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Abstract 
The use of elevated temperature or temperature programming in liquid chromatography 

provides several advantages such as fast analysis, increased efficiency, a change of selectivity 

and an increase of the elution strength of the mobile phase. Method development in high- 

temperature liquid chromatography is usually governed by trial and error although a 

systematic approach is preferred. Therefore, it was investigated whether the empirical linear 

elution strength (LES) retention model can be adapted from temperature-programmed gas 

chromatography (GC) to temperature-programmed liquid chromatography (LC). It was found 

that by means of the LES model, retention times of selected steroids and polycyclic aromatic 

hydrocarbons can be precisely predicted depending on a simple linear temperature gradient in 

LC. An average relative error of less than 2% of predicted retention times was observed. 

Moreover, the influences of column chemistry, inner column diameter and composition of an 

isocratic mobile phase were studied. Because of these findings, the LES model was further 

extended in order to predict more complex segmented temperature gradients. For these 

gradients, the retention times of sulfonamides could be predicted precisely with an average 

relative error of 2.2%. The LES model in GC permits isothermal retention time predictions on 

the basis of temperature-gradient measurements. This approach was also employed in liquid 

chromatography and it is shown that this assumption cannot be transferred to temperature-

programmed LC. Because of the need to predict isothermal retention times, predictions based 

on a plot of the natural logarithm of the retention factor were tested for temperature 

dependency. It was found that a plot of the natural logarithm of the retention factor versus 

temperature yields reliable isothermal retention time predictions. In order to improve the 

accuracy of retention time predictions based on temperature gradients even further, a second 

compound specific model parameter was also calculated temperature dependent. Using this 

approach, the relative error of retention time predictions of multi-step temperature gradients 

can be decreased to around 1.5%. Concurrently, a new experimental design was introduced 

which permits isothermal predictions on the basis of only four temperature-gradient input 

measurements. Moreover, a set of recommendations to assist the practitioner during method 

development in HT-HPLC was established. Finally, the linear solvent strength and the linear 

elution strength retention model were combined in order to predict simultaneous solvent and 

temperature gradients in LC. An average relative error of 0.6% of predicted retention times 

was observed. On the basis of the present work, temperature gradients can now be 

incorporated in systematic method development in liquid chromatography.  
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Kurzfassung 
In der Flüssigchromatographie (LC) bietet die Anwendung höherer Temperaturen oder der 

Temperaturprogrammierung verschiedene Vorteile. Trennungen können beschleunigt, die 

Effizienz kann erhöht und die Selektivität sowie die Elutionsstärke der mobilen Phase kann 

beeinflusst werden. Dennoch wird die Methodenentwicklung in der Hochtemperatur-LC nicht 

systematisch durchgeführt. Im Rahmen dieser Arbeit ist untersucht worden, ob das empirische 

linear elution strength (LES) Retentionsmodell aus der temperaturprogrammierten 

Gaschromatographie (GC) auf die temperaturprogrammierte LC übertragen werden kann. 

Dazu wurde das LES Modell verwendet, um Retentionszeiten von ausgewählten Steroiden 

und polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen in Abhängigkeit eines 

Temperaturgradienten zu simulieren. Die Retentionszeiten der Analyten konnten mit einem 

mittleren relativen Fehler von weniger als 2% präzise vorhergesagt werden. Gleichzeitig 

wurden die Einflüsse der Säulenchemie, des Säuleninnendurchmessers und die 

Zusammensetzung isokratischer mobiler Phasen untersucht. Durch die anschließende 

Erweiterung des LES Modells konnten auch komplexe mehrstufige Temperaturgradienten 

präzise simuliert werden. Die Retentionszeiten von Sulfonamiden konnten mit einem 

mittleren relativen Fehler von 2,2% vorhergesagt werden. In der GC kann das LES Modell 

auch zur Simulation von isothermen Trennungen auf Basis von Temperaturgradienten 

verwendet werden. Dieser Ansatz konnte jedoch nicht auf die LC übertragen werden. Da die 

Simulation von isothermen Retentionszeiten erforderlich ist, wurden verschiedene 

Auftragungen des Logarithmus des Retentionsfaktors in Abhängigkeit von der Temperatur 

untersucht. Die Auftragung des Logarithmus des Retentionsfaktors gegen die Temperatur 

führt zu vertrauenswürdigen Vorhersagen. Um die Genauigkeit der Simulationen weiter zu 

verbessern, wurde ein zusätzlicher analytabhängiger Modellparameter temperaturabhängig 

berechnet. Dadurch konnte der relative Fehler der Vorhersage von mehrstufigen 

Temperaturgradienten um 1,5% gesenkt werden. Gleichzeitig wurde eine neue Kombination 

von Basismessungen vorgestellt mit der es möglich ist, isotherme Trennungen auf Basis von 

vier Temperaturgradienten vorherzusagen. Weiterhin wurden Empfehlungen formuliert, um 

den Anwender während der Methodenentwicklung in der Hochtemperatur-LC zu 

unterstützen. Abschließend wurden das linear solvent strength und das linear elution strength 

Retentionsmodell kombiniert, um simultane Lösungsmittel- und Temperaturgradienten zu 

simulieren. Der mittlere relative Fehler dieser Vorhersagen betrug 0,6%. Auf Grundlage 

dieser Arbeit ist es nun möglich, Temperaturgradienten als Parameter einer systematischen 

Methodenentwicklung in der Hochtemperatur-Flüssigchromatographie zu berücksichtigen. 


