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1 Grundlagen der HPLC

Die HPLC (High Performance bzw. High Pressure Liquid Chromatography) ist eine
leistungsfahige Methode zur analytischen (hier will man Ublicherweise unbekannte
Substanzen identifizieren und/oder ihren Gehalt quantifizieren), wie auch praparativen
(hier will man Ublicherweise bekannte Substanzen voneinander trennen um reine Stoffe
in gréBeren Mengen zu gewinnen) chromatographischen Trennung von organischen
und anorganischen Verbindungen fast aller Klassen. Fir fast alle Verbindungen, die
man in Lésung bringen kann, kann man in der Regel auch ein chromatographisches
Trennsystem finden, mit dem man die Verbindungen trennen und anschlieBend
qualitativ oder quantitativ bestimmen kann. Aber: die HPLC ist (noch) keine
Knopfdruckmethode! lhre erfolgreiche Anwendung erfordert die richtige Auswahl des
chromatographischen Trennsystems, sorgfaltiges, sauberes Arbeiten und viel
Fingerspitzengefuhl. Man muss die Eigenschaften der zu trennenden Substanzen und
ihr Verhalten im Trennsystem abschatzen kénnen, man muss Misserfolge bei der
Trennung erklaren kénnen und sich am besten durch viel Praxis einen groBen

Erfahrungsschatz erwerben.
1.1 Theoretische Grundlagen

1.1.1 Grundprinzip und -begriffe

Chromatographie“ heiB3t ,Farbschreiben® und wurde von dem russischen Forscher
Tswett entdeckt. Sie ist ein Trennverfahren, bei dem ein Stoffgemisch zwischen zwei
Hilfsphasen verteilt wird, von denen eine mobil ist (sich also bewegt) und die andere
stationdr ist (sich folglich auch nicht bewegt). Die mobile Phase ist bei der HPLC fliissig
(heiBt ja auch ,, ... Liquid Chromatography*), sie kann aber auch gasférmig sein. Man
spricht dann von Gaschromatographie. Sie transportiert die zu trennenden bzw. die zu
analysierenden Substanzen durch die Trennsaule und sorgt dafiir, dass die Substanzen,
die in die Saule injiziert wurden nach einer gewissen Zeit, die man Retentionszeit nennt,
die Saule wieder verlassen. In der Fachsprache spricht man von eluieren. Der Transport
durch den Strom der mobilen Phase sorgt aber noch nicht fiir eine Trennung der
Substanzen bzw. fir unterschiedliche Retentionszeiten, die ja das eigentliche Ziel eines
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chromatographischen Verfahrens sind. SchlieBlich will man die Substanzen ja
identifizieren (man tut dass anhand der charakteristischen Retentionszeit) bzw. trennen
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Abbildung 1.1: Prinzip der chromatographischen Trennung

(auch da missen die Substanzen natrlich zu unterschiedlichen Zeiten eluieren).

Um dies zu erreichen bendtigt man neben der mobilen Phase die stationare Phase. Die
Stofftrennung erfolgt aufgrund des Stoffaustausches zwischen stationarer und mobiler
Phase. Hierbei ist die Verweildauer in der stationdren Phase fir unterschiedliche
Molekilarten verschieden groB3, so dass sie zeitlich versetzt bzw. mit unterschiedlichen
Retentionszeiten die S&ule verlassen (s. Abbildung 1.1). Einige Substanzen werden
eben starker retardiert (haben eine héhere Verweildauer in der stationaren Phase) als
andere. Die Wirkungsmechanismen der Trennung sind thermodynamischer Natur, man

unterscheidet:

e Adsorptionschromatographie: Die Komponenten werden an der stationaren Phase
unterschiedlich stark adsorbiert und damit retardiert.

¢ lonenaustauschchromatographie: Die stationdre Phase enthalt ionische Gruppen,
welche mit den zu trennenden Komponenten in Coulomb-Wechselwirkung treten. Je

starker die Wechselwirkung je starker die Retardierung.



e Ausschlusschromatographie: Die Komponenten werden nach der MolekilgréBe ge-
trennt, da die groBen Molekile nicht oder nur in einen Teil der stationaren Phase ein-
dringen kénnen (Porengrésse) und dadurch schneller durch die S&ule strébmen
(eluieren). Sehr groBe Molekille kénnen sogar schneller als die mobile Phase sein,
da diese in der Regel in die Poren eindringt.

Da die Trennung thermodynamischer Natur ist, kann sie natdrlich auch mittels
thermodynamischer GesetzmaBigkeiten in Form so genannter Adsorptionsisothermen
beschrieben werden. Einfach ausgedrickt beinhalten die Adsorptionsmechanismen die
Information dartber, wie groB3 die Verweildauer in der stationaren Phase denn eigentlich
ist. Da dies fUr ein Analytikpraktikum nicht ganz so wichtig ist, soll an dieser Stelle
darauf nicht naher eingegangen werden. Fur die préparativen chromatographischen
Trennungen sind diese Adsorptionsisothermen aber von entscheidender Bedeutung.

Diese Bedeutung wird im Hauptstudium (Trenntechnik | und Il) verdeutlicht werden.

Wichtig ist auch, dass die Thermodynamik von beiden verwendeten Phasen (mobiler
und stationarer) abhangt. Die Trennergebnisse werden sich also sowohl &ndern, wenn
man die mobile Phase wechselt als auch, wenn man die stationare wechselt. Das macht
HPLC einerseits kompliziert (man hat sehr viele Méglichkeiten), andererseits aber auch
so universell. Es gibt eine Losung (Kombination von mobiler und stationarer Phase) far

nahezu jedes Trennsystem.

1.1.2 Das Chromatogramm

Zur Beurteilung der Trennung werden die getrennten Komponenten nach dem Verlas-
sen der Trennsaule durch die mobile Phase in einen Detektor transportiert, der sie
aufgrund bestimmter physikalischer oder chemischer Eigenschaften erfasst. Die
Detektorsignale werden Peaks genannt und ihre Gesamtheit Chromatogramm
(s. Abbildung 3.2). Die Peaks liefern in der Analytik qualitative (welche Substanz ist es?)
und quantitative (wie viel von der Substanz ist enthalten) Informationen Uber das
getrennte Stoffgemisch:



Die Retentionszeit 1,, einer Substanz ist charakteristisch fir die jeweilige

Substanz und kann zur Identifizierung genutzt werden. Wichtig ist es, dass die
Retentionszeiten der Komponenten weit genug voneinander entfern sind, damit

diese einwandfrei identifiziert werden kénnen.
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Abbildung 1.2: Chromatogramm und seine KenngréBen

Die Flache unter den Peaks und die Peakhdhe A, sind - je nach physikalischem
Prinzip der Detektion - oft proportional zur eingespritzten Menge der
Komponente, falls die Komponente eindeutig von anderen getrennt wird. Die
Quantifizierung der Menge wird nach einer Kalibrierung méglich.

Die Basisweite @ eines Peaks (beruht auf Anlegen der Wendetangenten und ist
z.T. schwer zu bestimmen), sowie die Peakweiten bei 10% Peakhéhe a,,, und
50% Peakhdhe a,;, (die einfacher zu bestimmen sind) charakterisieren die

Peakverbreiterung.

Die Totzeit t,,, entspricht der Retentionszeit einer Substanz, die nicht adsorbiert

0,ext
(also keine Verweilzeit in der stationdren Phase hat) und nicht in die Poren der

stationaren Phase eindringt (deshalb Index ,ext” flr extern).



e FEiner Substanz, die in die Poren eindringen kann, ist das gesamte
Flussigkeitsvolumen (deshalb Index ,ges* fur gesamt) zugénglich. Wenn sie nicht
adsorbiert wird (also auch keine Verweilzeit in der stationaren Phase hat),
wandert sie mit der gleichen Geschwindigkeit wie die mobile Phase und erscheint

nach der Totzeit t

0,ges *

Diese KenngrdBen sind in Abbildung 1.2 fiir die Stoffe 1 und 2 nochmals aufgefihrt.

1.1.3 Beurteilung der Trennung

Eine weit verbreitetet KenngréBe in der Chromatographie ist der so genannte
Trennfaktor « . Er ist ein MaB dafir, wie weit (zeitlich) zwei Komponenten voneinander
eluieren. Letztendlich ist der Trennfaktor eine rein thermodynamische Information. Im
Hauptstudium (Trenntechnik | & Il) wird er in analoger Form zur Beurteilung des
Potentials einer Trenntechnik (z.B. der Destillation) zur Erreichung des Trennziels

wieder auftauchen.

_ tR,z _tO,ext _ Kz
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Die Gute der Trennung wird durch die Aufldsung R, (von engl. resolution) beschrieben.

Sie ist beruht &hnlich wie der Trennfaktor auf dem Unterschied der Retentionszeiten
zweier Substanzen. Zusatzlich berlicksichtigt sie aber auch, wie breit die beiden Peaks
sind. Sie ist damit praxisorientierter als der Trennfaktor. Dieser sagt uns - vereinfacht
ausgedrlckt - nur wie gut eine Trennung theoretisch sein kdnnte. Die Auflésung
berlcksichtigt Uber die Peakbreiten auch, wie gut wir die Trennung in der Praxis
tats&chlich ausfihren.

t,, —t
R — R,1 R,2
(0, +©,)/2 (1.2)



Zur Charakterisierung der Packungsgite, d.h. der Effektivitat der Trennsaule, kann die

Trennstufenzahl N, herangezogen werden (die man auch Effektivitdt nennt). Die N,

sagt aus, wie effizient eine Saule ist, d.h. wie scharf ein Peak eluiert. Sie kennzeichnet
nur das Verhalten einer Komponente (deshalb der Index ,i“, fir jede Komponente kann
diese Kennzahl berechnet werden). Aus dem Chromatogramm l&sst sich fir Peaks, die
die Form einer GauBkurve besitzen, die Trennstufenzahl einer Saule wie folgt

bestimmen.

2
t,.
Ni:5,54-( ol J (1.3)
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2 Ziel des Praktikums

Das Ziel dieses Teils des Praktikums ist es, dem Studierenden eine Einfuhrung in die
HPLC zu geben. In diesem Praktikum sollen u.a.

e die einzelnen Bestandteile und Komponenten eines HPLC-Trennsystems
kennengelernt werden, wie
o die stationare Phase (in diesem Fall eine sog. RP-Phase, d.h. reversed
phase-Phase)
o die Trennséule, in die die stationare Phase gepackt ist
o die mobile Phase mit Eluentenversorgung
o Pumpen und Einspritzventil (Autosampler)
o der Detektor
o die Steuerungs- und Auswertesoftware;
e die Trennleistung eines Systems an einem einfachen Beispiel beurteilt werden
o wichtige  chromatographische  KenngréBen, wie Retentionszeit,
Trennstufenzahl, ... kennen lernen
o die quantitative Bestimmung einer chemischen Substanz in verschiedenen

Realproben durchgefihrt werden.



Im Folgenden werden die Bestandteile und Komponenten eines HPLC-Systems naher
beschrieben.

2.1 Die Trennsaule

Der schematische  Aufbau  einer
Auslass _ ] _ _
il chromatographischen  Saule ist in

Abbildung 2.1 gegeben. Am Eingang

und am Ausgang der Saule befinden

4 sich Verteiler- bzw. Sammlersysteme,

die der gleichmé&Bigen Verteilung der

Verteiler- | mobilen Phase {ber dem gesamten
P

systeme Saulenquerschnitt dienen. Meist werden

diese Systeme als Fritten bezeichnet.

QO

o

g2

c

|

Q
Flussrichtung

Bei analytischen Saulen, wie sie im

Rahmen dieses Praktikums verwendet

werden, sind die Fritten meist aus

Sintermaterial. Neben der gleichméaBigen

Einl-ass Verteilung der mobilen Phase dienen sie

Abbildung 2.1:  Schematischer Aufbau einer gleichzeitig dazu, die kleinen Partikel,
chromatographischen Séule aus denen die stationare Phase besteht,

in der Saule zurlickzuhalten. Zwischen

den Fritten befindet sich folglich die stationdre Phase deren Gesamtheit man in der
Saule als Packung bezeichnet. Diese Packung sollte méglichst gleichmaBig und dicht

sein, um eine gute Saulenqualitat zu erhalten.

2.2 Die stationare Phase

Far die im Rahmen des Praktikums durchgefihrten Versuche wird eine sogenannte RP-
Phase (reversed-phase-Phase) verwendet. RP-Phasen gehdren zu den sog. chemisch
modifizierten Kieselgelphasen, von denen eine kaum noch Uberschaubare Vielfalt im
Angebot ist. Bei den RP-Phasen ist die normalerweise polare, nicht chemisch
modifizierte, Kieselgeloberflache (normal-phase-Phase) durch kovalent gebundene,
hydrophobe Reste (z.B. C-18-Ketten [RP-18], C-12-Ketten [RP12], C-8-Ketten [RP8]
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usw.) unpolar gemacht worden. Uber die chemischen Einzelheiten der Herstellung
solcher Festphasen und die verschiedenen Typen, sowie Uber die Eigenschaften
(Einheitlichkeit der KorngréBe, Porositat) und die Charakterisierung von RP-Phasen
muss man sich in geeigneten Blchern oder beim Hersteller informieren. RP-Phasen
haben gegenliber Normal-Phasen aber eine Reihe von Vorteilen, die dazu gefihrt
haben, dass heute weit Uber 90% aller Trennungen auf RP-Phasen durchgefiihrt
werden. Neben der Ofteren Wiederverwendbarkeit (bei guter Pflege) liegt der
wesentliche Vorteil in der schnellen Einstellung der Gleichgewichte beim
Eluentenwechsel und der deutlich erhéhten Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten.
Diese Eigenschaften sind vor allem bei einem Gradientenbetrieb (die

Zusammensetzung der mobilen Phase andert sich mit der Zeit) sehr wichtig.

Im Versuch wird eine RP-18-Phase vom Typ NUCLEOSIL der Firma Macherey-Nagel
verwendet (also eine Phase mit einem entsprechend ,hydrophobem Schild“ auf der
Kieselgelbasis). Bei Kieselgeloberflachen, bei denen nicht alle urspringlich
vorhandenen Silanolgruppen mit unpolaren Ketten modifiziert wurden, liegt ein je nach
Hersteller unterschiedlicher Anteil der Silanolgruppen noch unmodifiziert vor. Wegen der
schwach sauren Eigenschaften der Silanolgruppen verleiht dieser Restanteil den somit
nicht vollstandig ,endgecappten" RP-Phasen gewisse ,lonenaustauscheigenschaften®.
FOr ungeladene Substanzen hat das meist keine nachteiligen Folgen. Geladene
Substanzen, bzw. Substanzen, die in Abhangigkeit vom pH-Wert ihren Ladungszustand
andern, z.B. saure Substanzen (z.B. Phenole) und besonders basische Substanzen
(Amine, N-Heterocyclen) neigen jedoch auf solchen "nicht vollstdndig endgecappten®
RP-Phasen zur Bandenverbreiterung und zum Tailing. Bei manchen Aminen kann
dieser unerwlinschte Effekt so stark sein, dass man keine ausreichenden Trennungen
erzielen kann. Deshalb gibt es heute viele spezielle RP-Phasen fir basische
Verbindungen. Bei diesen speziellen RP-Phasen werden auch die restlichen
Silanolgruppen noch meist mit kirzeren organischen Resten (z.B. C12) mdglichst
vollstandig modifiziert.



C18-Ketten /@EA

|
cH,
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Silanolgruppen (SiOH) maoglich.
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Durch fast vollstédndiges ,endcapping” sind
weniger Wechselwirkungen mit noch freien
) Folge: ,scharfe Peakform®

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung einer C-18 Phase

2.2.1 Richtiger Umgang mit HPLC-Saulen

Hauptursachen fiir die Schadigung von RP-Phasen und anderen Festphasen sind:

Verunreinigungen und Verstopfungen am Saulenkopf durch irreversibel
retardiertes  (Proben)-Material oder unlésliche  Bestandteile (Staub,
Pumpenabrieb) in Probe oder Eluent. Abhilfe: Bessere Eluenten- und
Probenvorbereitung (Filtration des Eluenten und der Probe); Verwendung von
guard-columns (quasi eine Filtersaule vor der eigentlichen Trennséaule);
Saulensplilung mit geeignetem Eluenten.

Schrumpfung der Festphase bei Anwendung extremer pH-Werte. Abhilfe:
Verwendung von "gepufferten Eluenten”

Falsche Saulenaufbewahrung. Wegen Pilzwachstum (Pufferlésungen !) und der
Gefahr des Auskristallisierens von Puffersalzen, sollen Saulen niemals in 100%
Wasser oder gar in Pufferlésungen aufbewahrt werden. RP-Pasen missen nach
Verwendung von Puffern gut mit Wasser und anschlieBend mit Methanol od.
Acetonitril gespult werden. Als Eluent far eine langere Aufbewahrung empfiehlt
sich eine Mischung aus 20% H20 und 80% Acetonitril.
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2.3 Die mobile Phase

2.3.1 Bestandteile und Vorbereitung von mobilen Phasen

In der Normal-Phasen-Chromatographie besteht die mobile Phase aus einem unpolaren

organischen L&sungsmittel(gemisch), dem nur in bestimmten Fallen etwas polares

Lésungsmittel oder gar Wasser (in geringen Mengen) zugesetzt wird. Die Elutionskraft

Eluent Polaritat [EG] UV-Grenze [nm]
n-Hexan 0,00 190
Toluol 0,29 285
Chloroform 0,40 245
Dichlormethan 042 230
Aceton 0,56 330
Essigsaureethylester 0,58 260
Dimethylsulfoxid 0,62 270
Diethylamin 0,63 275
Acetonitril 0,65 190
Ethanol 0,88 210
Methanol 0,95 205
Wasser >1,11 <190

Tabelle 1: Eluotrope Reihe (Auszug). Die angegebenen E’-Werte gelten fir Aluminiumoxid als

Adsorbens, doch sind sie fir Silicagel nur um einen konstanten Faktor verschieden: E° (SiO2) =

0,77*E° (AI203). Die Lésungsmittelreihenfolge andert sich also nicht, wenn man von Aluminiumoxid

auf Silicagel Ubergeht.

oder ,Starke” der verschiedenen Eluenten wurde empirisch bestimmt und ist fir jeden

Eluenten als Zahlenwert festgehalten. Als Symbol dafiir verwendet man E°.
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Die so gefundene Reihenfolge von schwachen zu mittleren bis hin zu starken Eluenten
nennt man die Eluotrope Reihe. Es zeigt sich, dass darin die Eluenten nach ihrer
Polaritat geordnet sind. Ein (in der Normal Phase Chromatographie) starker Eluent ist
polar, ein schwacher ist unpolar.

In der RP-Chromatographie ist es umgekehrt: Dort besteht die mobile Phase in der
Mehrzahl der Falle aus einem relativ polaren, mit Wasser mischbaren organischen
Lésungsmittel (meist Methanol oder Acetonitril), dem zur Erhéhung der Polaritat ein
bestimmter Wasseranteil (evtl. mit Zusatz von Salzen: Puffersysteme zur Einstellung
eines erwlnschten pH-Wertes) beigemischt wird. Bei der Wahl des mit Wasser
mischbaren organischen L&sungsmittels sind viele Aspekte zu erwéagen, auf die hier
nicht eingegangen werden soll. Bei Standardtrennungen ist meist Acetonitril die bessere
Wahl. Das verwendete Wasser muss stets sehr rein sein und darf insbesondere keine
organischen Verunreinigungen enthalten (deshalb niemals Wasser verwenden, das
lediglich mit lonenaustauschern entionisiert wurde). Solche Verunreinigungen werden
auf RP-Phasen zunadchst stark retardiert (adsorbiert), und erscheinen dann oft
unerwartet (besonders gegen Ende eines Gradientenlaufes) als "Geisterpeaks" in einem

Chromatogramm.

Weiterhin sollten die Eluenten (besonders das Wasser) keine gelésten Gase enthalten.
Deshalb missen die Eluenten vor Gebrauch sorgféaltig entgast werden. Fir diese
Zwecke sind verschiedene Verfahren im Gebrauch: Vakuumentgasung (bei der flr das
Praktikum verwendeten Anlage wird die mobile Phase mit einem Online-Degasser
kontinuierlich vakkumentgast bevor sie zu den Pumpen gelangt), Membranfiltration,
Ultraschall, Heliumspllung (Helium ist in Wasser unléslich und transportiert die in
Wasser gelésten Gase, die mit Helium mischbar sind, ab). Ganz wichtig ist auch, dass
die Eluenten (ebenso wie die Probenlésung) frei von Partikeln (z.B. Staub, ungel6ste
Substanzrickstande etc.) sind, die die sehr feinen Einlassfritten (2 um) der Trennsaule
verstopfen kénnten oder gar die Pumpenkdpfe schadigen kdnnten. Eine (Membran)-
Filtration der Eluenten oder der Gebrauch von Einlassfiltern ist deshalb unerlésslich.
Besondere Vorsicht ist bei der Verwendung von wasserigen Salzlésungen (Puffern)
angeraten. Es muss sicher gestellt sein, dass es nicht zu Ausfallungen kommt, wenn die
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wasserige Pufferldésung mit einem organischen Lésungsmittel vermischt wird. Niemals
darf ein Eluentengemisch, das eine wasserige Salzlésung enthélt, nach Beendigung der
Trennung im HPLC-System verbleiben. Totalschdden an Pumpen, Saulen und
Detektorzellen sind vorprogrammiert, wenn darin Salze im Laufe der Zeit

auskristallisieren.

2.3.2 Einsatzarten von mobilen Phasen

Im Versuch wird ein Gemisch aus Wasser und Methanol verwendet. Der Volumenanteil
von Methanol betragt 25%. Anmerkung: Man muss sich leider damit abfinden, dass in
allen HPLC-Biachern und Arbeitsanweisungen die Zusammensetzung der mobilen
Phase nicht so wie oben unter Verwendung der definierten GehaltsgréBe o
"Volumenanteil", sondern oft nicht ganz eindeutig angegeben wird. So heif}t es z.B. oft:
"Methanol/Wasser 50:50" oder "50% Wasser in Methanol" oder "Methanol 50 proz". Man
kann dann vermuten, dass damit wohl meist der Volumenanteil gemeint ist, weil das der
gangigen Arbeitsweise entspricht. Beim Einsatz der mobilen Phasen unterscheidet man

generell zwei Arbeitsweisen: Die isokratische Elution und die sog. Gradientenelution.

2.3.3 Die Isokratische Elution

Die Zusammensetzung der mobilen Phase &ndert sich wahrend der Trennung nicht. Die
Eluenten werden im benétigten Verhaltnis gemischt und entgast und kénnen dann von
z.B. nur einer Pumpe geférdert werden. Vorteil: es wird nur einer Pumpe benétigt;
Nachteil: mangelnde Flexibilitdt, denn bei wechselnden Trennproblemen oder in der
Erprobungsphase eines neuen Eluentensystems muss der Vorratsbehalter der mobilen
Phase haufig gewechselt werden. Erfahrung oder langwierige Erprobungen sind nétig,
um ein geeignetes isokratisches Eluentengemisch zu optimieren (Zeitaufwendig !!). Im

Rahmen des Praktikumsversuchs wird eine isokratische Methode verwendet.

2.3.4 Die Gradienten Elution

Die Zusammensetzung der mobilen Phase andert sich wahrend der Trennung! Man
spricht von binaren Gradienten, wenn sich die mobile Phase aus zwei, von ternaren
bzw. quaterndren Gradienten, wenn sie sich aus drei, bzw. vier Bestandteilen
zusammensetzt. Der zeitliche Verlauf der Anderung der Zusammensetzung kann mit

Hilfe der Steuerungssoftware programmiert werden. Auf diese Weise sind viele Arten
13



von Gradientenverlaufen (linear, konvex, konkav, stufenférmig) méglich. Meist jedoch
sind lineare Gradienten voéllig ausreichend. Vorteil: hohe Flexibilitat; Bewaltigung von
schwierigen Trennproblemen, die isokratisch nicht zu lésen sind; Verklrzung von
Analysenzeiten bei stark retardierten Substanzen; Nachteil: es werden oft zwei Pumpen
(Hochdruckgradient) bendtigt; Erfahrungen im Gradientendesign sind nétig. So muss
man z.B. wissen, daB Methanol-Wasser-Gemische zur Bildung von Gradienten nicht
optimal sind, weil die Mischungsreaktion stark exotherm ist, sowie eine
Volumenverminderung und eine Viskositatserhdhung (Druckerhdéhung!) —eintritt.
Gemische aus Acetonitril und Wasser sind in dieser Hinsicht viel unproblematischer.

3 Bestandteile einer HPLC-Anlage

3.1 Die Pumpen

3.1.1 Anforderungen an das Pumpensystem

Uber die raffinierten technischen Einzelheiten von Aufbau und Funktion der Pumpen
muss man sich in geeigneten Blchern informieren. Als die zwei wichtigsten
Anforderungen, die an die Pumpen gestellt werden mlissen, seien genannt:

e Es muss eine konstante und reproduzierbare FlieBgeschwindigkeit gewahrleistet
werden, da von der FlieBgeschwindigkeit die Retentionszeiten der Peaks und
damit die Reproduzierbarkeit der Messung abhangig sind

e Es muB ein mdglichst pulsationsfreier FluB gewéhrleistet werden, weil sonst die
Grundlinie des Detektors zu unruhig wird, und DruckstéBe die stationdre Phase
schadigen kénnen.

Bei den in analytischen S&ulen eingesetzten, kleinen Partikeldurchmessern der
stationdren Phase (< 5 pum) kommt es bei hohen FlieBgeschwindigkeiten zu sehr hohen
Rickdricken. Deshalb erfolgen LC-Trennungen im analytischen MaBstab
(Trennsdulenldangen: bis 250 mm; Durchmesser bis 4 mm) meist bei

FlieBgeschwindigkeiten im Bereich zwischen 1 und 2 mL/min.
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3.1.2 Beispiele fiir Pumpensysteme

AuslaRventil

Kolben

EinlaRventil

Abbildung 3.1: Kolbenpumpe Abbildung 3.2: Membran-Kolbenpumpe

3.2 Die Injektionseinheit

3.2.1 Der automatische Probengeber (Autosampler)

Moderne HPLC-Anlagen sind fast ausschlieBlich mit einer automatischen Probengeber-
Einheit ausgestattet. Die Vorteile liegen nicht nur in einer deutlichen Zeitersparnis beim
Abarbeiten gréBerer Probenmengen, sondern auch in der auBerordentlichen
Reproduzierbarkeit und Prazision des Einspritzvorganges.

3.2.2 Die manuelle Injektion

Das Probeninjektionsventil bei der manuellen Injektion ist ein wichtiges, empfindliches
und verschmutzungsanfélliges Einzelteil einer HPLC-Anlage. In Verbindung mit einer
Probenschleife gestattet es die Injektion eines definierten Probenvolumens in ein HPLC-
System, das unter hohem Druck steht. Uber die technischen Einzelheiten von Aufbau
und Funktionweise muss man sich in geeigneten Bichern informieren. Sollte man
einmal in Ermangelung eines Autosamplers auf die Benutzung eines manuellen
Injektionsventils angewiesen sein, seien hier einige wichtige Bedienungshinweise zur
geflissentlichen Beachtung genannt:

¢ Niemals das Ventil ohne Lésungsmittelfluss betatigen.
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e Vor jedem Einspritzen einer Probe muss die Probenschleife gespult werden.
Das kann per Hand mit einer Spritze geschehen. Zum Einspritzen der Probe dirfen nur
spezielle Mikroliterspritzen mit stumpfen Endungen verwendet werden, damit die
Dichtungen im Inneren des Ventils nicht beschadigt werden. Der Umschaltvorgang des
Ventils von der "load"- auf die "inject"-Stellung, der ja bei laufenden Pumpen erfolgt,
muss zUgig und schnell erfolgen, da es sonst zu einem DruckstoB im System kommen
kann, der die Saulenpackung schadigen kann oder eventuell die Sicherheitsabschaltung
des gesamten Systems zum Ansprechen bringt. Das Probeninjektionsventil kann zu
einer Quelle von Verunreinigungen werden, wenn es nicht regelmaBig gereinigt und

gepflegt wird.

3.3 Der Detektor

Ohne Detektor ist jedes Chromatographiesystem blind. Die Wahl eines geeigneten
Detektors ist abhangig von der Art der zu trennenden und zu bestimmenden Substanzen
und von der Art der Begleitsubstanzen, deren eventuelle Anwesenheit man erkennen
will. Es gibt eine Vielzahl von Detektionsverfahren. Diejenigen, die auf der Absorption
von UV- oder sichtbarer Strahlung beruhen, haben einen groBen Einsatzbereich. Viele
organische und anorganische Moleklle (Aromaten, Carbonylverbindungen, Komplexe)
absorbieren im mittleren UV-Bereich (250nm - 300nm) mit ausreichend groBen
Absorptionskoeffizienten (Lambert-Beersches-Gesetz). Wenn das nicht ausreicht, kann
man auch in das kurzwellige UV (190nm - 250nm) wechseln. Dann allerdings ist die
Verwendung von Eluenten mit Eigenabsorption ausgeschlossen. So muss man z.B. sehr
sauberes Acetonitril an Stelle von Methanol verwenden, um auch noch bei einer

Wellenlange von 190 nm messen zu kdnnen.

Anstelle eines gewdhnlichen VWD'-Detektors (Abb. 5) kann auch ein spezielles,
computerunterstitztes Spektrophotometer, der Photodioden-Array-Detektor (DAD) mit
s0g. ,inverser Optik* eingesetzt werden (siehe Abb. 6). Die Bezeichnung ,inverse Optik®
bedeutet, dass hier die Messzelle nicht nach, sondern vor dem spekiralen Gitter

angebracht ist. Das gesamte Licht fallt so durch die FluBzelle und wird erst danach am

' VWD = variable wavelength detector
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Gitter spektral aufgeteilt. Der spektrale Lichtfacher fallt dann auf das Dioden-Array. Dies
ist ein Chip mit zahlreichen (100 - 1000) lichtempfindlichen Photodioden, welche
nebeneinander angeordnet sind. Diese Dioden werden elektronisch in sehr kurzer Zeit
(ca. 50 ms) kontinuierlich ausgelesen und daraus eine Vielzahl von UV-Spektrum
generiert. Der DAD-Detektor ist somit in der Lage, wahrend einer chromatographischen
Trennung die kompletten UV-Spekiren der Peaks zu registrieren und abzuspeichern.
Dies ist besonders wichtig zur Peakidentifikation, zur Reinheitskontrolle (Peak-Purity-
Check) und zur Ermittlung optimaler Detektionswellenlangen bei der Untersuchung
unbekannter Proben.

Beim Einsatz eines UV-Detektors (bei anderen, komplizierteren Detektoren erst recht)

sind mehrere Punkte zu beachten, die hier nur kurz angesprochen werden:

e Lampenart (Hg, Wolfram, Deuterium), Wellenlangenbereich und Lebensdauer,
feste Wellenlange, variable Wellenldnge, DAD.

e Volumen der Detektorzelle, das Peakvolumen und die Bandenverbreiterung.

Es sollte erwéhnt werden, dass neben der Absorption von Licht weitere physikalische
Prinzipien zur Detektion verwendet werden kénnen. So gibt es so genannte RI*
Detektoren, die auf dem Brechungsindex des Mediums beruhen. Fir ionische
Substanzen kénnen Leitfahigkeitsdetektoren verwendet werden. Bei optischen Isomeren
werden Polarimeter eingesetzt. Sehr fortschrittlich (und teuer) sind Massenspekrometer,
bei denen die Molekule in Bruchstlcke zerlegt werden und so ggf. auf die Komponenten

zurlick geschlossen werden kann.

Als Peakvolumen wird das wahrend der Elution des Peaks geférderte Volumen
bezeichnet. Es ist berechenbar aus der Basisbreite des Peaks und der
FlieBgeschwindigkeit. Es ist einzusehen, dass das Volumen der Detektorzelle viel
kleiner sein muss als das Peakvolumen, denn sonst wirden sich (im Extremfall) bereits

getrennte Peaks in der Detektorzelle wieder vermischen. Zumindest kann ein zu groBes

2 RI = refractive index
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Zellvolumen erheblich zur Bandenverbreiterung beitragen. Das Peakvolumen steigt mit
der Retentionszeit und dem k-Wert eines Peaks (Substanz). Deshalb ist gerade fir friih
eluierende, schmale Peaks mit kleinen Peakvolumina das Zellvolumen eine kritische
GroBe.

Die Empfindlichkeit eines Detektors hangt von Art, Typ und Hersteller ab und kann meist

in einem weiten Bereich eingestellt werden.

3.4 Die Steuerungs- und Auswerte-Software

Bei neueren HPLC-Anlagen werden alle zugehdérigen Einzelgerdte (Probenaufgabe,
Pumpen, Saulenthermostat, Ventile, Detektoren) von einem Rechner aus gesteuert. Die
dafir nétige Software Gbernimmt auch die Darstellung, Speicherung und Verwaltung der
Chromatographie-Daten. Nach Aufnahme des Chromatogramms muss die Software
nattrlich auch die Bearbeitung und Auswertung des Chromatogramms tibernehmen und
einen passenden Ausdruck der Ergebnisse liefern. Bei alteren HPLC-Anlagen, bei
denen die Steuerung der Geréate nicht zentral von einem PC aus erfolgt, Gbernimmt ein
separater Integrator die Aufzeichnung und Auswertung der Chromatogramme (heute
nicht mehr gebrauchlich). Bei quantitativen Analysen ist die Ermittlung der Peakflachen
(Integration) wohl die wichtigste Aufgabe der Auswerte-Software. Die beste
Voraussetzung zur exakten Ermittlung der Peakflachen liegt vor, wenn die einzelnen
Peaks véllig getrennt sind (Grundlinientrennung), und wenn die Grundlinie konstant
verlauft. Zwar kann eine gute Integrationssoftware auch Uberlappende oder aufsitzende
Peaks integrieren und auch eine eventuelle Drift der Grundlinie berlcksichtigen, jedoch
ist es immer angebracht, zunachst die Trennung zu optimieren oder die
Probenvorbereitung zu verbessern um Stérpeaks zu beseitigen. Fir die Integration der
einzelnen Peaks benétigt die Software die sog. Peakverarbeitungsparameter, die
entweder vom Anwender gesetzt, oder aus den Chromatographie-Rohdaten
automatisch ermittelt werden. Die beiden wichtigsten Peakverarbeitungsparameter sind:
o Peak-Width: legt die minimale Breite (in Sekunden) eines Peaks fest, der
ausgewertet werden soll. Optimaler Wert: Halbwertsbreite des schmalsten

interessierenden Peaks.
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o Slope-Sensitivity: legt Beginn und Ende eines Peaks  fest
(Peakerkennungsempfindlichkeit).
Wenn die ermittelte positive (Peakbeginn) bzw. negative Steigung (Peakende) einen
vorgegebenen, aus den Schwankungen der Grundlinie ermittelten Wert erreicht kommt
es zur Peakerkennung durch die Software.

4 Analyseverfahren

In der HPLC ist es von groBer Wichtigkeit, dass die vom Detektor erhaltenen Daten
quantitativ ausgewertet werden kénnen und somit unter geeigneten Bedingungen eine
quantitative Bestimmung der untersuchten Komponenten erlauben. Als MessgrdBe dient
in der Regel die Flache unter einem Peak. Bei exakt symmetrischen (GauB-) Peaks
kann auch die Peakhdhe als MaB herangezogen werden. Peakflache bzw. Peakhdhe
sind dann proportional zur Menge der zu analysierenden Substanz. Das Detektorsignal
ist jedoch auBer von der Konzentration des Analyten auch stark von dessen
Extinktionskoeffizienten® abhidngig. So kénnen zwei Substanzen in einer Ldsung
durchaus die gleiche Konzentration besitzen, aber in der Messung eine géanzlich andere
Flache (oder Peakhéhe) ergeben. Aus diesem Grund sollte bei quantitativen Analysen
vorzugsweise mit einer Kalibrierung gearbeitet werden. Dafir werden verschiedene
Kalibrierungsmethoden benutzt, z.B. die Methode des Internen Standards, die Methode
des Externen Standards, die Reinstoffkalibrierung, etc.

4.1 Reinstoffkalibrierung

Bei der Reinstoffkalibrierung bereitet man einige Vergleichslésungen mit bekannter
Konzentration (g/L) des Reinstoffs im L&sungsmittel vor. Diese Ldésungen werden
nacheinander vermessen und die Flachen unter den Peaks bestimmt. Die
Kalibrierungskurve , die die Abhé&ngigkeit der Masse oder Konzentration von den
Peakflachen angibt, wird bestimmt und mit einer linearen oder polynomischen Gleichung
angepasst. Mit dieser Kalibrierungskurve oder Kalibrierungsgleichung werden die
unbekannten Konzentrationen der Proben berechnet.

? Der Extinktionskoeffizeint gibt an, wie stark die jeweilige Substanz Licht der gewihlten Wellenliinge absorbiert
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5 Experimenteller Teil: HPLC Analyse von Koffein in
Getranken (Kaffee, Tee und Cola)

5.1 Einleitung

Koffein gehort als pharmazeutischer Wirkstoff in die groBe Gruppe der Psychopharmaka
und in die Untergruppe der Psychoanaleptika. Analeptika sind Substanzen, die das
Zentralnervensystem  stimulieren und in  hohen Dosen Krampfe ausldsen.
Psychoanaleptika sind unspezifisch wirksame Substanzen, die vorwiegend die "Psyche"
anregen, aber auch noch andere, z.B. bei Koffein diuretische®, Wirkungen zeigen. Eine
tagliche Koffeinzufuhr hinterlasst in der Regel keine bleibenden organischen

Schadigungen.

Chemisch gesehen ist Koffein (1,3,7-Trimethylxanthin), genau wie Theophyllin und
Theobromin als Xanthinderivat eine Purinbase. Alle drei

genannten Xanthinderivate kommen in Teeblattern vor,

. J / Theobromin auch in der Kakaobohne und in der
I

M Colanuss. In der Kaffeebohne und in Teeblattern ist

/J\ Koffein gegenuber den beiden anderen

0% b

‘ Xanthinderivaten der Hauptbestandteil. In vielen
kauflichen Limonaden ist Koffein in erlaubten
Konzentrationen von 85 - 250 mg/L enthalten.

5.2 Durchfiihrung

5.2.1 Vorbereitung der Kalibrierungslésungen

3-4 Kalibrierldsungen mit verschiedenen Koffeinkonzentrationen muissen vorbereitet

werden:

Ca.10 mg (6, 4 und 2) Koffein (Aldrich >99%) werden auf eine Wagepapier eingewogen.
AnschlieBend wird das Pulver vorsichtig in einen 25 ml Messkolben Uberfihrt und noch

* Den Harnstoffwechsel anregende
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mal eingewogen. Ca.10 ml Wasser wird dazu erganzt. Der Messkolben wird
verschlossen und 30 s gut unter Erwarmung (im heizen Wasser) geschittelt. Dann wird
der Messkolben abgekuhlt und mit entionisiertem Wasser bis zur Eichmarke aufgefallt.
Der Messkolben wird beschriftet (L6sung A / Konzentration-Koffein [mg/ml] !).

Filtration: Die so hergestellte Kalibrierungslésung wird in eine 2ml Einweg-Spritze
mittels einer aufgesteckten Einwegkanile (langer Typ) aufgezogen. Danach wird die
Kantle von der Spritze wieder entfernt (Achtung! Spritze dabei senkrecht nach oben
halten, damit die aufgezogene Lésung nicht ausléuft!) und ein CHROMAFIL Einmalfilter
(Typ AO-45/3, organisch/waéasrig, Porendurchmesser 0.45um, Fa. Macherey-Nagel)
aufgesetzt. Die Lésung wird VORSICHTIG durch den aufgesetzten Filter in ein
Autosampler-Injektionsglaschen (Vial) gedrickt. Das Glaschen wird mit einer
Anbdérdelkappe fest verschlossen und beschriftet. Achtung: Konzentrationen in den Vials

auf einer Liste notieren!

5.2.2 Vorbereitung der Proben

Die Probelésung (die aufgebrihte und auf Raumtemperatur abgekihlte Kaffee-Lésung
oder Tee-Lésung bzw. die mittels eines Ultraschallbades entgaste Coca-Cola-Lésung)
wird in eine 2ml Einweg-Spritze mittels einer aufgesteckten Einwegkanile aufgezogen
und durch den Filter in ein Vial gedrickt. Das Glaschen wird mit einer Anbérdelkappe
fest verschlossen und beschriftet. Inhalt der Vials auf der Liste notieren!

5.3 Durchfihrung der HPLC Analysen

Séaule: EC 125/3 NUCLEOSIL 100-5 C18 von Fa. Macherey-Nagel

Vorbereitung: Nachdem die HPLC Anlage mit den benétigten Eluenten (Kanal A: 75%
H20 [entionisiert und mit 0,45um Membranfilter filtriert] / 25% Methanol far die
Flussigkeitschromatographie [LiChrosolv, Fa. Merck]; Kanal B: nicht verwendet)
bestlckt wurde, wird zunéchst die Saule fir 10 min konditioniert. Zum Konditionieren
wird die Saule bei einer Flussrate von 0,55ml/min mit Eluent A gespult. Derweil wird die
Software programmiert. Zur Programmierung der Software ist der Anhang ,,Bedienung
des D-7000 HSM* zu lesen. Hier sind auch ergdnzende Angaben Uber die Methode zu

finden.
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6 Auswertung

Zunachst ist anhand der Chromatogramme bzw. der Reports eine geeignete
Kalibrierkurve anzupassen, mit Hilfe derer die Koffeinkonzentration in den Proben
(Kaffee, Tee, Cola) bestimmt werden kann. AnschlieBend soll die Koffeinkonzentration

in den untersuchten Proben bestimmt werden.

AbschlieBend ist ein Versuchsprotokoll pro Gruppe anzufertigen. Das Protokoll sollte
aus folgenden Teilen bestehen:

1. Grundlagen:

e Ziel des Versuches
e Die fir den Versuch wesentlichen theoretischen Grundlagen knapp in
eigenen Worten. Keine Reproduktion der Praktikumsanleitung!

2. Versuchsaufbau:

e Beschreibung des Aufbaus sowie der Bedeutung und Aufgabe
wesentlicher Teile.
3. Versuchsdurchfihrung:

e Genaue Beschreibung des Versuchsablaufes und des Vorgehens bei der
Messung. (Auch in Stichworten mdéglich!)
e Eventuell besondere Vorkommnisse erwdhnen!!

4. Auswertung:

e Geeignete Darstellung aller Messwerte in Tabellen und Diagrammen
e Geeignete Darstellung der Kalibrierkurve (auch Gleichung angeben)
e Geeignete Angabe der Koffeingehalte der untersuchten Getranke

e Kennzeichnung der Ergebnisse (z.B. durch Unterstreichen)

5. Bewertung:
e Zusammenfassung, kritische Betrachtung und Wertung des Versuches.

Grundsatzlich sollte Euer Protokoll so geschrieben sein, dass es auch fiir eine Person,
die mit dem Versuch nicht vertraut ist, verstandlich ist. Dies setzt eine klare

Strukturierung voraus (teilt die Arbeit sinnvoll unter Euch auf und besprecht die
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Endversion noch einmal gemeinsam). Grundsétzlich gilt, dass wenig Text mit viel Inhalt
besser ist als viel Text mit wenig Inhalt. Aus diesem Grund soll Euer Protokoll viel Inhalt
auf maximal 10 geschriebenen Seiten enthalten. Anhange (z.B. Chromatogramme oder

Reports zahlen nicht mit).
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