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Dem Andenken von Otto Meyer gewidmet

Alles ist einfacher, als man denken kann,
zugleich verschrinkter, als zu begreifen ist.

GOETHE, Maximen
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Vorwort

Das Manuskript zu diesem Buch entstand aus den Arbeitsunterlagen zu einem
Weiterbildungskurs der Laboranten-Vereinigung Bern. Um den ganz verschiede-
nen Interessen der Teilnehmer zu entsprechen, waren die Kursunterlagen so zu
gestalten, dass jedermann einen Gewinn daraus ziehen konnte. So legt diese Ein-
fithrung in die Kunst leistungsfihiger fliissigchromatographischer Trennungen
gleichen Wert auf Theorie und Praxis; das eine ist ohne das andere wenig sinnvoll.
Die im Bild gezeigten Chromatogramme sollen verdeutlichen, welchen Nutzen die
HPLC im eigenen Labor bringen kann. Ich hoffe, die Ausfithrungen seien so leicht
verstindlich, dass sie den unbelasteten Anfinger wie auch den Fortgeschrittenen
zum Lesen und Nacharbeiten ermuntern.

An dieser Stelle danke ich allen irgendwie beteiligten Instituten der philosophisch-
naturwissenschaftlichen Fakultit der Universitit Bern fiir ihre Unterstiitzung,
vorab dem Institut fiir organische Chemie und Herrn Professor Dr. H. Arm. Viel
Hilfe fand ich bei zahlreichen Herstellerfirmen chromatographischer Gerite in
Form von schriftlichen Unterlagen, Demonstrationen und persénlichen Diskussio-
nen. Mein herzlicher Dank gilt auch Herrn Lektor M. Rothlisberger vom Verlag
Sauerlinder fir die angenehme Zusammenarbeit.

Bern, im November 1978 Veronika R. Meyer

Vorwort zur neunten Auflage

Wie wir es mittlerweile mehr als gewohnt sind, sind Anderungen in allen Berei-
chen unseres Lebens eine Konstante geworden. Eine iiber zwanzig Jahre dauernde
erfolgreiche Zusammenarbeit mit dem Verlag Sauerlinder ist zu Ende gegangen.
Ich danke hier nochmals diesem Verlag fiir die immer zuverlissige und sorgfiltige
Arbeit bei der Herausgabe der ,Praxis der HPLC*. Nun hat das Buch ein frisches,
ansprechendes Kleid erhalten, wobei der Inhalt, wie bei jeder Neuauflage, aktuali-
siert und verbessert wurde. Die Kapiteleinteilung ist gegeniiber der achten Auflage
unverdndert geblieben, ganz neu sind nur die Abschnitte iiber die Haltbarkeit von
mobilen Phasen, tiber Phasensysteme in der Ionenchromatographie und tber
Messunsicherheit. Einige Gleichungen in Abschnitt 0 haben jetzt andere Zahlen-
werte, weil eine Porositit von 0,65 bei Umkehrphasen realistischer ist als der frii-
her verwendete Wert von 0,8.
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Ich danke Waltraud Wist und Steffen Pauly vom Verlag Wiley-VCH fiir ihren
Einsatz und die verstindnisvolle Zusammenarbeit. Ihnen, liebe Leserin, lieber Le-
ser, wiinsche ich ein vertieftes Verstindnis in Sachen HPLC und viel Erfolg bei
der Anwendung.

St. Gallen, im Dezember 2003 Veronika R. Meyer
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Wichtige und niitzliche Gleichungen fiir die HPLC

Dies ist ein Kompendium. Die Gleichungen werden in den Kapiteln
2 und 8 erklirt.

Retentionsfaktor:

tp — ¢t
k:R 0

to

Trennfaktor, o-Wert:

o=l
1
Auflésung:
tr, — t tr, — t
R=2% R-q18 R K
wy + w, wiy + wi

Zahl der theoretischen Trennstufen:

2 2 . 2
N= 16<t—R> = 5,54(t—R> = Zn(hp tR)
w wi A

P

1
N~ —

Hohe einer theoretischen Trennstufe:

Asymmetrie, Tailing:

b
T =01 oder T = 2005

Q0,1 2f




2 | 0 Wichtige und niitzliche Gleichungen fiir die HPLC

Lineare FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase:
L

to

Porositit der Sdulenpackung:

e = VSéiule B VFﬁllmaterial

VS dule

Lineare FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase wenn & = 0,65
(chemisch gebundene Phase):
4F _ __ F[ml/min]

a2 - m-¢ d2[mm?|

ulmmy/s] =

Totzeit, Durchbruchszeit wenn € = 0,65:

d? 2L
fols] = 0,03 et Lmm]
F[ml/min]
Reduzierte Trennstufenhohe:
H I

h=_"=
d, N-d

P

Reduzierte FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase:
_u-dy dy [um]F[ml/min]

D

1,3 - 1072

m € - Dplcm?/min]dZ[mm?]

Reduzierte FlieRgeschwindigkeit in normaler Phase (Hexan, Probe
mit kleiner molarer Masse, d.h. D, = 2,5 - 1073 cm?/min) wenn €

=0,8:
__d,[um] F[ml/min]

Reduzierte FlieRgeschwindigkeit in umgekehrter Phase (Wasser/
Acetonitril, Probe mit kleiner molarer Masse, d.h. D,, = 6 - 10~*
cm?/min) wenn € = 0,65:
Ve = 33dp[um]F[ml/min]
d¢[mm?|

Beachte: Optimale Geschwindigkeit bei ca. v = 3; dann ist h = 3
bei sehr guter Sdulenpackung (Probe mit kleiner molarer Masse,
gute Stoffaustauscheigenschaften).

Reduzierter Stromungswiderstand wenn € = 0,65:
Ap-dj 31 Ap|bar]d}[um? dZ[mm?]

o= ,
Lc-m-u L [mm]n [mPas] F[ml/min)]

Beachte: @ = 500 fiir sphirische Packung, bis 1000 fiir irregulire
Packung.
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0 Wichtige und niitzliche Gleichungen fiir die HPLC

1

4

Gesamt-Analysenzeit:

ttot

L.-d,

(1 + klast)

m

Gesamt-Losungsmittelverbrauch:

1
Vtot = ZLC : d% "I 8(1 + klast)

Viot ~

Ap
Qo1

bo1
d

Dy
F

a

d

P

f
hp
klast
LC
tr
to
14
w

wl
2

Wo,05
n
Ap

az

Peakfliche

Breite der Peakvorderseite auf 10% der Hohe
Breite der Peakriickseite auf 10% der Hohe
Innendurchmesser der Siule
Diffusionskoeffizient der Probe in der mobilen Phase
Korndurchmesser der stationidren Phase
Volumenstrom der mobilen Phase

Breite der Peakvorderseite auf 5% der Hohe
Peakhohe

Retentionsfaktor des letzten Peaks
Siulenlinge

Retentionszeit

Totzeit, Durchbruchszeit

Volumen

Peakbreite

Peakbreite in halber Héhe

Peakbreite in 5% der Hohe

Viskositit der mobilen Phase

Druckverlust
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1
Einleitung

1.1
HPLC: Eine leistungsfihige Trennmethode

Eine leistungsfihige Trennmethode muss in der Lage sein, Mi-
schungen mit einer groflen Anzahl von dhnlichen Analyten aufzuls-
sen. Abbildung 1.1 zeigt ein Beispiel. Acht Benzodiazepine kénnen
in 70 Sekunden getrennt werden.

Ein derartiges Chromatogramm liefert unmittelbar qualitative und
quantitative Information: Die Elutionszeit (Zeit, nach welcher das
Signal auf dem Schreiber oder Bildschirm erscheint) ist bei den ge-
wihlten Bedingungen fiir jeden Stoff des Gemisches charakteri-
stisch; und sowohl Fliche als auch Hohe jedes Signals ist zur Menge
des entsprechenden Stoffes proportional.

Wir sehen an diesem Beispiel, dass diese Chromatographie-Methode
sehr leistungsfihig ist, das heifit, sie liefert gute Trennungen in kur-
zer Zeit. HPLC ist die Abkiirzung fiir

High Performance Liquid Chromatography
Hoch-Leistungs-Fliissig-Chromatographie

Schon die ,Erfinder” der modernen Chromatographie, Martin und
Synge, zeigten 1941 mit theoretischen Uberlegungen, dass fiir eine
wirksame Chromatographie in fliissiger Phase
—sehr kleine Teilchen fiir die stationire Phase und dementspre-
chend
— hoher Druck zum Durchpressen der mobilen Phase
notwendig sind. HPLC heifst deshalb auch

High Pressure Liquid Chromatography
Hoch-Druck-Fliissig-Chromatographie



1.2 Ein erstes HPLC-Experiment

1 H 2 H 3 H 4
N o] [o) o H
» v : g
Br =N O,N O =N O,N O —3 cl O =N oH
N O c )
Y% 1 5 \ o S

@

UYWL

[ I [ I

0 20 40 60 sec

Abb. 1.1 HPLC-Trennung von Benzodiazepinen (nach T. Welsch, G. Mayr und
N. Lammers, InCom-Sonderband Chromatography, Diisseldorf 1997, S.357)
Probe: je 40 ng; Saule: 4,6 mm X 3 cm; stationire Phase: ChromSphere UOP
C18 1,5 um (unpords); mobile Phase: 3,5 ml/min Wasser/Acetonitril 85:15; Tem-
peratur: 35°C; Detektor: UV 254 nm; 1) Bromazepam; 2) Nitrazepam; 3) Clona-
zepam; 4) Oxazepam; 5) Flunitrazepam; 6) Hydroxydiazepam (Temazepam);

7) Desmethyldiazepam; 8) Diazepam (Valium)

1.2
Ein erstes HPLC-Experiment

Obwohl die Bestimmung von Coffein in Kaffee ein einfaches Anfin-
ger-Experiment darstellt, ist es empfehlenswert, sich von einer Per-
son mit Erfahrung auf dem zur Verfiigung stehenden Gerit helfen
zu lassen.

Am bequemsten ist es, wenn ein HPLC-System mit zwei Losungs-
mittel-Vorratsflaschen beniitzt werden kann. Verwenden Sie Wasser
und Acetonitril; beide Eluenten miissen filtriert (Porenweite < 1
um) und entgast werden. Spiilen Sie die Apparatur mit reinem Ace-
tonitril. Schlieflen Sie eine so genannte Umkehrphasen-Siule (ODS
oder C18, ebenso gut auch eine C8-Siule) in der korrekten Flussrich-
tung (falls angegeben) an und spiilen Sie sie wihrend etwa 10 Minu-
ten mit Acetonitril. Die giinstige Flussrate hingt vom Innendurch-
messer der Sdule ab: 1-2 ml/min bei 4,6 mm, 0,5-1 ml/min bei 3

5
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1 Einleitung

mm und 0,3-0,5 ml/min bei 2 mm. Dann 4dndern Sie die Zusam-
mensetzung der mobilen Phase auf Wasser/Acetonitril 8:2 und spii-
len Sie nochmals wihrend 10-20 Minuten. Der UV-Detektor wird
auf 272 nm eingestellt (aber 254 nm ist auch moglich). Brauen Sie
einen Kaffee (aber nicht etwa einen coffeinfreien!) und nehmen Sie
davon eine kleine Probe, bevor Sie Milch, Zucker oder Siistoff zu-
fiigen und filtrieren Sie diese (< 1 um). Man kann auch Schwarztee
(ebenfalls ohne Zusitze) oder ein Colagetrink mit Coffein (vorzugs-
weise zuckerfrei) einsetzen. Diese Getrinke miissen ebenfalls fil-
triert werden. Injizieren Sie 10 ul Probe. Ein Chromatogramm 4hn-
lich demjenigen von Abbildung 1.2 wird erscheinen. Das letzte
grosse Signal ist iiblicherweise der Coffeinpeak. Falls er zu hoch ist,
so miissen Sie weniger einspritzen und umgekehrt; die Abschwi-
chung (Attenuation, Range) des Detektors kann ebenfalls angepasst
werden. Es ist empfehlenswert, ein Probenvolumen zu wihlen, das
einen Coffeinpeak ergibt, der nicht hoher als Extinktion 1 (absorp-
tion unit, AU) wird; dieser Wert wird am Detektor angezeigt. Falls
der Peak spit erscheint, beispielsweise erst nach 10 Minuten, so
muss der Acetonitrilgehalt in der mobilen Phase erhéht werden
(man versuche Wasser/Acetonitril 6:4). Wird er frih und mit
schlechter Auflésung zum ersten Peakhaufen eluiert, so verringert
man den Acetonitrilgehalt (beispielsweise auf 9:1).

Der Coffeinpeak kann integriert werden, was eine quantitative Ge-
haltsbestimmung Thres Getrinks ermdglicht. Stellen Sie mehrere
Kalibrierlésungen von Coffein in der mobilen Phase her, etwa im
Bereich von 0,1 bis 1 mg/ml, und injizieren Sie diese. Fiir die quan-
titative Analyse konnen sowohl Peakflichen wie auch Peakhohen
ausgewertet werden. Die Kalibrierkurve sollte linear sein und durch
den Ursprung verlaufen. Der Coffeingehalt im Getrink kann sehr
unterschiedlich sein und der in der Abbildung genannte Wert von
0,53 mg/ml spiegelt nur den Geschmack der Autorin wider.

Nach Beendigung dieser Analysen spiile man die Siule wieder mit
reinem Acetonitril.

1.3
Die fliissigchromatographischen Trennverfahren

Adsorptions-Chromatographie

Das Prinzip ist aus der klassischen Siulenchromatographie oder
Diinnschichtchromatographie bekannt: Als stationire Phase dient
ein relativ polares Material mit hoher spezifischer Oberfliche, mei-
stens Silicagel (Kieselgel), aber auch Aluminiumoxid oder Magnesi-
umoxid. Die mobile Phase ist relativ apolar (Pentan bis Tetrahydro-
furan). Die Trennung erfolgt durch unterschiedliche Adsorption der



1.3 Die fliissigchromatographischen Trennverfahren

g
g
/oril

0.53 mg/ml

S

| | 1 I

0 2 4 6 min

Abb. 1.2 HPLC-Trennung von Kaffee

Sdule: 2 mm X 15 cm; stationidre Phase:
YMC 120 ODS-AQ 3um; mobile Phase: 0,3
ml/min Wasser/Acetonitril 8:2; Detektor: UV
272 nm

verschiedenen Molekiilsorten im Gemisch an der stationdren Phase.
Ein apolares Losungsmittel (z.B. Hexan) eluiert langsamer als ein
stirker polares (z.B. Ether): Faustregel: Polare Stoffe werden spiter
eluiert als apolare.

(Gedichtnisstiitze: polar heifst wasserléslich, hydrophil; apolar heifdt
fettloslich, lipophil.)

Umbkehrphasen-Chromatographie

Reversed-phase-Chromatographie

Es gilt das Umgekehrte des oben Gesagten:

Die stationire Phase ist sehr apolar. Die mobile Phase ist relativ
polar (Wasser bis Tetrahydrofuran). Ein polares Losungsmittel (z. B.
Wasser) eluiert langsamer als ein weniger polares (z.B. Acetonitril).
Faustregel: Apolare Stoffe werden spiter eluiert als polare.

Chromatographie an chemisch gebundenen Phasen

Die stationdre Phase ist durch eine chemische Reaktion kovalent an
das Trigermaterial gebunden. Durch geeignete Wahl der Reaktions-
partner ldsst sich eine Vielzahl von stationiren Phasen herstellen.
Die oben erwdhnte Umkehrphasen-Chromatographie ist der wichtig-

7
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1 Einleitung

ste Spezialfall der Chromatographie an chemisch gebundenen Pha-
sen.

lonenaustausch-Chromatographie

Die stationire Phase enthilt ionische Gruppen (z.B. —NR;® oder
—S0,9), welche mit ionischen Gruppen der Probemolekiile in
Wechselwirkung treten. Die Methode ist z.B. zur Trennung von
Aminosduren, Stoffwechselprodukten und organischen Ionen geeig-
net.

lonenpaar-Chromatographie

Die Ionenpaar-Chromatographie eignet sich ebenfalls fiir die Tren-
nung von ionischen Substanzen, eliminiert aber gewisse Probleme,
die bei der Ionenaustausch-Chromatographie auftreten konnen. Die
ionischen Probemolekiile werden durch ein geeignetes Gegenion
»maskiert“. Die Hauptvorteile sind: man benétigt keine Ionenaus-
tauscher, sondern die weit verbreiteten Umkehrphasensysteme;
gleichzeitige Analyse von Siuren, Basen und Neutralstoffen ist mog-
lich.

lonenchromatographie

Fiir die Trennung von Ionen starker Siuren und Basen (z.B. CI©,
NO,®, Na®, K®) wurde die lonenchromatographie entwickelt. Sie
ist ein Spezialfall der Ionenaustausch-Chromatographie, von der sie
sich aber durch apparative Besonderheiten unterscheidet.

Ausschluss-Chromatographie (Gelchromatographie)

Man unterteilt sie in Gel-Permeations-Chromatographie (mit organi-
schen Loésungsmitteln) und Gel-Filtrations-Chromatographie (mit
wissrigen Losungen).

Die Ausschluss-Chromatographie trennt die Probemolekiile nach
MolekiilgroRe, d.h. nach Molekiilmasse. Die gréften Molekiile wer-
den am schnellsten eluiert, die kleinsten am langsamsten. Sie ist die
elegante Methode der Wahl, wenn sich in einer Mischung Stoffe
befinden, die sich in ihren Molekiilmassen mindestens um 10% un-
terscheiden.

Affinitats-Chromatographie

Hier ist eine hochspezifische biochemische Wechselwirkung die Ur-
sache der Trennung. Die stationire Phase enthilt ganz bestimmte
Molekiilgruppen, welche nur dann eine Probe adsorbieren kénnen,
wenn gewisse riumliche (sterische) und ladungsmiflige Vorausset-
zungen erfiillt sind (vgl. die Wechselwirkung zwischen Antigen und
Antikérper). Mit der Affinitits-Chromatographie lassen sich Pro-
teine (Enzyme wie auch Strukturproteine), Lipide etc. ohne groflen
Aufwand aus komplexen Mischungen isolieren.
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1.4
Die HPLC-Apparatur

Eine HPLC-Apparatur kann modular zusammengestellt sein, d. h.
aus einzelnen Instrumenten bestehen oder als Kompaktgerit gebaut
sein. Beim modularen Konzept ist man flexibler, wenn ein Bestand-
teil ausfillt, und die einzelnen Gerite miissen nicht alle vom glei-
chen Hersteller stammen. Wer aber nicht gerne selbst kleinere Re-
paraturen ausfiihrt, ist mit einer Kompaktanlage besser bedient. Sie
ist nicht Platz sparender als eine modular aufgebaute Apparatur.

Ein HPLC-Instrument besteht mindestens aus den Teilen, die in
Abbildung 1.3 gezeigt sind: Vorrat an mobiler Phase, Zuleitung mit
Fritte, Hochdruckpumpe, Probenaufgabesystem, Siule, Detektor so-
wie Datenerfassung, in den meisten Fillen kombiniert mit Datenver-
arbeitung. Die Siule ist zwar das wichtigste Element, iiblicherweise
aber auch das kleinste. Fiir temperaturkontrollierte Trennungen
steckt sie in einem Thermostaten. Oft arbeitet man mit mehr als
einem Lésungsmittel, sodass noch Mischung und Steuerung not-
wendig sind. Geschieht die Datenerfassung mit einem Computer, so
kann dieser auch die Kontrolle der ganzen Apparatur tibernehmen.

Abb. 1.3 Schema einer HPLC-Apparatur

1) Lésungsmittelvorrat, 2) Zuleitung mit
Fritte, 3) Pumpe (mit Digitalanzeige des
Drucks), 4) Probenaufgabe, 5) Saule, eventuell
thermostatisiert, 6) Detektor, 7) Abfall,

8) Datenerfassung und -verarbeitung

9
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G. Guiochon, J. Chromatogr.
189 (1980) 108.

1 Einleitung

1.5
Sicherheit am HPLC-Arbeitsplatz

Beim Arbeiten mit HPLC sind drei Gesundheitsrisiken zu beachten:
— Giftige Losungsmittel

— Lungengingige stationire Phasen

— Gefahren durch die Verwendung hoher Drucke.

Die kurz- und langfristigen Risiken durch Lésungsmittel und
Diampfe sind allgemein bekannt, doch werden sie meist zuwenig
beachtet. Zur guten Arbeitspraxis gehort das VerschlieRen der Vor-
rats- und Abfallflaschen mit gelochten Plastikkappen. Das Loch ist
so klein, dass nur der als Zu- oder Ableitung dienende Teflon-
schlauch Platz findet. So konnen keine gesundheitsgefihrdenden
Dimpfe in die Laborluft gelangen (und die hochreinen Lésungsmit-
tel sind vor Staub geschiitzt). Losungsmittel sollen nur im gut zie-
henden Abzug umgefiillt werden.

Wenig bekannt und entsprechend unbeachtet ist die Tatsche, dass
Teilchen der Korngréfle 5 wm und kleiner, wie sie in der HPLC
verwendet werden, lungengingig sind (sie werden in den Bronchien
nicht zuriickgehalten und geraten in die Lunge). Wie grof ein even-
tuelles langfristiges Gesundheitsrisiko durch diese Art Fremdkorper
ist, ist noch kaum bekannt. Vorsichtshalber sind alle Arbeiten, bei
denen stationire Phasen als Staub entweichen kénnen (Offnen von
Vorratsflischchen, Abwigen etc.) im Abzug durchzufithren.

Das Risiko durch den Betrieb von Hochdruckpumpen ist nicht sehr
grofl. Im Gegensatz zu Gasen sind Fliissigkeiten nur wenig kom-
pressibel: ca. 1 Volumenprozent pro 100 bar. Auch unter hohem
Druck haben daher Fliissigkeiten kaum Energie gespeichert. Bei ei-
nem Leck an einem Apparateteil tritt ein scharfer Fliissigkeitsstrahl
aus, aber eine Explosion ist nicht zu befiirchten. Immerhin kann
dieser Flussigkeitsstrahl Personen ernsthaft gefihrden. In einer zum
Entleeren geéffneten Siule, welche unter Druck steht, darf nicht ge-
stochert werden! Die Beschreibung eines so provozierten Unfalls ist
zur Lektiire dringend empfohlen.

1.6
Vergleich von Hochleistungs-Fliissigchromatographie
und Gaschromatographie

GC ist ebenso wie HPLC eine Hochleistungs-Chromatographie. Der
wichtigste Unterschied besteht jedoch darin, dass fiir die GC nur
Stoffe infrage kommen, die fliichtig sind oder sich bei hoheren Tem-
peraturen unzersetzt verdampfen lassen oder von denen man fliich-
tige Derivate reproduzierbar herstellen kann. Nur etwa 20% der be-
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kannten organischen Verbindungen lassen sich ohne Vorbehand-
lung gaschromatographisch analysieren.

Fur die Fliissigchromatographie ist Bedingung, dass sich die Probe
in irgend einem Losungsmittel 16st. Aufler bei vernetzten hochmole-
kularen Stoffen trifft dies fuir alle organischen und die ionischen
anorganischen Stoffe zu.

Anforderung GC HPLC

schwierige Trennungen  mdglich moglich

Raschheit ja ja

Automatisierung moglich moglich

Anpassung des Systems  durch Anderung der durch Anderung von sta-

an das Trennproblem stationdren Phase tiondrer und mobiler
Phase

Anwendung begrenzt fehlende Fliichtigkeit Unléslichkeit

durch thermische Zersetzung

Typische Trennstufenzahlen: pro Siule  pro Meter

— GC mit gepackten Siulen 2000 1000

— GC mit Kapillarsidulen 50000 3000

— klassische Fluissigchromatographie 100 200

- HPLC 5000 50000

In Theorie und Praxis sind zur Gaschromatographie drei wichtige

Unterschiede festzustellen:

1. Der Diffusionskoeffizient der Probe in der mobilen Phase ist in
der HPLC bedeutend kleiner als in der GC. Dies ist ein Nachteil,
weil der Diffusionskoeffizient der wichtigste Faktor ist, welcher
die Analysengeschwindigkeit bestimmt.

2. Die Viskositit der mobilen Phase ist in der HPLC grofier als in
der GC. Dies ist ein Nachteil, weil hohe Viskositit kleine Diffu-
sionskoeffizienten und hohen Stromungswiderstand der flieRen-
den mobilen Phase zur Folge hat.

3. Die Kompressibilitit der mobilen Phase unter Druck ist in der
HPLC im Gegensatz zur GC vernachlissigbar gering. Dies ist ein
Vorteil, weil dadurch die Stromungsgeschwindigkeit der mobilen
Phase tiber die ganze Linge der Siule konstant ist, sodass bei
geeigneter Geschwindigkeit iiberall optimale chromatographische
Verhiltnisse vorliegen.
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1.7
Druckeinheiten

1 bar = 0,987 atm = 1,02 at = 10° Pa (Pascal) = 14,5 psi

1 MPa = 10 bar (Mega-Pascal, SI-Einheit)

1 atm = 1,013 bar (physikalische Atmosphire)

1 at = 0,981 bar (technische Atmosphire, 1 kp/cm?)
1 psi = 0,0689 bar (pound per square inch)

Faustregel: 1000 psi = 70 bar 100 bar = 1450 psi

Man beachte den Unterschied zwischen psia = psi absolut und psig
= psi gauge (Manometer), womit psi Uberdruck gemeint ist.

1.8
Lingeneinheiten

In der HPLC ist man oft mit englischen Einheiten konfrontiert,
wenn es um Durchmesser von Rohren oder Kapillaren geht. Einheit
ist der Zoll oder inch (Mehrzahl inches), abgekiirzt ” oder i geschrie-

ben. Kleinere Einheiten sind nicht Zehntelzoll, sondern }, 1, L L1~

oder Vielfache davon. reE
1”7 = 2540 mm %” = 9,525 mm %” =476 mm
%” = 12,70 mm %” = 6,35 mm %” = 3,175 mm
1» =159 mm

1.9
Wissenschaftliche Zeitschriften

Journal of Chromatography A (alle Gebiete der Chromatographie)
ISSN 0021-9673

Journal of Chromatography B (Analytical Technologies in the Biomedical and
Life Sciences)
ISSN 1570-0232
Bis zu Band 651 (1993) war dies eine einzige Zeitschrift, von welcher ein-
zelne Binde den biomedizinischen Anwendungen gewidmet waren. Nach-
her wurde die Zeitschrift geteilt, sodass nun getrennte Binde mit gleicher
Nummer, aber nicht gleichem Buchstaben erscheinen (beispielsweise 652 A
und 652 B).
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Theoretische Grundlagen

2.1
Der chromatographische Prozess

Definition:

Chromatographie ist ein Trennprozess, bei welchem das Probenge-
misch zwischen zwei Phasen im chromatographischen Bett (Trenn-
sdule oder Ebene) verteilt wird. Eine Hilfsphase ruht, die andere
Hilfsphase stromt daran im chromatographischen Bett vorbei.
Ruhende Hilfsphase = stationdre Phase: zur ,Adsorption” (im weite-
sten Sinn) fihiges Material in der Form von festen Teilchen, behan-
delten Oberflichen oder fliissigkeitsbelegten Trigern. Stromende
Hilfsphase = mobile Phase: Gas oder Fliissigkeit.

Verwendet man ein Gas, so spricht man von Gaschromatographie;
bei allen Arten von Fliissigchromatographie (inkl. Diinnschicht-
Chromatographie) ist die mobile Phase fliissig.

Experiment:

Trennung von Testfarbstoffen

Man fiille eine ,klassische“ Chromatographiesdule mit Hahn (oder
ein unten verjingtes Glasrohr von ca. 2 cm Durchmesser mit
Schlauchquetschhahn) etwa 20 cm hoch mit einer Suspension von
Silicagel in Toluol. Nach dem Absetzen der Fiillung bringe man mit
einer Mikroliterspritze 50 bis 100 ul Farbstofflosung (z.B. Testfarb-
stoff-Gemisch IT N der Firma Camag, Muttenz/Schweiz) auf das Bett
und eluiere mit Toluol.

Beobachtung:

Die verschiedenen Farbstoffe wandern verschieden schnell durch die
Sdule. Das Auftrennen in sechs Zonen ist die Folge: Fettrot 7B, Sud-
angelb, Sudanschwarz (2 Komponenten), Fettorange und Artisilblau
2 RP. Stoffe, die sich bevorzugt in der mobilen Phase aufhalten,
wandern rascher als Stoffe, die sich bevorzugt in der stationiren
Phase aufhalten.

15
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Als Maf fiir die Tendenz, sich bevorzugt in der einen oder der ande-
ren Phase aufzuhalten, dient der Verteilungskoeffizient K:

Ky = Cstat
Cmob
Csae  Konzentration (eigentlich Aktivitit) des Stoffes X in der sta-
tioniren Phase
Cmob: Konzentration des Stoffes X in der mobilen Phase

oder der Retentionsfaktor k (frisher Kapazititsfaktor k’):

_ Ngar
ky = —

Mmob

Ner: Anzahl Mole des Stoffes X in der stationiren Phase bei
Gleichgewicht

Nmob: Anzahl Mole des Stoffes X in der mobilen Phase bei Gleich-
gewicht

Stationdre und mobile Phase miissen natiirlich in innigem Kontakt
miteinander stehen, damit sich ein Verteilungsgleichgewicht einstel-
len kann.

Damit sich ein Stoffgemisch trennt, miissen die verschiedenen
Komponenten im betreffenden chromatographischen System ver-
schiedene Verteilungskoeffizienten und daher auch verschiedene
Retentionsfaktoren haben.

Bildliche Darstellung der Trennung:

a) Eine Mischung aus zwei Komponenten A und @ wird auf das
chromatograpische Bett aufgegeben.

b) Die A halten sich bevorzugt in der stationidren Phase auf, die @
bevorzugt in der mobilen Phase. Hier ist

5 2
ka=-—=25und kg = - = 0,4.
) ® 5

c) Wenn frisches FlieRmittel nachstromt, so stellt sich ein neues
Gleichgewicht ein: Probemolekiile, die sich in der mobilen Phase
befanden, werden von der ,nackten“ Oberfliche der stationiren
Phase gemaf$ ihrem Verteilungskoeffizienten zum Teil adsorbiert,
wihrend vorher adsorbierte Molekiile wieder in die mobile
Phase iibertreten.

d) Nach oftmaliger Wiederholung dieses Vorgangs sind die beiden
Komponenten getrennt. Die @ bevorzugen die mobile Phase und
wandern schneller als die A, welche mehr an der stationiren
Phase ,kleben®.
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a)

mobile
Phase

stationére
Phase

Abb. 2.1 Verlauf einer chromatographischen
Trennung

Wie wir aus den Zeichnungen erkennen, stellt sich das Gleichge-
wicht in diesem Fall auf einer Strecke, die etwa 3% Koérnerdurchmes-

sern der stationiren Phase entspricht, neu ein. Diese Distanz stellt
also eine theoretische Trennstufe, einen ,Boden“ dar. Je linger das
chromatographische Bett ist, desto mehr Trennstufen sind darin ent-
halten und desto besser wird die Trennung eines Gemisches.
Dieser Effekt wird durch die Bandenverbreiterung zum Teil kompen-
siert. Wie wir im Experiment sehen, werden die Substanzzonen im-
mer breiter, je grofler die zuriickgelegte Strecke in der Siule und je
linger die Verweilzeit darin ist.

2.2
Bandenverbreiterung

Die Bandenverbreiterung hat mehrere Ursachen, die man kennen
muss, um eine Sidule mit moglichst geringer Bandenverbreiterung,
d.h. mit hoher Trennstufenzahl herstellen zu kénnen.
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1. Ursache: Eddy-Diffusion
(Streudiffusion, Wirbeldiffusion)

R
O
Zone vor nach der
der Sdule Sdule
Abb. 2.2 Eddy-Diffusion in der Chromatogra-

phiesiule

Die Trennsiule ist mit kleinen Teilchen der stationiren Phase ge-
fullt. Die mobile Phase stromt daran vorbei und transportiert die
Probemolekiile. Gewisse Molekiile haben ,Gliick“ und kommen vor
den meisten anderen wieder aus der Siule, weil sie im chromatogra-
phischen Bett zufilligerweise einen ziemlich gradlinigen Weg zu-
riicklegten. Andere Probemolekiile geraten auf mehr oder weniger
grolen Umwegen an das Siulenende und werden etwas spiter
eluiert.

2. Ursache: Strémungsverteilung

Partikel der
stationdren Phase

—_ "
—_—

mobile
Phase

Abb. 2.3  Strémungsverteilung im chromato-
graphischen Bett

Die mobile Phase flie3t laminar zwischen den Kérnern der stationi-
ren Phase durch. In der Mitte eines ,Kanals“ ist die Stromung
schneller als in der Nihe eines Korns. Die Pfeile in der Abbildung
2.3 bedeuten Geschwindigkeitsvektoren der mobilen Phase (je lin-
ger ein Pfeil, desto grofler die lokale Stromungsgeschwindigkeit).
Eddy-Diffusion und Stromungsverteilung kénnen verringert wer-
den, indem man die Siule mit Teilchen von einheitlicher Grofe
fullt.
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1. Regel fur gute Siulen: Das Fiillmaterial soll eine moglichst enge
Korngrofenverteilung aufweisen.

Das Verhiltnis des grofiten vorkommenden Korns zum kleinsten
soll nicht grofer als 2 sein, besser ist 1,5 (Beispiel: Kleinstes Korn 5
um, grofites Korn 7,5 wm.)

Die Bandenverbreiterung, welche durch Eddy-Diffusion und Stro-
mungsverteilung bewirkt wird, ist von der Strémungsgeschwindig-
keit der mobilen Phase wenig abhingig.

3. Ursache: Diffusion der Probemolekiile in der mobilen Phase

Die Probemolekiile breiten sich im Losungsmittel ohne dufleres Zu-
tun aus (so wie sich ein Stiick Zucker in Wasser langsam auflést,
auch wenn man nicht rithrt). Diese Lingsdiffusion (Abbildung 2.4)
wirkt sich nur dann nachteilig auf die Trennstufenhshe aus, wenn:

— kleine Teilchen der stationiren Phase,

— darauf bezogen eine zu kleine Stromungsgeschwindigkeit der mo-
bilen Phase

—und ein relativ groler Diffusionskoeffizient der Probe

gleichzeitig in unserem chromatographischen System auftreten.

CEEEDN

Abb. 2.4 Bandenverbreitung durch Langsdif-
fusion

Links: Probenzone unmittelbar nach Injektion.
Sie wird sich in alle Raumachsen (Pfeilrichtun-
gen) ausbreiten. Rechts: Probenzone zu ei-
nem spéteren Zeitpunkt. Sie hat sich durch
Diffusion vergréfRert und ist zugleich von der
stromenden mobilen Phase transportiert wor-
den.

2. Regel:  Stromungsgeschwindigkeit der mobilen Phase so grofs wihlen,
dass die Lingsdiffusion nicht stérend wirkt.

2 D
Dies ist dann der Fall, wenn u > —2

P

u:  Stromungsgeschwindigkeit der mobilen Phase
D,,: Diffusionskoeffizient der Probe in der mobilen Phase
dy: Partikeldurchmesser

Fiir eine weitere Diskussion sieche Abschnitt 8.5.
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4. Ursache: Stoffaustausch zwischen mobiler, ,stagnierender mobi-
ler” und stationdrer Phase.

Abb. 2.5 Poren der stationidren Phase

Abbildung 2.5 zeigt die Porenstruktur eines Teilchens der stationi-
ren Phase: es hat enge und weite Kanile, einige gehen durch das
ganze Teilchen hindurch und andere sind geschlossen. Die Poren
sind mit mobiler Phase gefiillt, die sich nicht bewegt (sie stagniert).
Ein Probemolekiil, welches in eine Pore gerit, wird nicht mehr
durch stromendes Losungsmittel weitertransportiert, sondern verin-
dert seine Position nur noch durch Diffusion. Es hat jetzt zwei Mog-
lichkeiten:

— Das Molekill diffundiert zuriick zur stromenden mobilen Phase.

Dieser Vorgang braucht Zeit; wihrenddessen sind Molekiile, die
nicht in einer Pore stecken bleiben, ein Stiick weiter ge-
schwemmt worden.
Die resultierende Bandenverbreiterung ist umso geringer, je kiir-
zer die Poren sind, d. h. je kleiner das Partikel der stationiren
Phase ist. Zudem ist die Diffusionsgeschwindigkeit der Probemo-
lekiile in einem Losungsmittel mit kleiner Viskositit grofer (d.h.
sie diffundieren schneller in die Pore hinein und wieder heraus)
als in einem hdoher viskosen Losungsmittel.

— Das Molekil tritt mit der eigentlichen stationiren Phase (Adsor-
bens oder Fliissigkeitsfilm) in Wechselwirkung (Adsorption). Es
bleibt eine Zeitlang an der stationiren Phase ,kleben“ und verlasst
sie dann wieder. Auch dieser Stoffaustausch braucht eine gewisse
Zeit (Abbildung 2.6).

In beiden Fillen nimmt die Bandenverbreiterung mit steigender

FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase zu: Die Probemolekiile,

welche sich im stromenden Losungsmittel aufhalten, wandern den

stagnierenden (in den Poren befindlichen) Molekiilen umso weiter
davon, je schneller das Losungsmittel flieft. (Dafiir werden die Pro-
ben schneller eluiert!)
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3. Regel:  Fiir die stationdre Phase kleine Teilchen verwenden.

stationdre Phase

Abb. 2.6 Stofftransport zwischen mobiler und stationirer Phase

Die stationdre Phase hat ,adsorptive“ Zentren Z (in einem breiten Sinn), welche
die in der Nihe befindlichen Molekiile anziehen. Die Molekiile adsorbieren an die
Zentren (mitte) und desorbieren wieder (links). Zentren, welche sich in Poren
befinden, sind nicht so gut zugénglich und der Stofftransport ist dort langsamer
(rechts).

4. Regel:  Losungsmittel mit kleiner Viskositdt verwenden.

5. Regel:  Hohe Analysengeschwindigkeit geht auf Kosten der Auflosung
und umgekehrt! Allerdings ist dieser Effekt bei kleinen Teilchen viel
weniger stark als bei grof3en.

H
A 4
3
H minimal —
2
1
> U

u optimal

Abb. 2.7 Die van Deemter-Kurve

1) ist der Anteil von Eddy-Diffusion und Strémungsverteilung an der Bandenver-
breiterung; 2) ist der Anteil der Lingsdiffusion. Man sollte mit FlieBgeschwindig-
keiten arbeiten, wo diese Diffusion keine Rolle spielt; 3) ist der Anteil der Stoff-
austauschphinomene. Die Steigung dieser Linie ist bei 50 um-Teilchen gréRer als
bei 5 um-Teilchen; 4) ist die resultierende Kurve H (u), van Deemter-Kurve ge-
nannt.

Die Trennstufenhohe H lisst sich in Abhingigkeit von der Flieflge- J.J. van Deemter, F.J. Zuider-
schwindigkeit u der mobilen Phase graphisch darstellen (Abbildung weg und A. Klinkenberg,

2.7). Es existiert eine optimale FlieRgeschwindigkeit uy, bei der die Chem. Engng. Sci. 5 (1956)
Trennstufenhéhe minimal ist. uy, ist probenabhingig. Die H(u)- 271.

Kurve heifdt auch van Deemter-Kurve.



Es gilt: w = 40
o: Standardabweichung des
Gauf’-Peaks.
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Das Chromatogramm und seine Aussage

Die eluierten Substanzen werden von der mobilen Phase in den
Detektor transportiert und vom Schreiber als Gaufkurven (Glocken-
kurven) registriert. Die Signale nennt man Peaks (Abbildung 2.8),
ihre Gesamtheit Chromatogramm.

Die Peaks liefern qualitative und quantitative Information iiber die
untersuchte Mischung:

Qualitativ: Die Retentionszeit einer Komponente ist bei gleichen
chromatographischen Bedingungen stets gleich grof.
Retentionszeit ist die Zeit, welche vom Einspritzen der Probe bis
zum Erscheinen des Signalmaximums im Detektor verstreicht. Die
chromatographischen Bedingungen sind: Trennsiule, Zusammen-
setzung der mobilen Phase, FlieRgeschwindigkeit der mobilen
Phase, ev. Probengréfle und Temperatur.

Zur Identifikation eines Peaks konnen wir daher die infrage kom-
mende Substanz rein einspritzen und die Retentionszeiten verglei-
chen.

Quantitativ: Sowohl die Fliche wie auch die Hohe des Peaks sind
der eingespritzten Stoffmenge proportional. Wenn wir verschiedene
Losungen genau bekannter Konzentration einspritzen, die zugehori-
gen Flichen oder Hohen bestimmen und eine Kalibrierkurve zeich-
nen, kénnen wir aus der dem Signal einer unbekannten Probe deren
Konzentration bestimmen.

Nullinie
Abb. 2.8 Peak

Mit dem Chromatogramm koénnen wir verschiedene Angaben iiber

die Giite der Trennung und der Siule machen, siehe Abbildung 2.9.

w: Basisbreite eines Peaks

to: Totzeit (Durchbruchszeit) der Trennsiule; die Zeit, die die mo-
bile Phase benétigt, um durch die Trennsidule zu wandern. Die
lineare Geschwindigkeit u des Losungsmittels berechnet sich
demnach zu



