Chromatographie: Grundlagen der Trennung

. konventionelle Analysenmethoden: AR s

— komplexe Mischungen vieler Analyten
_. Signal-Uberlagerung
- effiziente Trennverfahren!

Verteilungskoeffizient K ===

* Prinzip: Cn
— Verteillung zwischen stat. und mobiler Phase lfrcibe, . % )
— verschiedene Analyten — verschiedeneVer- _ B+A
tellungskoeffizienten (vielfacher Ubergang) ) 5
— Trennung A =1 e
MA,'S 3
e Verfahren: w g
— planar: Papier-, Dlnnschichtchromatographie g E-
R [ Papier — ([ o g
i/Sﬁ\bstanz B B o
B _ . . o—-A-— o—-Q
st —1  mobile h L G L
— Phase ™ T
— Saulen-Chromatographie: flissige bzw. 2
gasfor mige mobile Phase b g t  t3 ot
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Chromatographie: Theorieder Trennung

° Kenngr@fsen: . Retentionszeit t
— Wanderungsgeschwindigkeit M\
L

: L
der mobilen Phase: u=1 , des Analyten: V=i Lange L
. -t
Vertellungskoeffizient: K = (C;I_s , Kapazitétsfaktor: ka = —RtM =
M
o _ Kg tr(B) -ty
Selektivitatsfaktor: o =2 =R >1
a Ka tR(A)'tM( ) g"‘ RS:(),75A B
Adflosng  Re= o222 2At(B)-t(A)} E
u : STWh+Ws~  Wa+W 5
o Effizienz der Saule: ) S
o /
— Bodenhthe: (aus Standardab- H =7~ Rs=1.0
weichung der Gausskurve): £\
— Anzahl theoretischer Boden: N = 16 (WRj 2%
Rs=1,5
e Optimierung: Ho
. . A B
— Auflésung(Trennung)/Zeitaufwand T
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Chromatographie: Effizienz der Trennung

Optimum:

— minimale Bodenhdhe H bzw. maximale

Bodenzahl
— Flief3geschwindigkeit

— Korngrofée! der festen Phase

Peakverbreiterung:

— longitudinale Diffusion (GC >> HPLC)

GC:

— Temperatur:
R, K, a,D =f(T)

HPLC:

— Lo6sungsmittel — Rg, K,

polare/unpolare Lsgm.
— Gradientenelution:
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Temperatur

Zat
=f (Lsgm.)
A H,COH
H,O
: Zeit >

Bodenhdéhe H [mm]

HPLC
>

1 1 1
0,5 1,0 1,5

\/

Gaschromatographie

1 >
2 8

4 6
0,6-0,8mm
0,4-0,6mm
\/,3-0,4mm
0,25-0,3mm

\ __0,1-0,15mm

Gaschromatographie

1 1 1 1 )
) 10 15 20
Flief3geschwindigkeit [cm/g]
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Chromatographie: |dentifizier ung/Quantifizierung

* |dentifizierung:
— Retentionszeit (Peakmaximum): unspezifisch, nicht selektiv
— Abhéangigkeit von Messbedingungen (Saule, Bodenanzahl,
Fliefdggeschwindigkeit, Art der mobilen/stationaren Phase)
— Zugabe bekannte K alibrier substanzen

t (Peakmaximum)

— PeakerhGhung bei identischer Substanz i Peakfl che
— eindeutige Zuordnung, | dentifikation
— standardfrei: Kopplungsmethoden: M S, IR, UV-Vis .
» Quantifizierung: %g
— reproduzierbare Probendosierung (nl - pl) Einlass  zur Saule =

— Peakhohe = f (Cppqyy), EiNfluss der Peakbreite Eluen

— besser: Peakflache = f (Capay)

— Kalibrier-Relhe: Zugabe bekannter
Kalibriersubstanzen

— interner Peakflachenstandard ot e —>
3 . .y : roben-  Proben-
— Flachen-Normierung (vollstandige Elution aller einlass  auslass
Bestandteile! - Normierung auf Gesamtflache) Proben-I nj ektions-Systeme
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Chromatographie: Saulen fur die Trennung

e Saulenmaterial:

— Teflon, Edelstahl, Glas, Quarz

e Sdulentypen:

— gepackt (gefillt mit kugelformigen

Tellchen - Kieselgel, Korund, Polymere)

+ hohere Kapazitat (Probenmenge)
— Kapillarsaulen (beschichtete Wandung)
+ hohere Effizienz (Bodenhdhe)

e mobile Phase:

— (9) H,, He, Ar, N,, Luft, Uberkritisch: CO,
— flUssig: polare/unpolare L 6sungsmittel, H,O

Verfahren  stationar mobil Gleichgewicht
GC (l),ads,gebund. (g)  Vertellung (g/l)
fest (9) (g0 Adsorption (g/s)

HPLC (l), ads., gebund. (I) Verteilung (I/1)
fest (9) (1 Adsorption (1/s)
SFC (1), gebunden (1) Verteilung (14 /1)
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e stationare Phasen:

— fllssig/gebunden/fest

— Woasser, hochsiedende
L 6sungsmittel, nieder-
polymere Flissigkeiten

— chemische Bindung am
Feststoff

+ kein , Ausbluten® der
stationéren Phase
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Feststoffoberflache
Anbindung nieder polymerer
Flissigkeiten



Chromatographie: Detektoren

 Anforderungen:

e Detektoren:

FID: Verbrennung mit H.- lonisation
— Warmel etfahigket:
Helzdraht/Thermoelement
— ECD: (3-Strahler, Elektronen-
einfang an Halogen-KWST UV-Quelle>
— AES: UV-Vis-Diodenarray- Quarz-
Spektrometer fenster

hohe Stabilitét und Reproduzierbarkeit

linear dynamisch tber mehrere Grolenordnungen
Ansprechzeit # f (Fliel3geschwindigkeit)

20< T <400 °C

vergleichbare Empfindlichkeit fir unterschiedliche
Analyten oder vorhersagbare Empfindlichkeit

zerstorungsfrel

von der Saule

Sammel -
elektroden

| solator

Flamme

geerdete
Duse

H;

Flammen-
| onisations-

vonder Saule  Detektor

> Detektor

HPL C-

zum AbfallsammlerY UV-Detektor
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Totalionenstrom [%0]

Gaschromatographie (GC)

GC/MS-Kopplung

ol

o

0 10 20 30 40 5
Zeit [min]
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Blasen-
zahler

Detektor

Signal-
Differenzierung

Besonder helten: I njektions-
— geringer Einfluss der Art der pi-Spritze | system
mobilen Phase (Gasart) { Druckregler
— Art der stationdren Phase T —
entscheidend regler | — el
— groRe Saulenlangen (bis 50m) il :
— Optimierung der Effizienz der \| Saule |
Trennung Uber Temperatur NV ) !
10 Rotameter \ Saulenofen
AT |€0; Tréagergas || Flussteiler
Plasmabehandlung von PTFE,
Luft: 5 sccm, 200 W| e dentifizierung:

v

AD-Wandler

v

Datenver-
arbeitung

— Retentionsindex: unverzweigte

Alkane - unveranderliche Abfolge
entsprechend der Kettenlange

— Einordnung unbekannter Substanzen
;> Quantifizierung:

— minimale Reproduzierbarkeit = 1 %



High Performance liquid chromatography (HPL C)

e Besonderheiten:
— starker Einflussder Art der
mobilen/stationaren Phase

— beeinflusst entscheidend Ver-
tellungskoeffizienten, Selek-
tivitét, Effizienz der Trennung)

| mpul sdémpfer

— kurze Saulenlangen (10-50cm)
— hohe Bodenanzahl

— Optimierung der Effizienzder | -—
Trennung tber Gradienten der

Gasdusche/Filterfritte

i

Pumpe

iy

ul-Spritze

H=Eto

Saule

dosierventil
¢ VertellungssHPLC: i

— mobil(l)/stationar(l, gebunden)
— Normalphasen-HPLC:

Einspritzventil

MMl Druckwandler

t _ Filter

e Adsorptions-HPLC:

— Umkehrphasen-HPLC: e Ausschluss-HPLC:
stationér - unpolar; mobil - polar — stationar(s): nanopords, t.= f (Grofe)
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Supercritical fluid chromatographie (SFC)

« Besonderheiten: | Injektions- Restriktor
— Uberkritische mobile Phase (CO,) system
— sehr gute Lodichkeit fur Makro- | T
molekille (ohne Aufspaltung)  [Pumpe —i@—)%—)@—)
— kurze Saulenlangen, hohe TD uck-/Dichte. __TA__ ¥ Daten ¢
Bodenzahl Kontrolle Datenver- Signal-Dif-
— Optimierung der Effizienz Uiber Daen”| abeitung € |ferenzierung
Druck, Druckgradienten
HPLC 1 SFC . . Ap/At (linear)
1-Bipheny! | sobar Cholesterin- 20-27 MPa,
1 2-Terphenyl| 2 20 MPa zigggfgfm
2 3-laurat
4-myrsitat
h ’\ 1l 5pamitat
—— | ! > R 0
0 3 6 0 1 2 —
Zeit [min] > | 1 >

10 15Zeit [min] S 10

Ul

+ Vorteile SFC (zu HPLC) : ’

— stark veranderte Verteilungskoeffizienten
— hohe Selektivitaten, hohe Effizienz der Trennung (auch Makromolekile)
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Caplillary elektrophoresis (CE)

 Besonderheiten der Kapillarelektrophorese:
— Transport durch Elektro- @
N\

osmose (bis 30 kV) Hochspannungs-

— Selektion aufgrund netzgerat | ]ﬂ[ \m

unterschiedlicher — -
Plexiglasbox Detekior

elektrischer Eigenschaften
— kurze, isolierende Saulen (Quarz) |
_, effiziente Trennung geladener Molekiile bzw. lonen ~ Slektroosmotischer Fluss

H HH H
\O/ \O/ H
H\O ® 07
. H/ O O \H
Kationen-Trennung . ® ey I—T?—G )]
CE (15kV + O —
N Rbr @ 0 o ©0
'E_)‘ @ T @@ n n @
£ K apillaroberflche
45 || | | 1 | |
+ —_
- , | | = P = > 4 = | F
0 2 4 6 8 [ . | [ 1
Zeit [min] Druckgradient Elektroosmose
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Kapillarelektrophor ese:
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Abb. 27.12

Elektropherogramm einer Mischung
aus vier Kationen, Rb*, K*, Na* und Li*,
mit einer Konzentration von je
2-107°M; Kapillarinnendurchmesser,
75 um, Linge 60 cm; Puffer 20 mM
MES/His, pH 6; Injektion durch
Elektromigration, 5 s bei 5 kV; angelegte
Spannung 15kV. (Nachdruck mit
Erlaubnis aus X. Huang, T.J. Pang,

M.]. Gordon und R.N. Zare, Anal.
Chem., 1987, 59, 2749. Copyright 1987
by American Chemical Society.)

Anwendungen
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