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1. Grundlagen des chromatographischen Prozesses

Chromatographie ist ein dynamischer Prozess in dem einzelne Substanzen, die in der
»,mobilen Phase® geldst sind, durch das chromatographische Bett transportiert werden.
Wechselwirkungen der Analyt Molekule mit der stationaren Phase verursachen dabei eine
substanzspezifische Verzégerung der Wanderungsgeschwindigkeit der Analytmolekile. Der
fortschreitenden Auftrennung der Substanzen wirken Phanomene der Vermischung
(Dispersion) entgegen, welche von Diffusion, Konvektion und der limitierten
Geschwindigkeit des Stofftransportes herrtihren.

1.1 Der Trennprozess

Als Mal3 fur die Lage des Verteilungsgleichgewichtes zwischen stationarer und mobiler
Phase, dient der Verteilungskoeffizient, K; , der Substanz i

stat
K, = G

C™ .....Konzentration des Stoffes i in der stationadren Phase
C,™_ ... Konzentration des Stoffes i in der mobilen Phase

n
ki = Imob
i
n>? ....Anzahl Mole des Stoffes i in der stationaren Phase
ni™®..... Anzahl Mole des Stoffes i in der mobilen Phase

Stationare und mobile Phase missen in innigem Kontakt miteinander stehen, damit sich
Gleichgewichte einstellen kdénnen. Damit sich ein Stoffgemisch trennt, muissen die
verschiedenen Komponenten im betreffenden chromatographischen System verschiedene
Verteilungskoeffizienten und daher auch verschiedene Retentionsfaktoren besitzen.

In Abb. 1.1 ist eine Trennung illustriert, bei der eine Mischung aus zwei Komponenten, A
und o, Uber das chromatographische Bett lauft. Die Molekile des TypsA (A) halten sich
bevorzugt in der stationaren Phase auf, jene des Typs o (B) bevorzugt in der mobilen
Phase. Folgende Retentionsfaktoren werden angenommen:

ka=5/2=2,5 und kg =2/5=0,4



Abbildung 1.1: Verlauf einer chromatographischen Trennung

Wenn frische mobile Phase nachstrémt, stellt sich immer wieder ein neues Gleichgewicht
ein: Probemolekiile, die sich in der mobilen Phase befinden, werden von der ,nackten®
Oberflache der stationaren Phase entsprechend ihrem Verteilungskoeffizienten adsorbiert,
wahrend zuvor adsorbierte Molekile wieder in die mobile Phase Ubertreten.

Nach oftmaliger Wiederholung dieses Vorgangs sind die beiden Komponenten getrennt. Die
Molektle [J bevorzugen die mobile Phase und wandern schneller als die Moleklle A, die
starker an der stationdren Phase adsorbiert werden.

Je langer ein chromatographisches Bett ist, desto mehr Schritte der neuen Gleichgewichts-
Einstellung kdnnen erfolgen, desto besser wird die Trennung eines Gemisches.

1.2 Peakverbreiterung (Dispersion)

Der Effekt der Trennung zweier Substanzen durch unterschiedlich rasche Migration durch
das chromatographische Bett wird durch die Verbreiterung der Substanzzonen, die durch
die Breite der Konzentrationsverteilungsfunktion (Peaks) beschrieben wird, zum Teil
kompensiert.

Die Peakverbreiterung hat mehrere Ursachen, die in allgemeinen Phdnomenen des
Stofftransportes und des Impulstransportes liegen.

(i) Diffusion der Analytmolekiile in der mobilen Phase

Diffusion ist ein Transportprozess von Teilchen, der durch ein Konzentrationsgefalle
verursacht wird. Die thermodynamisch irreversible Diffusion wirkt der chromatographischen
Trennung entgegen. Mit zunehmender Verweilzeit breiten sich die Probenmolekiile in der
mobilen Phase ohne &ufReres Zutun aus, indem sie einen Konzentrationsausgleich
anstreben. Deshalb ist es gunstig, wenn der Ablauf einer chromatographischen Trennung
zeitlich nicht zu sehr ausgedehnt wird.



Dieser Effekt spielt eine umso groRRere Rolle, je groRer die Diffusionskoeffizienten der
Analyte in der mobilen Phase sind. Deshalb ist er in der Gaschromatographie (GC) von
groBer Bedeutung, wahrend sein Einfluss in der Flussigkeitschromatographie (HPLC) viel
geringer ist, da Diffusionskoeffizienten in Fliissigkeiten etwa um den Faktor 10 bis 107
kleiner sind als in Gasen.

(if) Eddy-Diffusion (Streudiffusion)

Das ,gepackte® chromatographische Bett besteht aus einem maoglichst homogen
angeordnetem Haufwerk kleiner Teilchen des Tragermaterials, welches die stationdre Phase
ergibt. Die mobile Phase stromt daran vorbei und transportiert die Probemolekille. Gewisse
Molekile haben «Gliick» und kommen vor den meisten anderen durch die stationare Phase,
weil sie im chromatographischen Bett zufalligerweise einen ziemlich geradlinigen Weg
zurlcklegten. Andere Probemolekiile geraten auf mehr oder weniger grolien Umwegen an
das Ende der Trennstrecke und werden deshalb etwas spéater eluiert, wie in Bild 1.2
dargestellt. Die Homogenitat der Packung eines chromatographischen Betts ist daher von
sehr entscheidender Bedeutung fir die Kontrolle der Dispersion.

AuRerst ungiinstig fir eine Trennung sind Hohlraume im chromatographischen Bett, da sich
hier die Substanzen wieder vermischen kénnen. Eine Packung des chromatographischen
Bettes frei von Hohlrdumen ist Voraussetzung fir eine erfolgreiche Trennung.
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Abbildung 1.2: Eddy-Diffusion im chromatographischen Bett

(iii) Stromungsprofil

Die mobile Phase stromt laminar zwischen den Kérnern der stationdren Phase. In der Mitte
eines ,Kanals* ist die Stromung schneller als in der Nahe eines Korns. Die Pfeile in Abb. 1.3
bedeuten Geschwindigkeitsvektoren der mobilen Phase. Je langer ein Pfeil ist, um so grofer
ist die lokale Stromungsgeschwindigkeit. Typisch fur durch Druck angetriebene Fliisse ist
das parabolische Stromungsprofil. Das bewirkt, dass Analyte, welche sich haufiger in der
Mitte der Kanale aufhalten als an deren Randern, schneller durch das chromatographische
Bett befordert werden.
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Abbildung 1.3: Strémungsverteilung im chromatographischen Bett
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Alle bisher genannten Effekt (i) bis (iii) treten auch dann auf, wenn es im Rahmen des
Durchgangs einer Verbindung durch das chromatographische Bett zu gar keiner Retention
(k = 0) dieser Verbindungen an der stationaren Phase kommt. Sie sind also unabhéangig von
k vorhanden.

(iv) Limitierte Geschwindigkeit des Stofftransportes (Austausches) zwischen mobiler
und stationarer Phase.

Der Grofteil der fur die Adsorption zur Verfliigung stehenden Oberflache der stationaren
Phase befindet sich in den Poren der Partikel. Diese Poren sind von mobiler Phase gefillt,
ein Stofftransport in diesen Poren kann nur durch Diffusion erfolgen. Abbildung 1.4 zeigt die
Porenstruktur eines Teilchens der stationaren Phase:

Abbildung 1.4 Poren in der stationaren Phase

Ebenso kann der Stofftransport im durchstréomten Teil des chromatographischen Betts, das
ist der Transport der Analyte aus Oberflachen-fernen Schichten der mobilen Phase an die
Oberflache in radialer Richtung, nur durch Diffusion erfolgen.

Der Effekt der Peakverbreiterung ist daher umso groRer, je Kkleiner die
Diffusionsgeschwindigkeit der Analyte relativ zur Stromungsgeschwindigkeit der mobilen
Phase ist. Des weiteren spielt die PartikelgroRe (dp) und die Gro3e der Retentionsfaktoren,
k, eine Rolle.

Insgesamt 1413t sich die Peakverbreiterung daher durch folgende MalRnahmen moglichst
gering halten:



¢ Die stationdre Phase soll aus kleinen Teilchen oder Teilchen mit einer méglichst
dunnen pordsen Oberflachenschicht bestehen.

e Das Packungsmaterial eine moglichst enge Korngrof3enverteilung aufweisen.

e Die Homogenitat der Saulenpackung soll moglichst gut sein. Die Bildung von
Kanalen im Bett wirkt sich negativ auf die Trennschérfe aus.

¢ Die Stromungsgeschwindigkeit der mobilen Phase darf nicht zu grof3 und nicht zu
klein sein, sondern soll in einem ,,optimalen® Bereich liegen

2. Das Chromatogramm und seine Aussage

In einem Chromatogramm stellt ein Peak die Analytkonzentration als Funktion der Zeit dar.
Diese Funktion 4Rt sich theoretisch in Form von normierten Verteilungsfunktionen
beschreiben. Die am haufigsten eingesetzten Verteilungsfunktionen lassen sich auf Gaul3-,
Poisson- oder Binominalverteilungen zurlckfihren. Durch Hinzunahme von weiteren
Funktionen kann zusatzlich eine bestimmte Asymmetrie in den Peaks beschrieben werden.
Die Peaks liefern qualitative und quantitative Informationen tber die untersuchte Mischung.

2.1. Identifizierung (qualitative Analyse)

Eine Identifizierung von Analyten wird Uber deren Retentionszeit, tz, bzw. Uber deren
Retentionsfaktoren, k;, vorgenommen.

Die Retentionszeit, tr;, ist jene Zeit, die von der Aufgabe der Probe bis zum Erscheinen des
Signalmaximums der Komponente i im Detektor verstreicht.
Die Zeit, welche die mobile Phase benétigt, um vom Ort der Probenaufgabe durch die
Trennsaule bis zum Detektor zu wandern, nennt man die Totzeit der Trennsaule, t, . Eine
nicht retardierte Substanz, d.h. ein Stoff, der von der stationaren Phase gar nicht
festgehalten wird, erscheint am Saulenende bereits nach t,.

Manchmal wird statt der Retentionszeit auch die Netto-Retentionszeit, t'r, verwendet. Diese
Zeit ist definiert als die Retentionszeit abziglich der Totzeit.

Die Retentionszeit ergibt sich aus folgendem einfachen aber wichtigen Zusammenhang

tRi = to(1+ kl)

Die Totzeit ist dabei experimentell nicht ganz einfach richtig zu bestimmen. In vielen Fallen
kann man sie daher besser aus den Dimensionen der Saule berechnen. Man verwendet
dabei folgende Formel:

5



Dabei ist V,, das Volumen der mobilen Phase in der Saule, w die FlieRgeschwindigkeit der
mobilen Phase in Volumeneinheiten pro Zeit, r der Innenradius der Saule, L deren Lange
und &, die Porositat des chromatographischen Betts. Fir totalpordse Teilchen besitzt €,
einen Wert in der Nahe von 0.75.

2.2 Chromatographische Kenngré3en

Da man bei der Chromatographie an einer Trennung von mindestens zwei Substanzen
interessiert ist, braucht man eine chromatographische Kenngréf3e, welche das Ausmalfd der
Trennung zwischen den Verbindungen beschreibt. Diese GroR3e ist die chromatographische
Auflésung, Rs, die wie folgt definiert ist:

Rs — ltR2 1ty
4 oy,

Dabei ist tgr, > tg1 und oy = halbe Peakbreite in 0.607facher Hohe des ersten Peaks in
Zeiteinheiten

Unter der Annahme, dass beide Peaks anndhernd gleiche Flachen besitzen, bedeutet ein
Wert von Rg = 1, dass die Peakflachen nur mehr zu 2.5 % Uberlappen. Man spricht dann von
einer annahernden Basislinientrennung. Ab Rs > 1.5 spricht man von Basislinientrennung.
Bei Werten < 1 ist die Uberlappung entsprechend starker und keine hinreichende Trennung
gegeben.
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Abbildung 2.1 Das Chromatogramm und seine Kenngrof3en

Wird die Retentionszeit zur ldentifizierung von Substanzen verwendet, so ist zu bedenken,
dass sie bei gleichen chromatographischen Bedingungen (Fluss, Temperatur,
Zusammensetzung der mobilen Phase etc.) flr eine Substanz konstant ist, aber von
folgenden Randbedingungen beeinflusst wird:

¢ Volumen der Trennsaule (= to)
o Art und verfigbare Oberflache der stationaren Phase (= k)
e Zusammensetzung der mobilen Phase (= k)
¢ Fliel3geschwindigkeit der mobilen Phase und (= to)
o Temperatur (= k)

Verwendet man den Retentionsfaktor, k; , so ist dieser von der Saulenldnge und der
FlieBgeschwindigkeit der mobilen Phase unabhangig.

Die Identifizierung eines Analyts kann UUber die Retentionszeit bzw. udber den
Retentionsfaktor nur dann erfolgen, wenn man die in Frage kommende Substanz als
Standard-Verbindung besitzt und die Retentionszeit (k Wert) dieses Vergleichstandards mit
der Retentionszeit (k Wert) der Probe vergleicht. Die chromatographischen Bedingungen fur
Standard und Probe missen dabei natirlich gleich sein. Es besteht zudem ein gewisses
Risiko, dass unter den gewahlten Chromatographiebedingungen zwei véllig verschiedene
Substanzen die gleiche Retentionszeit aufweisen. Um falsche qualitative Aussagen zu
vermeiden, kann man folgende Strategien wéhlen:

e Man chromatographiert Probe und Standards unter mehreren verschiedenen
Chromatographiebedingungen (z.B. anderer stationdrer und mobiler Phase) und
vergleicht die jeweiligen Retentionszeiten. Es wird dabei immer unwahrscheinlicher, dass
unterschiedliche Substanzen auch unter verschiedenen chromatographischen
Bedingungen wiederum gleiche Retentionszeiten besitzen.

e Man wahlt geeignete Detektoren, die weitere Informationen tber die jeweilige Substanz
liefern kénnen.

Setzt man in der obigen Definitionsgleichung der Auflésung, Rs, fir die Retentionszeit und
die Standardabweichung die bereits zuvor abgeleiteten Ausdriicke ein, erhalt man eine
Gleichung, welche die Abhangigkeit der Auflosung von den operativen Parametern
(Retentionsfaktor, Trennstufenzahl) angibt.

Rs :l(aji _1) ‘< JN;

4 k, +1

a; ist dabei der Selektivitatskoeffizient oder Trennfaktor, definiert als

Er charakterisiert die Fahigkeit eines Phasensystems zwei Substanzen zu trennen. Im
Zahler stehen immer die Daten der zuletzt eluierenden Substanz, daher ist a = 1.



Die bei einer gegebenen Trennung realisierte Zahl der theoretischen Trennstufen, N, a3t
sich aus der Verbreiterung der Analytpeaks und der Retentionszeit nach folgender Formel
berechnen:

Moéchte man als Malf3 fur die Peakverbreiterung nicht ; (Halbe Peakbreite in 0.607 der
Peakhothe) heranziehen, sondern die Peakbreite auf halber Peakhdhe, wy,, so verandert
sich die obige Formel nur um einen konstanten Faktor.

2

tRi

2
Wi/

N, =5.54

Bei der Bestimmung der Peak-Asymmetrie wird eine senkrechte Linie vom Peakmaximum
auf die Basislinie gezogen. Das Verhaltnis der beiden Basisliniensegmente in 10% der
Peakhothe gibt den Asymmetriefaktor an.

A=l
a

a...... Segment vor dem Peakmaximum
b....... Segment nach dem Peakmaximum

2.3 Quantitative Analyse

Erst nach der qualitativen Analyse, bei der die Substanzen mit groRtmoglicher Sicherheit
identifiziert worden sind, ist eine Quantifizierung maoglich. Zur richtigen Quantifizierung von
Substanzen mittels Chromatographie sollte so weit wie moglich eine Basislinientrennung der
entsprechenden Peaks erreicht werden. Fiur die quantitative Auswertung gibt es zwei
Mdglichkeiten: Zum einen ist die Flache, zum anderen die Hohe des Peaks proportional der
Stoffmenge. Wenn man verschiedene Standardldsungen mit genau bekannter Konzentration
chromatographiert, die zugehotrigen Peakflichen oder Peakhthen bestimmt und eine
Kalibrierkurve erstellt, kann man aus den Peakflachen oder Peakhthen einer unbekannten
Probe deren Konzentration bestimmen.

Schlechte Reproduzierbarkeit wird in der Chromatographie im allgemeinen auf fehlerhafte
Injektion, Detektion oder Integration zurlckgefiihrt. Bei konzentrationsabhéngigen
Detektoren (wie z.B. den optischen Detektoren in der HPLC) ist die Peakflache umgekehrt
proportional zur Flussrate.



(i) Detektionslimit (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ)

Das kleinste erfal3bare Signal kann nicht kleiner sein als die doppelte Héhe des grof3ten
Rauschpeaks. In Abb. 2.2 ist das fir 5 ng einer Substanz dargestellt. Wirde noch weniger
Probe aufgegeben, so kdnnte man das Signal nicht mehr vom Rauschen unterscheiden.
Vorsicht ist geboten bei Angaben wie:

«Detektor X kann noch 1 ng einer Substanz erfassen». Diese Stoffmenge ist von vielen
Einflussfaktoren abhéngig, u.a. vom k-Wert und der Verweilzeit im Detektor. Die
Bestimmungsgrenze oder LOD (Limit of Detection) ist von der Empfindlichkeit der Detektion
und vom Rauschen des Detektors abhangig.

Signal : Noise =2 : 1

IATAYARLWIWIY

50 ng 5ng

Abbildung 2.2 Kleinstes erfassbares Signal

Die Bestimmungsgrenze oder Limit of quantitation (LOQ) ist die geringste Menge eines
Analyten in der Probe, die noch mit einer ausreichenden Prézision und Genauigkeit
bestimmt werden kann.

(ii) Linearer und dynamischer Bereich

Im idealen Fall gibt der Detektor ein der jeweiligen Stoffmenge (Konzentration)
proportionales Signal, d.h., die Signal-vs.-Konzentration Kurve ist eine Gerade. Diese
Linearitat ist bei realen Detektoren natlrlich nicht unendlich grof3, sollte aber einen méglichst
weiten Bereich umfassen (Abb. 2.3). Der lineare Arbeitsbereich erstreckt sich bei UV-
Detektoren im allgemeinen tUber mehrere Zehnerpotenzen. Die Fluoreszenz-Detektion hat
meist einen etwas kleineren linearen Bereich. Im allgemeinen hé&ngt der Umfang des
linearen Bereiches vom Detektionsprinzip ab. Befindet man sich mit der zu bestimmenden
Konzentration auf3erhalb des linearen Bereiches, kann man bei zu hohen Konzentrationen
durch Verkleinern der Probenaufgabemenge oder durch Verdinnen der Probe wieder in den
linearen Bereich des Detektors gelangen. Jedenfalls sollte man prifen, ob dieser Bereich
verlassen wurde.
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Abbildung 2.3 Linearer Bereich eines Detektors

Nach unten wird der dynamische Bereich durch die Nachweisgrenze (LOD), also durch das
Rauschen bei minimalen Konzentrationen, limitiert. Hat man Proben mit Konzentrationen
unterhalb der Nachweisgrenze, mul3 entweder die Probenaufgabemenge erhdht oder ein
empfindlicheres Detektionsverfahren angewendet werden. Fuhrt beides nicht zum
gewunschten Ziel, muf3 die Probe in einem vorhergehenden Schritt angereichert werden.

(iii) Auswertealgorithmen

Jeder Datenpunkt im Chromatogramm wird mit dem vorherigen Wert verglichen und die
Steigung (gegeniiber der Zeitachse) ermittelt. Ubersteigt die Steigung einen vorher
gewahlten Wert, der fir das Rauschen der Basislinie charakteristisch ist, und sind mehrere
Steigungen hintereinander positiv, so entdeckt das System einen Peakanfang. Auf die
gleiche Weise mit entsprechend negativen Steigungen wird das Peakende gefunden. Peak-
anfang und Peakende werden in der graphischen Darstellung durch senkrechte Linien -
sogenannte Integrationsmarken - gekennzeichnet.

Ein wichtiges Problem bei der Integration liegt aber in der Festlegung der Basislinie. Im
einfachsten Fall werden dazu die Punkte des Peakanfangs und des Peakendes miteinander
verbunden. Es ist einleuchtend, dass diese Methode bei freistehenden Peaks, d.h. bei
Basislinientrennung, meist gute Ergebnisse liefert, bei Uberlappenden Peaks aber groRRe
Fehler auftreten kdnnen. Trotzdem liefert das automatische Integrationsverfahren auch fur
diese Peaks Flachenwerte, die durchaus reproduzierbar sein kénnen. Wichtig ist aber, sich
immer die Frage zu stellen, ob diese Flachen auch richtig sind. Dies ist schwierig zu
beurteilen, da sowohl dem Datensystem wie auch dem Betrachter nur die Summen- oder
Hullkurve bekannt ist.

Bei teilweise Uberlappenden Peaks wéhlen die meisten automatischen Auswerteverfahren
eine Rechenvorschrift nach der Methode der «Lotfallung»: Man fallt das Lot vom Minimum
zwischen den Peaks auf die Basislinie und integriert die beiden Peakabschnitte. Den linken
Peakabschnitt ordnet man komplett dem linken Peak zu, und den rechten Abschnitt dem
rechten Peak. Die dabei gemachten Fehler sind nur dann klein, wenn das
Peakhdhenverhaltnis nahe 1:1 ist. In Abb. 2.4 sind zwei symmetrische (gaul3férmige) Peaks
mit einem Flachenverhaltnis von 1:3 dargestellt. Féllt man das Lot an der tiefsten Stelle der
Summenkurve und teilt die Flachen nach dem obigen Verfahren, so wird die berechnete
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Flache des kleinen Peaks zu klein, diejenige des grofRen Peaks etwas zu grof3. Das so
durchgefiuhrte Integrationsverfahren wirde das Flachenverhéltnis als 0,98:3,02 bestimmen.

Abbildung 2.4 Peakflachenberechnung durch Lotfallung

Abbildung 2.5 zeigt, dass insbesondere der Fehler in der Quantifizierung des kleineren
Peaks umso grof3er wird, je kleiner dieser Peak in Relation zum Uberlappenden gréf3eren

Peak wird.

100 % 96 %

Abbildung 2.5 Fehler bei der Peakflachenberechnung durch Lotfallung

Die Diskussion macht deutlich, wie wesentlich es ist, die Auswerteergebnisse von
Integratoren oder Computersystemen an Hand der bildlich dargestellten Chromatogramme
auf Plausibilitat zu Gberprifen.

Insbesondere missen die markierten Integrationsgrenzen fur die einzelnen Peaks und die
Lage der berechneten Basislinie kontrolliert werden. Gegebenfalls kann es notwendig sein,
eine Neu-Integration mit verdnderten Integrationsparametern (Peakanfang, Peakende,
Basislinie, Lotfallung) durchzufiihren. Dies ist leicht moglich, da die Rohdaten des

Chromatogramms gespeichert sind.
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3. Arbeitsweise der Saulenchromatographie

Bei der Saulenchromatographie befindet sich die stationdre Phase in einer Saule. Diese
Technik wird in der Gas- und Flussigkeitschromatographie angewandt. Zur Aufnahme eines
Chromatogramms bendétigt man einen Chromatographen, dessen Funktionsprinzip in Abb.
3.1 dargestellt ist. Dies gilt sowohl fir die Gas- als auch fir die Flissigkeitschromatographie,
wobei sich aber die Bauteile im einzelnen erheblich voneinander unterscheiden. Die mobile
Phase wird in der GC als Tragergas, in der HPLC als Eluent bezeichnet.

Probenaufgabe
Trenn-
Fordersystem saule
A e
X Detektor
Eluentenvorrat

Abbildung 3.1 Prinzip eines Saulenchromatographen

Von einem Fordersystem wird die mobile Phase kontinuierlich aus einem Vorratsbehélter

durch das Trennsystem, d.h. durch die Saule, gepumpt. Eine bestimmte Menge der Probe
wird Uber ein Aufgabesystem am Anfang der Trennséaule in die mobile Phase eingebracht,
ohne dass dabei der Fluss der mobilen Phase unterbrochen wird. Die mobile Phase
befordert die Probe anschlieRend durch das chromatographische Bett in der Trennsaule.
Alle Leitungen und Verbindungsstiicke sollen mdglichst kurz und eng sein und keinen
Anlass fur Wirbelbildung und eine damit verbundene Durchmischung geben.
Durch die Wechselwirkungen zwischen Probe und stationdrer Phase erfolgt in der
Trennsdule die Trennung der Probe in ihre einzelnen Komponenten. Die voneinander
getrennten Substanzen verlassen nacheinander die Saule und werden von der mobilen
Phase zum Detektor geleitet, der von jeder Komponente ein der Konzentration (bzw.
Menge) entsprechendes elektrisches Signal erzeugt (zumeist ein Spannungssignal). Dieses
Signal wird an ein angeschlossenes Registrierungssystem (zumeist elektronisches
Datensystem) weitergegeben, welches das entsprechende Chromatogramm (Spannung
gegen Zeit) aufzeichnet. Die registrierten Signale der einzelnen Substanzen nennt man
Peaks. Zwischen den einzelnen Peaks durchstromt nur die mobile Phase den Detektor; das
Chromatogramm befindet sich dann auf der Basislinie.

3.1 Probenaufgabesystem

Die Probenaufgabe soll ermdglichen, dass ein exakt definiertes Volumen der
Probenlésung unmittelbar und in reproduzierbarer Weise auf die Trennsaule
aufgebracht wird, ohne dabei den Eluentenflul3 zu unterbrechen.

Als Standard fur die Probeninjektion hat sich in der HPLC die drucklose Dosierschleife tiber
ein 6-Wege-Ventil direkt vor der Trennsaule durchgesetzt. Dieses Hochdruckventil besitzt
zwei Stellungen — LOAD und INJECT. Wie in Abb. 3.2 dargestellt, sind je nach Stellung des
Ventils immer zwei Kanéle miteinander verbunden.
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4 Hochdruckpumpe
5§ Trennsaule

Abbildung 3.2 Probenaufgabe Uber Dosierschleife

LOAD-Stellung: Die Probe wird mit Hilfe einer Spritze drucklos in die Dosierschleife gespritzt
(bei der manuellen Durchfiihrung mit dem 3 — 5fachen Schleifenvolumen, um die Schleife
homogen zu fullen) Der Eluent flie3t wahrenddessen von der Pumpe durch das Ventil zur
S&ule und hélt den Eluentenflu® zur Trennséule aufrecht.

INJECT- Stellung: Durch Verdrehen der Ventilscheiben wird das Ventil in die
Injektionsstellung gebracht. Der Eluent fliel3t nun von der Pumpe durch die Dosierschleife
und spult dabei die aufgegebene Probe auf die Trennsaule.

Bei der automatischen Probenaufgabe Gbernimmt diese Aufgaben ein Autosampler.

Die Dosierschleifen weisen meist ein Volumen zwischen 1 bis 1000uL auf.

3.2 Isokratische Elution und Gradientenelution

Bei der isokratischen Elutionsweise wird die Zusammensetzung der mobilen Phase wéhrend
der Analyse konstant gehalten. Dies kann dazu fiihren, dass mdglicherweise

e die ersten Peaks schlecht aufgeldst sind,
o die letzten Peaks breit und flach eluieren; sie kdbnnen im Rauschen untergehen.

Zur Losung dieses Elutionsproblems gibt es die Mdglichkeit, dass man mit einem
Lésungsmittelgradienten chromatographiert. Diese Methode bewirkt, dass
im Chromatogramm die ersten Peaks auseinandergezogen und die letzten schneller
eluiert und somit zusamengedrickt werden. Der Losungsmittelgradient muf3 also so
gewahlt werden, damit er die schnellsten Peaks eluieren kann und spéater auch
die stark verzdégerten Komponenten gut eluieren. Die Elutionskraft der mobilen
Phase mul daher wéhrend der Elution zunehmen.
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M Isokratische Elution

Gradientenelution

il

Abbildung 3.3 Auftrennung bei isokratischer Elution und Gradientenelution

Prinzipiell kann man bei der Gradiententechnik zwischen Niederdruck- und
Hochdruckmischung unterscheiden. Beim Niederdruckgradienten werden die
Eluentenkomponenten zeitgesteuert iber Magnetventile im Niederdruckbereich gemischt,
um dannn von einer Hochdruckpumpe geférdert zu werden.

Bei einem Hochdruckgradienten bendtigt man fir jedes Losungsmittel eine eigene
Hochdruckpumpe. Fir einen binaren Gradienten bendétigt man also zwei Hochdruckpumpen.
In einer kleinen Mischkammer hinter den Pumpen werden die beiden Eluenten gemischt und
gelangen danach auf die Trennsaule.

3.3 Detektion

Mit Hilfe eines Detektors kann man erkennen, wann eine Substanz aus der Saule eluiert
wird und kann deren Konzentration (Menge) in Abh&ngigkeit von der Zeit messen. Ein
Detektor muRB also die Anderung der Zusammensetzung der mobilen Phase feststellen,
diese in ein elektrisches Signal umwandeln und das Signal an ein Datensystem weiterleiten.
Dieses zeichnet dann einen ,Peak” als Abweichung von der Null- oder Basislinie auf.

Manche Detektoren zerstoren die untersuchten Proben aufgrund der angewandten Technik,
z.B. durch Verbrennung oder Elektronenbeschuss. Es gibt also destruktive und nicht-
destruktive Detektoren. Diese Tatsache ist wichtig, falls man mehrere Detektoren in Reihe
schalten moéchte. Hierbei wird das Eluat nach Durchgang durch den ersten Detektor in einen
zweiten Detektor, der nach einem anderen Messprinzip arbeitet, geleitet. Bei dieser Technik
mufd der erste Detektor nicht-destruktiv sein, damit der zweite Detektor die intakte Substanz
registrieren kann.
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Ein anderes wichtiges Charakteristikum von Detektoren ist die Konzentrations- oder
Massenabhéngigkeit. In einem konzentrationsabhéngigen Detektor ist die Signalstéarke
proportional  zur  Probenkonzentration in der mobilen Phase. In einem
massenstromabhangigen Detektoren ist die Signalstérke proportional zur durchlaufenden
Probenmenge pro Zeit. Nahezu alle in der HPLC eingesetzten Detektoren sind
konzentrationsabhangige Detektoren

3.3.1 Universelle Detektoren

Sie sprechen auf alles an, was die Saule verlasst. Sie sind manchmal sicher sinnvoll,
kénnen aber auch Probleme aufwerfen. Eine schlechte chromatographische Trennung kann
die Detektion der gesuchten Komponente stéren, wenn der Detektor alles registriert, was die
Saule verlasst. Universelle Detektoren sprechen auch auf kleine Fluktuationen im Fluss der
mobilen Phase und der Temperatur an. Allgemein werden sie fir Verbindungsklassen
verwendet, die mit UV- oder Fluoreszenzdetektoren nicht oder nur sehr schwer erfassbar
sind.

Lichtstreudetektor: Das in einer Dise vernebelte Eluat wird in einer geheizten Driftkammer
in ein Aerosol umgewandelt, dessen Partikelkonzentration Uber Streulichtmessungen
gemessen wird.

Brechungsindexdetektor: Die optische Messzelle eines Brechungsindexdetektors besteht
aus zwei Kompartimenten fir Analyt und Referenz. Die Referenzzelle enthalt den reinen
Eluenten, die Analytzelle wird von dem S&uleneluat durchstrémt. Es werden alle Substanzen
registriert, die eine Anderung des Brechungsindex gegeniiber dem reinen Eluenten in der
Referenzzelle bewirken. Die Empfindlichkeit ist davon abhangig, wie stark sich die
Brechungsindices von reinem Eluenten und geldster Substanz unterscheiden. Aufgrund
dieser generell eher kleinen Differenz ist die Detektorempfindlichkeit beispielsweise im
Vergleich zur UV-Absorptionsdetektoren geringer.

3.3.2 Selektive Detektoren

Sie konnen elementselektiv, strukturselektiv (z.B. Doppelbindung, fluoreszierende
Strukturen, reduzierbare, oxidierbare Strukturen) oder selektiv auf andere Eigenschaften
(z.B. Molekulare Masse) sein.

UV-VIS-Absorptionsdetektor: Das Mel3prinzip beruht auf der Messung der Lichtintensitéat
eines durch eine Messzelle durchgeschickten Lichtstrahls einer bestimmten Wellenldnge.
Die Abschwachung des Lichts erfolgt nach dem Lambert-Beerschen Gesetz. Es kdnnen nur
Substanzen detektiert werden, die Licht der jeweiligen MelRwellenlédnge auch absorbieren.

Diodenarraydetektor: Nach Durchgang durch eine Messzelle fallt das Licht auf ein
sogenanntes Diodenarray. .Dieses besteht aus einer gro3en Anzahl nahe
beeinanderliegender, fest installierter Photodioden. Auf jedes dieser Dioden trifft Licht eines
bestimmten Wellenlangenbereichs. Diese Photodioden werden in regelméaiigen und kurzen
Abstdnden ausgelesen und man erhélt ein vollstiandiges Absorptionsspektrum. Dies
ermoglicht:

e Peak- Reinheitstest Uber den Spektrenvergleich

o Peak Identifizierung tber Vergleichsspektren

e \Wahl der optimalen Wellenlange zur Detektion verschiedener Substanzen
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Fluoreszenzdetektor: Mit einem Fluoreszenzdetektor konnen Substanzen im S&uleneluat
nachgewiesen werden, die durch Bestrahlung zur Fluoreszenz angeregt werden. Das
Fluoreszenzlicht, das sich in alle Raumrichtungen ausbreitet, wird senkrecht zur
Anregungsrichtung gemessen.

Durch Fluoreszenzdetektion kann die Empfindlichkeit gegeniiber der Absorptionsmethode
um etwa den Faktor 1000 gesteigert werden bei gleichzeitiger Erhdhung der Selektivitat.

Elektrochemischer Detektor: Der elektrochemische Detektor ist selektiv flir Substanzen,
die elektrochemisch oxidierbar oder reduzierbar sind. Er weist eine sehr hohe
Nachweisempfindlichkeit auf (pg-Bereich) und basiert auf dem Dreielektrodensysem. Als
Vergleichselektrode dient meist eine Ag/AgCl-Elektrode. Fiur die Arbeits- und Hilfselektrode
wird meist glassy carbon verwendet. Man kann grundsatzlich zwischen zwei
Funktionsprinzipien unterscheiden. Bei einem coulometrischen Detektor findet ein
vollstandiger Umsatz an der Arbeitselektrode statt. Werden hingegen nur 5 bis 10%
umgesetzt, handelt es sich um einen amperometrischen detektor

Leitfahigkeitsdetektor: Er ist pradestiniert fir die Detektion von lonen in wassrigen
Losungen. Es wird eine pulsformige Wechselspannung an die beiden MefRelektroden
angelegt und der ohmsche Widerstand wird zu einem bestimmeten Zeitpunkt gemessen. Da
die Leitfahigkeit einer Elektrolytlésung temperaturabhangig ist, ist die Thermostatisierung
der Melzelle bzw. die elektronische  Kompensation eines  auftretenden
Temperaturgradienten sehr wichtig. Zusétzlich wurden zur Unterdrickung des
Hintergrundrauschens verschiedene Verfahren entwickelt.

3.3.3 Spezifische Detektoren

Sie sind so selektiv, dass sie bestimmte Strukturen oder Elemente mit einem hohen Grad an
Zuverlassigkeit nachweisen konnen. Manchmal werden diese Detektoren sogar fur
gualitative Analysen einer Substanz eingesetzt. Z.B. haben Massenspektrometrie und
Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie (FTIR) eine hohe Spezifitét.
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4. Trennmethoden

4.1 Normalphasenchromatographie

Als Saulenfullmaterialien verwendet man Silikagele oder Aluminiumoxid. Bei einer Kieselgel
Phase enthalt das Tragermaterial freie Silanolgruppen an seiner Oberflache. Es ist also
polar. Die Silanolgruppen sind ,aktiv" und treten mit den zu trennenden Komponenten in
Dipol-Dipol-Wechselwirkung. Da die stationare Phase polar ist, muf} die mobile Phase
unpolar sein. Besitzt der Analyt polare und gleichzeitig unpolare Anteile, so richtet es sich so
aus, dass die polaren Molekilgruppen bevorzugt zur polaren stationdren Phase gerichtet
sind und dort in Wechelwirkung treten (Abb. 4.1). Als Eluenten werden Hexan, Heptan,
Methylenchlorid, Essigester oder auch Mischungen davon verwendet. Die zu analysierende
Probe mul3 wiederum in dem unpolaren Eluenten I6slich sein.

Ein typischer Nachteil der Normalphasenchromatographie ist der starke Einflul? von Spuren
von Wasser im Eluenten, welches auf der Silikaoberflache adsorbiert wird und die
Silanolgruppen deaktiviert.

polare unpolare
stationére Phase mobile Phase

Si-O-H
Si-O-H

Si-O-H

e I R N N
polar | unpolar —?~?_?_?_?_?_
Si-O-H

Probe Eluent

Si-O-H
Si-O-H
Si-0O-H

Séule

Abbildung 4.1 Normalphasenchromatographie

Bei polar gebundenen Phasen wurde die Silikatoberflache mit polaren funktionellen Gruppen
derivatisiert, wodurch sie weniger empfindlich gegen Spuren von Wasser sind.

Als Beispiel sind die Diol-Phase (CH,-CH,-CH,-O-CHOR-CH,-OH) und
die Cyano- oder Nitril-Phase (CH,-CH,-CH,-CN) zu erwahnen.

Betrachtet man die Retentionsreihefolge, so wird die Substanz mit der héchsten Polaritat am
starksten und die mit der geringsten Polaritdt am schwachsten retentiert.
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4.2 Reversed-phase-Chromatographie

Wie der Name schon sagt, arbeitet man hier mit umgekehrten Verhaltnissen, d.h. die
stationdre Phase ist unpolar, die mobile Phase polar.

Hierbei wird das Kieselgel chemisch modifiziert. Umkehrphasen (RP-Phasen) erhalt man,
wenn man die Silikatoberflache mit hydrophoben funktionellen Gruppen bedeckt.
Hauptsachlich sind dies C8- (Octyl), C18- (Octadecyl) oder Phenyl-Phasen.

Das chemisch mit Alkylgruppen modifizierte Kieselgel bildet die unpolare stationare Phase,
die mobile Phase ist polar. Unpolare Molekiile bzw. die unpolaren Anteile in einem Molekl
halten sich bevorzugt an der unpolaren stationdren Phase auf (Abb. 4.2).

Probensubstanzen werden von der reversed—phase Oberflache umso stéarker festgehalten,
je unpolarer bzw. je weniger wasserloslich sie sind. An Umkehrphasen kann man sowohl
polare, mittelpolare wie auch sehr unpolare und Stoffe trennen. Als mobile Phasen werden
am haufigsten Methanol-Wasser-Mischungen und Acetonitril-Wasser-Mischungen
verwendet. Nahezu alle Probenmolklle werden mit einem Anteil an organischem Modifer
von 10 bis 90 % eluiert.

polare unpolare
stationare Phase mobile Phase

8i-G;
81—C;

81-C;

Si-Cq H H
unpolar| polar Sy A
si-C. o

Probe Eluent

8l
Si=C;
S1—G;

Saule Cg =~ (CHy), — CH,

Abbildung 4.2 Reversed-phase Chromatographie

lonische Probensubstanzen werden nicht retardiert, sie werden am besten mit
lonenaustuasch- oder lonenpaar-Chromatographie getrennt.

4.3 AusschluRchromatographie

Die AuschlulBchromatographie (size exclusion chromatography (SEC)) ist eine
flissigchromatographische Trennmethode, die eine Analyse von Molekilen im Oligomer-
und Polymerbereich erlaubt. Bei Verwendung von organischen Eluenten wird das
Verfahren auch Gel-Permeationschromatographie (GPC) genannt. Dabei
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werden groRe Probenmolekile durch ihre effektive GroRe in einer Losung getrennt.
Der Hauptvorteil besteht in der Mdglichkeit, Molekulargewichtsverteilungen im Bereich
von etwa 107 bis 10 mit vorhersagbaren Retentionszeiten bestimmen zu kénnen.

Bei der Ausschluf3-Chromatographie soll keine Wechselwirkung zwischen Probenmolekiile
und stationdarer Phase stattfinden. Es werden pordse Saulenmaterialien mit definierter
Porengrol3e verwendet. Die Probenmolekile dringen in diese Poren ein, wobei kleine
Molekule weiter hineingelangen als grof3e Molektile GroRe Moelkule verlassen deshalb
zuerst die Trennsaule, danach Molelle mit mittlererer GréRe und am Ende kommen die
kleinen Molekile mit der gréf3ten Verweildauer in der Trennsaule.

Alle injizierten Moekule werden innerhalb des S&ulentotvolumens eluiert und es tritt keine
Peakverbreiterung mit zunehmender Retentionszeit auf.

4.4 lonenaustausch-Chromatographie

Zur Trennung von anorganischen Kationen und Anionen, die sich mit der lonenpaar-
Chromatographie nicht trennen lassen, kommt die lonenaustauschchromatographie zum
Einsatz. Als stationdre Phase wird eine polymere Matrix aus Harz oder Kieselgel eingesetzt,
an deren Oberflache saure oder basische Gruppen gebunden sind.

Haufig werden organische lonenaustauscher auf Basis von Styrol-Divinilbenzol verwendet
(Abb 4.4), an die in weiterer Folge durch chemische Reaktion austauschaktive Liganden
angebracht werden.

CH=CH, CH=CH, - ~CH—CH,—CH—CH;~ CH—CH,—
CH—cH—
CH=CH, } 3

----- —?H—CHZfH—C H,

Abbildung 4.4 Reaktion von Styrol mit Divinylbenzol zu einemStyrol-Divinylbenzolcopolymer

In Bezug auf die lonenaustauschaktiven Liganden kénnen lonenaustauscher in starke und
schwache lonenaustauscher eingeteilt werden.

Starke lonenaustauscher tragen Uber den gesamten pH-Bereich eine Ladung, wéahrend
schwache lonenaustauscher nur in einem eingeschrankten pH-Bereich ionisch vorliegen.
Austauschaktive Gruppen fir starke lonenaustauscher sind Sulfonséduregruppen bzw.
quarternare Ammoiumgruppen, fir schwache lonenaustauscher Carboxylgruppen bzw.
primare bis tertidre Aminogruppen.

Der Trennmechanismus einer lonenaustauschtrennung wird am Beispiel einer
Anionentrennung naher erlautert. Die Saule ist mit einem stark basischen
lonenaustauscherharz gefillt. Als mobile Phase dient eine verdinnte wassrige Salzldsung,
deren Anionen das Gegenion zur basischen lonenaustauschgruppe bilden. Nach Injektion
der Probenlosung adsorbieren die Anionen aus der Probe an der stationdren Phase, die dort
befindlichen Gegenionen aus dem Laufmittel werden freigesetzt und verlassen ohne weitere
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Verzégerung das Trennsystem. Es bildet sich ein erster Peak, der ein positives oder
negatives Signal ergeben kann.

Die adsorbierten Anionen werden nun durch die kontinuierlich vorbeistrémenden Anionen
der mobilen Phase ausgetauscht und es findet ein laufender Gleichgewichtsprozel3 statt. Die
Trennung der Anionen wird dabei durch deren unterschiedliche Affinitat zur stationaren
Phase bestimmt. Damit werden die Anionen in der Reihenfolge ihrer Ladungszahl, ihres
Durchmessers und ihrer Polarisierbarkeit eluiert.

Als  Detektor wird meist ein Leitfahigkeitsdetektor = verwendet, wobei die
Nachweisempfindlichkeit von der Leitfahigkeitsdifferenz zwischen den lonen der Probe und
des Puffers abhangt. Wenn deren Aquivalenzleitfahigkeiten dhnlich sind, ergibt sich eine
geringe Nachweisempfindlichkeit als Folge der geringen Leitfahigkeitsdnderung.

Zur Unterdrickung der Eluentenleitfahigkeit existieren zwei Mdglichkeiten:

° Systeme mit chemischer Suppression
° Systeme mit elektronischer Suppression

4.4.1 Suppressorsysteme

lonenchromatographie mit chemischer Suppression der Eluentleitfahigkeit bedeutet, dass
vor dem Leitfahigkeitsdetektor der Eluent mit sehr hoher lonenstarke in ein schwach
leitendes Medium umgewandelt wird. Dieses Suppressormodul befindet sich unmittelbar vor
dem Detektor und kann eine zweite lonenaustauschersaule sein.

Bei der Anionenchromatographie mit Hydrogencarbonat-Natriumcarbonat im Eluenten
werden diese in ihre Saureform bzw. CO, umgewandelt. Gleichzeitig werden auch alle
Anionen der Probe in die Saureform umgewandelt (siehe Abb. 4.5). Die stark leitenden
Mineralsauren (H*-lonen haben die groRte lonenbeweglichkeit) gelangen nun in Gegenwart
der nur schwach leitenden Kohlensaure in den Leitfahigkeitsdetektor und kénnen daher sehr
empfindlich nachgewiesen werden.

Probe F', CI', SO 3 3
Eluent 4 ush F Cl SO,

Na,CO, ﬂ A A A

Analytische Saule

TNaF, NaCl,
Na,SO, in Na,CO, uSA =

SO,
Suppressoreinheit

y HF, HC,
H,SO, in H,0 und CO,

Abbildung 4.5 lonenchromatographie mit und ohne Suppression
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Bei der Kationenchromatographie erfolgt die Suppressorreaktion fir die Kationen mit HCI als
Eluenten. In diesem Fall enthalt die Suppressorsaule einen stark basischen
lonenaustauscher in der Hydroxidform, so dass die Proben zu Hydroxiden und der Eluent zu
nichtleitendem Wasser umgewandelt wird.

Dieses Zweisdulensystem verbessert zwar die MeRempfindlichkeit, ist jedoch auch die
Ursache neuer Probleme (Regeneration der  Suppressorsaule, zuséatzliche
Peakverbreiterung).  Dieser  Nachteil konnte durch die  Entwicklung  von
Hohlfasermembransuppressoren eliminiert werden, mit der ein kontinuierliches Arbeiten
gewabhrleistet ist. Der Suppressor besteht aus einer lonenaustauschermembran in Form
eines langen dinnen Schlauches. Das Sauleneluat wird durch das Innere der
Hohlfasermembran geleitet, die Regenerierldsung ( z. B. verdinnte Schwefelsdure) nach
dem Gegenstromprinzip an der Aul3enseite der Membran vorbeigefiihrt. Die Kapazitat fur
die chemische Unterdriickung ist allerdings bei dieser Methode begrenzt.

Eine absolute wartungsfreie, kontinuierliche Regenerierung wurde durch die Entwicklung
des elektrochemischen Suppressors maglich. Elektrochemische Suppressoren
regenerieren sich selbst mit Wasser und elektrischem Strom. Das Wasser wird aus dem
Eluenten nach dem Durchgang durch die Leitfahigkeitszelle bezogen. Dieses Verfahren
ermoglicht die Verwendung von hochkapazitiven Trennséulen und die Bestimmung hoher
Elektrolytkonzentrationen durch drastische Erweiterung des dynamischen Bereichs.

Der elektrochemische Suppressor ist vom Aufbau her dem Membransuppressor ahnlich,
enthalt aber zusatzlich zwei Elektroden fir die Elektrolyse. Insgesamt sind drei
Reaktionszonen zu betrachten: der Anodenraum, der Kathodenraum und der Raum
innerhalb der lonenaustauschermembran.

Elektrochemische Suppression fir Anionen (Abb. 4.6): Als Eluent wird Natronlauge
oder ein Gemisch von Natriumcarbonat und Natriumhydrogencarbonat verwendet. Bei
Anlegen einer Spannung erfolgt die elektrolytische Zersetzung von Wasser. An der Anode
werden Hydroniumionen und Sauerstoff gebildet, an der Kathode Wasserstoffgas und

Hydroxidionen. Die Hydroniumionen des Anodenraumes wandern durch die
Kationenaustauschermembran und kombinieren mit den Eluationen — in diesem Beispiel mit
den Hydroxidionen — 2zu Wasser. Von den Probenbestandteilen werden die

korrespondierenden Sauren gebildet. Gleichzeitig wandern Natriumionen durch die
Membran in den Kathodenraum und kombinieren mit den an der Katode gebildeten
Hydroxidionen, um die Elektroneutralitat zu erhalten Die Hydroxidionen werden durch
Donnan-AusschluR* an der Kationenaustauschermembran am Eintritt in den Eluatraum
gehindert.

! lonentauschermembranen bestehen aus Wasser — gequollenen Polymernetzwerken, an denen iiber kovalente
Bindungen elektrisch geladene chemische Gruppen (z. B. COO—, SO3—, PO4—, NR4+) fixiert sind. Die
Gesamtladung der Membran wird durch mobile Gegenionen ausgeglichen, die in der wassrigen Phase gelost
sind. Diese mobilen Gegenionen kénnen durch andere mobile lonen mit gleichem Ladungsvorzeichen
ausgetauscht werden, sobald die Membran in Kontakt mit einer Salzlésung gebracht wird. Folglich kénnen alle
lonen mit dem gleichen Ladungsvorzeichen wie die mobilen Gegenionen diese Membran passieren, wéhrend
entgegengesetzt geladene lonen — mit dem gleichen Ladungsvorzeichen wie die fixierten lonen (funktionelle
Gruppe) des Membrannetzwerkes (Polymermatrix) — abgewiesen werden.
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Abbildung 4.6 Elektrochemische Suppression fiir Anionen

4.5 lonenpaar-Chromatographie

Die lonenpaar-Chromatographie ist eine Alternative zur lonenaustauschchromatographie.
Mischungen von Sauren, Basen und Neutralstoffen lassen sich haufig nicht gut mit
lonenaustausch-Methoden trennen. In diesen Fallen wendet man die lonenpaar-
Chromatographie an. Dabei werden die fir die reversed-phase Chromatographie
entwickelten Umkehrphasen als stationédre Phase verwendet. Der mobilen Phase wird ein
organischer ionogener Stoff zugesetzt, der mit einer entgegengesetzt geladenen
Probenkomponente ein lonenpaar bildet. Dieses ist chemisch gesehen ein Salz, verhalt
sich aber wie ein nicht-ionisches organische Molekil, das sich mittels reversed-phase
Chromatographie trennen lasst. Als lonenpaar-Reagenzien zur Verzdégerung von
Saureanionen werden im allgemeinen Tetraalkyl-Ammonium-Verbindungen verwendet.
Zur Verzogerung von Basekationen haben sich Alkylsulfonate oder Alkylsulfate bewéhrt.

Abbildung 4.7 zeigt den Mechanismus der lonenpaarchromatographie am Beispiel einer
organischen Sulfonséure in der Probe. Die Anionen der Sulfonsdure bilden mit den in der
mobilen Phase im UberschuRR zugesetzten Tetraalkylammoniumionen ein nach auRen
elektrisch neutrales lonenpaar, das sich an die hydrophobe Oberflache der stationare
Phase anlagern kann. Andere lonen (z.B. Pufferionen) und ungeladene Verbindungen
(Losungsmittelmolekile) in der mobilen Phase treten mit diesen lonenpaaren um die
verflugbaren aktiven Zentren auf der stationdre Phase in Konkurrenz. Bei der freien Sdure
tritt wegen der elektrischen Ladung eine viel geringere oder keine Wechselwirkung mit der
stationdren Phase auf, das Gleichgewicht ist weitgehend zur Losung hin verschoben.
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Abbildung 4.7 Mechanismus der lonenpaarchromatographie
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