahigkeit in der mobilen Phase:
a) elektronische Unterdriickung
b) chemische Unterdriickung é

b) Chemische Unterdriickung:

Trennséule

Detektor]

®

Probe \”))

Suppressor

Suppressor-Technik
* Senkt die hohe Grundleitfahigkeit des Eluenten

* Erhoht das Signal des Analyten



Suppressor-Technik

Na* Br Na* Br- Na* OH-
] . H* CI Trennsaule: H* CI Suppressorsaule: Leitf.
Kationenanalytik: Kationenaustauscher Anionenaustauscher Detektor
Analyt: Na* (z.B. in NaBr) Retardierung der

Harz-NR;OH + Br- - Harz-NR;Br + OH-
. Y Kationen
Eluent: verdiinnte HCI Harz-NR;OH + CI" > Harz-NR,Cl + OH

Suppressorsaule: Anionenaustauscher

Erniedrigung der Grundleitfahigkeit durch Umwandlung der gut leitenden HCl in Wasser-
Harz-NR;OH + H*_, + Cl",,, = Harz-NR;Cl + H,0

Als Bromid vorliegende Analyten werden zu dem starker leitenden Hydroxid umgewandelt (NaBr - NaOH):
Harz-NR;OH + Na*, + Br,, = Harz-NR;Br + Na*,, + OH



Suppressor-Technik

Na* CI- Na* Cl- H* Cl-
et [ e e
Anionenanalytik:
. . H _ _ +
Analyt: Chlorid (m NaCI) Retardllerung der Harz-SO;H - Harz-SO;Na + H
Anionen Harz-SO;H > Harz-SO,Na + H*

Eluent: NaHCO,
Suppressorsaule: Kationenaustauscher

Erniedrigung der Grundleitfahigkeit durch Umwandlung des gut leitenden NaHCO; in die Kohlensdure:
Harz-SO;H + Na*, + HCO;" ) = Harz-SO3Na + H,CO; ) (= COyy, + H,0)

Der Analyt (NaCl) wird in die korrespondierende (sehr gut leitenden) Saure umgewandelt:

Harz-SO;H + Na*, + Cl,, = Harz-SO;Na + H*,,, +Cl",,
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Suppressor-Technik

Vorteile Suppressor-Saule:

Flhrt zur Steigerung der Detektionsempfindlichkeit

Erlaubt Gradientenelution

Nachteile Suppressor-Saule:

Tragt zur Peakverbreiterung bei (Totvolumen!)

Muss regeneriert werden (Standzeiten)

Eluent

Probe F, CI', SO/ F o 8o

Na,CO;

.H ush X

Analytische Saule =g

Tﬂaﬁ NaCl,
Na,SO, in Na,CO, usA

; Suppressoreinheit ==

§ HF, HOl

H,S0, in H,0 und CO,
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Mikromembransuppressor

Abfall Abfall
NaOH,
0, H,0 Na* CI H,, H,0
Chemische Unterdriickung mit einem Mikromembransuppressor t NaHCO, t
Kontinuierlich - keine Standzeiten . ‘
X Na+ .......... V;.!""":
Beispiel: Anionenaustausch-Chromatographie A [ - ITORINTICONS
-> Analyt: z.B. CI- in NaCl d | 5 8
° 4H*....s E, = 20H-
- Eluent: NaHCO, d
Y O, ... » H* Cl H2
Kontinuierliche Elektrolyse von Wasser: t b l i t
Anode: 2H,0>4H*+0,+4¢e H,O O H,0
Kathode: 2H,0+2e > 20H +H, Detektor

Kationenaustausch-Membran
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Chemische Unterdriickung mit einem Mikromembransuppressor

Kontinuierlich = keine Standzeiten

Beispiel: Kationenaustausch-Chromatographie
- Analyt: z.B. Na* in NaCl
- Eluent: verd. HCI

Kontinuierliche Elektrolyse von Wasser:
Anode: 2H,0>4H*"+0,+4 e
Kathode: 2H,0+2e > 2O0H +H,
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Detektionsarten

Detektionsarten: Elektrochemische und photometrische Verfahren

Leitfahigkeitsdetektor
* Fur alle geladenen Teilchen (universell) einsetzbar

* Sehr empfindlich
* Einfacher bzw. glinstiger Aufbau
* Miniaturisierbar und bestandig

Photometrische Detektion:
* Direkt: Br; I; NO,; NO;y~  (UV-Absorption: A = 200-240 nm)
* Nach einer Derivatisierung

T T d
0 5 Minuten 15

Abbildung:
Bestimmung anorganischer lonen in Trinkwasser

* Indirekte Messung mit UV-absorbierenden Verbindungen im Elutionsmittel

15



lonenchromatographie

lonenchromatographie

* Reproduzierbare lonenanalytik

* Robust

* Hoher Automatisierungsgrad p—

* Hohe Sensitivitat (Spurenanalytik: ppm, mg/L) ppt (wiw)

* Kopplung der IC mit ICP/MS moglich (Nachweisgrenzen 10;9,219
im Ultraspurenbereich: ppb, pg/L) ngkg

* IC-ICP/MS ermdglicht sogar eine Unterscheidung pp:,,(,‘,”")
zwischen den verschiedenen Oxidationsstufen eines ppt (WHY)
Elements ngh

ICP (Inductively Coupled Plasma)

1ppb

ppb (w/w)
10~°g/g
ng/g
ug/kg
ppb (v/v)
ni/l

ppb (W/v)
g/l

1 ppm

ppm (w/w)
10~%g/g
Hg/g
mg/kg

ppm (v/v)
ui

ppm (wiv)
mgl/l

1%o 1% 100%
Konzentration
%o (W/w) % (wiw)
107%g/g 1072
99 9 Massenanteil
mg/g 0.01g/g

g/kg 10mg/kg

o (V) % (VIV) } Volumenanteil

mil/l cl/l

%o (WIV) % (WIV) }

gl 10g/ Massen-

konzentration
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Size Exclusion Chromatography (SEC)

Grollenausschlusschromatographie (SEC)
(Gelfiltration)



Size Exclusion Chromatography (SEC)

Gelfiltration (Gelpermeationschromatographie)

Einsatz fir die Proteinaufreinigung (kaum Denaturierung!)

Stationare Phase und mobile Phase haben eine sehr ahnliche Polaritat

Stationdre Phase ist ein poroses Material (Polysaccharid, Dextran) mit definierter Porengroe

Trennung nach MolekiilgroRe:

Je nach MolekiilgroBe ist eine unterschiedliche Eindringtiefe moglich
Kleine Teilchen diffundieren tiefer in die Poren des Gels

GroRe Teilchen kdnnen nicht so tief (oder gar nicht) in die Poren diffundieren
— eluieren schneller

35



Size Exclusion Chromatography (SEC)

Gelfiltration

* Man spricht nicht mehr von Retentionszeiten, sondern von Elutionsvolumina (V)

Substanzen > PorengréRe Trennung nach Molekiilgr6Re

\. Signal [mV]

. . ‘ - eluieren beim sog.

Ausschlussvolumen V,

~ -> identisch mit dem Volumen, :
das die mobile Phase in der

Sadule einnimmt ‘
[Pea—— e N
,- l ‘ I | § Ve [mL]
Anstrbmnchlung 1 T

moblle Phase 1
Ausschluss- Ve1 VE1
volumen Vo

Probe porbses Partikel
der stationdren Phase
38



Size Exclusion Chromatography (SEC)

Trennung nach MolekiilgroRRe:

Blauer Peak: Alle Substanzen, die groRer als die
Poren sind

Griiner Peak: Alle Substanzen, die maximal tief in die
Porenstruktur eindringen kénnen

Fraktionierbereich:
— Molekiile eluieren entsprechend ihrer Molmasse

Fraktionierbereich

Ve [mL]

Ausschluss- VE1 VEe1
volumen Vo

39



Eichkurve

Molekulargewichtsbestimmung mittels Eichkurve 1.0

0,8 Ribonuclease A
. Bacitracin

1. Kalibration mit Mischung von Proteinen bekannter

Molmasse (Standardmischung) 06 Myoglobin Chymotrypsinogen
. . . . . Ovalbumin
2. Probenlésung mit unbekannten Proteinen uber die 04. Cindor Sarumalbumin

Trennsaule laufen lassen Lactat-Dehydrogenase —

Verteilungskoeffizeint Ky,

0,2
. o o . -Ki
3. Vergleich der Elutionsvolumina V zwischen Y mmionutin
Standardlésung und Probenldsung o e T o
4. Molmasse lasst sich mit Hilfe der Gelfiltration grob Molekulargewicht

abschétzen

Vg ~ -logM

43



Anwendung in der Biotechnologie

Herstellung von Gelen fiir die Gelfiltration:

* Gel in Pulverform (Dextran) in Pufferlosung suspendieren (keinen
Scherkraften durch Magnetriihrer aussetzen!)

e Uber mind. 24 h aufquellen
* GielRfahige Masse (engl.: "slurry") in eine Glassaule einfillen

* Gel benotigt einige Tage, um sich vollstandig zu setzen

Gelfiltration ist ein chromatographisches Verfahren mit einer geringen Trennleistung
und geringer Kapazitat

Anwendung der GPC in der Biotechnologie:

Entfernung von unerwiinschten Aggregaten (multimeren Formen von Proteinen) oder
Verunreinigungen mit groRer Massendifferenz.

Trennung von freien und gebundenen Biomolekilen (z.B. Antikdrper-Rezeptor-Komplex)

46



Affinitatschromatographie AC

Affinitatschromatographie (AC)



Affinitatschromatographie

Aufreinigung von Proteinen durch spezifische Wechselwirkungen mit der stationdaren Phase

Spezifische Bindung durch: Probenauftragung Trennung

* Antikérper-Antigen-Bindung [IAC] _
* Rezeptor-Ligand-Bindung lc“:_ B 1

*  Komplexbildung [IMAC] —Czp_ _l ._
B :Ll :Ll

Bindung abhdngig von: — .:_ “l.‘l—
£ I

* pH-Wert
) LN L |
* |onenstarke Immobilized .‘<

Receptor

50



Affinitatschromatographie

Aufreinigung von Proteinen durch spezifische Wechselwirkungen mit der stationaren Phase

Signal Anderung des pH- Probenauftragung Trennung Elution des
4 Werts oder der Analyten
N S Target
A lonenstarke - pacer / Analyte - )

%3 A T
B .3

g B
N o Lo -
| B

?rfg,a\

m e

—I:’.&

v B S8 Ol

) L] Bd|

Zeit rocaor O oy
A

L
e

:
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Metallchelatchromatographie (IMAC)

Polyhistidin-tag Aufreinigung (IMAC: Immobilized Metal Affinity Chromatography)

* Rekombinante Proteine mit His-tag (Protein-His;)
 Chelat-Bindung zu Ubergangsmetallionen (z.B. Ni?*, Cu?*, Zn?*, Co?*) ab pH 8

* Elution bei pH 4 (Histidin wird protoniert = 16st Komplexbindung)
oder mit Uberschuss an Imidazol oder EDTA

s=m 03 (O
DNA encoding Protein \ 8\:0- .

Hisg-tag

His.7y, G

VL
vector S/o ©
l Ligation

DNA encoding Protein  Hys ;.
G

‘ Transformation )
- Bakterien
Transfektion . . o . o
=» eukaryotische Tierzellen NTA Nitrilotriacetic acid (Nitrilotriessigsdure)




Zusammenfassung Proteinanalytik

B Tab.11.7 Chromatographische Methoden fiir die Peptid- und Proteinanalyse und die Charakteristika ihrer stationdren und

mobilen Phasen

Chromatographische
Methode

SEC oder GPC
RPC

NPC

HILIC

ANPC

HIC

AEX

CEX

AC

IMAC

Stationére Phase

poros

hydrophob

polar

hydrophil

polar

schwach hydrophob

geladen
geladen
biomimetisch,

biospezifisch

Metallchelate

Retentive mobile Phase

(nicht retentiv)

WASSTIZ

unpolar organisch
unpolar organisch
organisch

wissrig, hohe lonenstirke

wissrig, hoher pH-Wert,
niedrige Tonenstéirke

wissrig, niedriger pH-Wert,
niedrige lonenstirke

niedrige Ionenstirke

wissrig, neutraler pH-Wert,
hohe lonenstirke

Eluierende mobile Phase

wissrig, niedriger Salzgehalt

organisches Losungsmittel

polares organisches Lésungsmittel

polares organisches Lésungsmittel wéssrig
WassTig

wissrig, niedrige lonenstirke

wissrig, hoher pH-Wert, hohe Ionenstirke (oder
niedriger pH-Wert), hoch selektives Gegenion

wissrig, niedriger pH-Wert, hohe [onenstirke
(oder hoher pH-Wert)

hohe Tonenstirke, konkurrierender Ligand

niedriger pH-Wert, konkurrierender Ligand EDTA

58



Verstandnisfragen

Verstandnisfragen

1.
2.
3.

Warum wird die RPC selten fiir die Proteinaufreinigung genutzt?
SEC: Was passiert, wenn ein Protein kleiner ist als die kleinste Pore des Saulenmaterials?

Warum ist die SEC die Methode der Wahl, um die Bildung von Dimeren oder Aggregaten in
Biopharmazeutika (z. B. Antikérpern) zu untersuchen?

Die Kombination aus lonenaustauschchromatographie (IEX) und Hydrophober
Interaktionschromatographie (HIC) ist eines der elegantesten und am haufigsten genutzten
Setups in der biochemischen Proteinreinigung (Downstream Processing). Welche
prozesstechnischen Griinde erklaren die besondere Effizienz und weite Verbreitung dieser
Kombination?

Nennen und begriinden Sie zwei orthogonale chromatographische Trennmethoden, die sich
fir die Proteinreinigung eignen.
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Wichtiger Hinweis

Dieses Skript ist als unterstiitzende Lernhilfe nur zum personlichen Gebrauch von
Studierenden des Studienganges Biotechnologie (Bachelor) an der Hochschule

Weihenstephan-Triesdorf freigegeben.

Jede unbefugte Vervielfaltigung und Verbreitung, sei es in Papierform oder in
elektronischer Form, ist urheberrechtlich verboten.
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