8 HPLC-Chromatographie

Mit der Chromatographie kénnen verschiedene Substanzen aus Gemischen getrennt
werden, wobei ihre jeweilige unterschiedliche Wechselwirkung mit einer festen, unbe-
weglichen stationdren Phase und einer bewegten, mobilen Phase ausgeniitzt wird. Die
Anordnung kann etwa in Papierstreifen ( Papierchromatographie) oder Kieselgelschich-
ten auf Glas- oder Aluminiumsubstrat (Dinnschichtchromatographie) bestehen, die
in ein Losungsmittel gestellt werden, oder in Form eines mit Kieselgel gefiillten Glas-
rohres (Sdulenchromatographie), in das von oben das Losungsmittel eingefiillt wird.
In den ersten beiden Féllen steigt das Loésungsmittel, die mobile Phase, aufgrund
von Kapillarkréften nach oben, wéihrend es bei der Sdulenchromatographie unter sei-
nem eigenen Gewicht durch die Séule wandert. Die stédrker mit der stationdren Phase
wechselwirkenden Substanzen wandern langsamer mit dem Losungsmittel, so daf sie
sich in einzelne abtrennbare Fraktionen aufteilen.

Die HPLC (HPLC': High Pressure Liquid Chromatography oder High Performance
Liquid Chromatography) kann als eine Weiterentwicklung der klassischen Saulenchro-
matographie aufgefait werden, wobei im typischen Einsatzgebiet der Adsorptions-
chromatographie die Stérke der Trennung durch Verkleinerung der Kieselgelpartikel
von ca. 100 um auf ca. 5pum wesentlich verbessert werden konnte. Dadurch konn-
ten auch die Sdulen deutlich verkleinert werden. Die meist verwendeten, druckfesten
Edelstahlsédulen besitzen h&ufig nur noch eine Linge um 10cm bei Durchmessern
um 1cm. Wegen des stark gestiegenen Widerstandes gegeniiber dem Losungsmittel-
durchfluf§ wird die mobile Phase unter hohem Druck (10 - 400 bar) durch die Kie-
selgelschicht geprefit, wodurch gegeniiber der herkémmlichen Sdulenchromatographie
auch die Versuchsdauer verkiirzt werden konnte.

Nach dem Austreten aus der Sédule werden die Fraktionen meist mit UV-De-
tektoren durch ihre Absorption im UV, aber auch mit Spektrophotometern, durch
Leitfahigkeitsmessung, Fluoreszenzdetektoren, Kapazitdtsdetektoren oder Refrakto-
metern registriert.

Es wird weiter zwischen Ionenaustausch-Chromatographie, Verteilungschromato-
graphie, AusschluBchromatographie und der verbreiteten Adsorptionschromatogra-
phie unterschieden, die alle in der Form der HPLC-Chromatographie eingesetzt wer-
den koénnen.

Die Chromatographie mit Ionenaustauschern (lonenaustausch-Chromatographie),
z.B. sulfoniertem Polystyrol, eignet sich zur Trennung von Sédure- oder Basengemi-
schen mit verschiedenen pK-Werten oder Gemischen von mehrwertigen lonen.

Bei der Verteilungschromatographie wird, wie beim Ausschiitteln, die unterschied-
liche Verteilung zu trennender Substanzen in zwei fliilssigen Phasen verwendet. Die
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stationédre fliissige Phase ist dabei an ein poroses Tragermaterial, z.B. Kieselgur,
gebunden. Die Verteilungschromatographie wird eingesetzt, wenn Verbindungen zu
trennen sind, die an einer unbelegten konventionellen Sdulenpackung katalytischen
Reaktionen unterworfen sind.

Meist zur Bestimmung der Molekulargewichtsverteilung organischer Polymere
wird die Ausschlufichromatographie eingesetzt. Hier werden allein Groflenunterschiede
zur Trennung herangezogen, die Wechselwirkung mit der Oberfliche der Saulenfiillung
sollte gering sein. Als Fiillmaterial werden hochporose Kieselgele oder organische Po-
lymere eingesetzt. Kleinere Molekiile diffundieren auch in kleine Poren und werden
von dem Transport mit der mobilen Phase voriibergehend ausgeschlossen. Daher tre-
ten kleine Molekiile bei diesem Trennverfahren zuletzt aus der Saule aus.

Die am haufigsten angewendete Adsorptionschromatographie verwendet die unter-
schiedlich starke Adsorption der zu trennenden Substanzen an der stationdren Phase.
Alle folgenden Ausfithrungen beziehen sich auf die Adsorptionschromatographie. Die
Starke der Adsorption und damit auch die Austrittszeit kann durch die eingesetzte
mobile Phase, bei der HPLC auch Fluent genannt, beeinflufit werden.

Als Fillmaterial, den Adsorbentien, werden meist Kieselgele oder Aluminiumoxid
(v — AL O,) eingesetzt.

Bei Aluminiumoxid kommt als Adsorptionsform u.U. neben der Physisorption
auch die irreversible und unerwiinschte Chemisorption vor.

An diesen polaren Materialien werden polarere Substanzen stéarker zuriickgehal-
ten, wogegen sehr unpolare Substanzen nicht zuriickgehalten und nicht getrennt wer-
den konnen. Mit dem Einsatz verschiedener Eluenten kann die Retentionszeit, die
zusitzliche Verweilzeit in der Saule gegeniiber der unbeeinflufiten mobilen Phase, va-
riiert werden.

In der empirischen eluotropen Reihe wird die Stiarke der Auswaschung der Pro-
bensubstanzen aus der Sdule mit den unterschiedlichen Losungsmitteln aufgefiihrt:

Wasser > Ethanol > Acetonitril > Aceton > THF > Toluol > n — Hexan

Die Gegenwart von geringen Mengen polarer Verunreinigungen in unpolaren Losungs-
mitteln kann die Stellung in der eluotropen Reihe stark verdndern.

Bei der Adsorptionschromatographie mit reversed phase-Saulen werden Fiillma-
terialien verwendet, bei denen durch chemische Reaktion organische Reste ohne funk-
tionelle Gruppe an die Oberfliche des Triigermaterials gebunden werden. Uber ei-
ne Si-O-R Bindung verkniipfte organische Reste sind wenig hydrolysestabil, dagegen
kénnen Tragermaterialien mit Si-N-R Bindungen im pH-Bereich von 4 bis 7,5 einge-
setzt werden. Bei hoheren pH-Werten ist auch der Kieselgeltrédger nicht mehr stabil.

Durch die nun unpolare Oberfliche des Kieselgels kénnen unpolare Substanzen
getrennt werden, deren Retentionszeit mit abnehmender Polaritdt zunimmt. Pola-
re Substanzen werden kaum zuriickgehalten, treten mit kurzen Retentionszeiten im
Vorlaufbereich aus und konnen nicht mehr getrennt werden.
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Abb. 8.1: Schematische Darstellung eines Chromato-
gramms. Drei Substanzfraktionen treffen nach Passieren der
Séule nacheinander am Detektor ein. (nach [65])

Die eluotrope Reihe kehrt sich bei der , reversed phase“-Chromatographie um, so
dafl nun unpolarere Eluenten die unpolare Saule schneller eluieren.

Um die Versuchsdurchfiithrung bei der ,reversed phase“-Chromatographie zu be-
schleunigen, kann die Eluentenzusammensetzung kontinuierlich (linear) durch erhohte
Zugabe einer unpolaren Losungsmittelkomponente verdndert werden. Dadurch wer-
den zwar auch die polareren Substanzen anfangs gut aufgetrennt, aber auch die
unpolareren verlassen die Sdule mit gesteigerter Elutionskraft des Losungsmittelge-
mischs schneller. Wegen der geringeren Wechselwirkung zwischen S&ulenoberflédche
und Losungsmittel sind die unpolaren Oberflichen der ,reversed phase“-Chromato-
graphie besser als normale Kieselgelfiillungen fiir die Gradientenelution geeignet.

Einige wichtige GroBlen bei HPLC-Messungen werden in dem schematischen Chro-
matogramm von Abb.8.1 dargestellt. Zunéchst mufl die Totzeit genannt werden, die
Zeit bis die Losungsmittelfront, die sich bei Versuchsbeginn an der Probenaufnahme
befunden hat, nach S&dulendurchlauf den Detektor erreicht. Sie wird durch das Maxi-
mum der ersten Fraktion markiert, wenn von ihr angenommen werden kann, daf} sie
ohne Verzogerung die Sdule passieren konnte.

Die Zeitintervalle von Versuchsbeginn bis zum Eintreffen der anderen Fraktionen
am Detektor, werden ihre jeweiligen Retentionszeiten oder auch Bruttoretentionszei-
ten genannt.

Die Verzogerung, die auf der Wechselwirkung mit der Séulenfiillung beruht und
sich aus der Retentionszeit abziiglich der Totzeit errechnet, ist die Nettoretentions-
zeit der zugehorigen Fraktion. Sie ist fiir eine Substanz bei gleichem Losungsmit-
tel, Sdulenmaterial und gleicher Volumengeschwindigkeit des Eluenten charakteri-
stisch. Als Volumengeschwindigkeit wird das pro Zeiteinheit aus der Saule austretende
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Losungsmittelvolumen bezeichnet.

Rechts in Abb.8.1 ist die Methode der Bestimmung der Basislinienbreite der Peaks
gezeigt, bei der die Tangenten der Kurve durch ihre Wendepunkte verwendet wrden.

Fiir reproduzierbare chromatographische Messungen ist eine lineare Adsorptions-
isotherme die Voraussetzung. Dann ist die adsorbierte Substanzmenge bei gleicher
Temperatur proportional der Gesamtmenge der vorhandenen Substanz. Unter die-
sen Bedingungen besitzen die gemessenen Substanzmengen, bzw. die proportionalen
Detektorsignale, die Form einer Gauss-Verteilung, wie sie in Abb.8.1 gezeigt ist.

Andernfalls dndert sich durch die verdnderte Adsorption die Retentionszeit der
Substanz mit der eingesetzten Menge. Bei gekriimmten Isothermen, etwa vom Lang-
muir-Typ mit Abnahme der zusétzlichen Absorption bei steigender Konzentration,
verkiirzt sich die Retentionszeit. Zusétzlich verschiebt sich hier das Maximum des
Fraktionspeaks zum Anfang hin, und ein ,, Verschmieren“ des Peaks zum Ende hin ist
zu beobachten.

Die Adsorption an der stationdren Phase sollte auf Physisorption, wie Wechsel-
wirkungen zwischen Dipolen oder induzierten Dipolen, Wasserstoffbriickenbindung
oder charge-transfer-Komplexen beruhen.

Chemisorption wird seltener beobachtet und kann zu irreversibler Adsorption,
sehr langen Retentionszeiten mit dem Verschleppen in die folgende Versuchsreihe
oder der chemischen Verdnderung der zu trennenden Substanzen fiihren.

Weitere, detailliertere Informationen zur HPLC-Chromatografie kénnen in [65]
gefunden werden.
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