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| Einfuhrung
% | 1.1 Was heift HPLC ? A

Igh
erformance-Pressure
iquid

hromatography

( = Hochleistungs/Druck
-Flussig-Chromatographie)
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=| | Einfuhrung
¥|1.2 Was bedeutet HPLC ? J\J\’

Unterschied zwischen moderner HPLC und
klassischer Saulen-Chromatographie ?

wesentlich hohere Auflosung bei Trennung
(Trennung von bis zu 100 Komponenten und mehr)

:> Drastische Verkurzung der Analysendauer
(h — Bereich von Minuten)

:> Erhebliche Verbesserung der Empfindlichkeit
(ca. 1019¢)
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=il | Einfuhrung
% | 1.3 Wann wird HPLC angewendet ?

.
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N

¢ Notwendige Voraussetzung ist die Loslichkeit
der zu analysierenden Substanz in einem
geeignetem Solvens

v¢ Die HPLC wird eingesetzt, wenn:

Substanzen schwer fluchtig oder nicht fluchtig
sind (sonst alternativ Einsatz von GC)

Substanzen mit hohem Molekulargewicht
vorliegen (MW > 500)

es sich um thermisch instabile oder
(leicht zersetzliche) Substanzen handelt.

U
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| | Einfuhrung
%'| 1.4 Wo wird HPLC eingesetzt ?

J\/L

> Zur Reinheits- und Produktkontrolle chem. Substanzen

:> Zur Analyse von Arzneistoffen

:> Zur Bestimmung von Wirkstoffen in biolog. Matrices

> Zur Bestimmung von Schadstoffen (Umweltanalytik)

:> Zur Trennung und Reinigung von Biopolymeren
(Enzymen, Nukleinsauren, Peptiden ...)

:> Standardmethode in fast allen chem. Laboratorien
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| | Einfuhrung
| 1.5 Wie wird die HPLC durchgefiihrt ?

Injektor
< Pumpe (LA T
S
= | Saule
::; ﬁﬁ ﬁﬁ (LTI ‘—‘
= =\
Q Mobile L Computergesteuerte
o Phasen Auswertesoftware
T Detektor
(2T
cC®
= >
D Abb. 1: Schematische Darstellung einer HPLC-Anlage
F



| 1 Einfuhrung
*11.5 Wie wird die HPLC durchgefiihrt ?

Abb. 2: Moderner HPLC-Arbeitsplatz
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= ll Grundprinzipien
¥ 1.1 Grundbegriff: Chromatographie
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Historie:

Der Begriff ,,Chromatographie® wurde 1906 bei der
Beobachtung gepragt, daf? sich ein Gemisch aus
Blattfarbstoffen auf einer mit Calciumphosphat gefillten

Saule in verschieden gefarbte Einzelfarbstoffe auftrennen laft.

Chroma = Farbe / Graphein = schreiben

Definition: Chromatographie

Mit dem Ausdruck ,,Chromatographie® bezeichnet man einen
Trennprozess, bei welchem das Probengemisch zwischen zwel
nicht miteinander mischbaren Phasen im sog. chromatographi-
schen Bett (Trennsaule oder Ebene) verteilt wird. Eine Hilfsphase
(stationare Phase) ruht dabei, wahrend die andere Hilfsphase
(mobile Phase) an ihr vorbei stromt.




@ Il Grundprinzipien
%582 | 1.2 Grundbegriff: Hilfsphasen
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Stationare Phase:

¢ Meist ist in der Chromatographie die stationédre Phase fest
(Chromatographiebett).

¢ Selten ist die stationare Phase fliissig
(dann aber als unbeweglicher ,stationarer” , fliissiger Film auf
der Oberflache eines Feststoffes aufgebracht
z.B. als adsorbierter Wasserfilm auf Cellulose), oder als
unbewegliche flissige, sog. quasistationdre Phase im Inneren
von pordsen Kugeln (Gelpermeationschromatographie).

Mobile Phase:
Die mobile Phase kann sein:

w gasformig —p Gaschromatographie @ GC
v flussig — Liquidchromatographie LC
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=| Il Grundprinzipien
' 1.3 Grundbegriff: Verteilungskoeffizient K
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beschreibt die unterschiedliche Verteilung der Substanzen
zwischen stationarer Phase und mobiler Phase:

Ce(X)
K=— (1)
Cm(X)

K = Verteilungskoeffizient

Cg(X) = Stoffmengenkonzenztration der
Substanz X in der festen Phase

Cm(X) = Stoffmengenkonzentration der
Substanz X in der mobilen Phase




| Il Grundprinzipien
| 1.4 Grundbegriff: Kapazitatsfaktor k

beschreibt die unterschiedliche Verteilung der Substanzen
zwischen stationarer Phase und mobiler Phase :

Ne (X
. s (X) 2)

n - (X)

k = Kapazitats- oder Retentionsfaktor

ns (X) = Stoffmenge der Substanz X in der festen
Phase

nm(X): Stoffmenge der Substanz X in der mobilen
Phase

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
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da n=c- -V

Kapazitatsfaktor '

Verteilungskoeffizient '

k{ Ng(X) _  Co(X) Vet _ KVVst .
nm(X) Cm(x) Vmob Vmob ( )
Vst = Volumen der stationaren Phase

Vimob = Volumen der mobilen Phase

Diese unterschiedliche Verteilung von Substanzen in zwei nicht
miteinander mischbaren Phasen ergibt eine Vielzahl
unterschiedlicher Chromatographiearten:
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| | Il Grundprinzipien
W2e | 1.5 Chromatographiearten (Auswahl)

—>

erteilungs-Chromatographi

untersch. Loslichkeit g .
flussig / flussig

Adsorptions-Chromatographi®
flissig / fest
NP / RP-HPLC

untersch. Adsorptions-
verhalten

lonenaustausch-
Chromatographie

untersch. elektrostatische
WW

Gel-Chromatographie
SEC, GPC

unterschdl. Gro3e od.
Gestalt

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
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Il Grundprinzipien
I1.6 Strategie der Trennung
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mMolecular Weight Solubility

2000

=2000

Drrganic

water Soluble

water Soluble

Hexane

Hexane

+
Alcahal

Alcahal

Mon-Ionic

Ionic

Ionic

Mon-Ionic

Mode

Ad=sarption

Polar phase

Reversed-phase

FPolar phasze

FRaewversed-phaszs

Wide-paore
reversed-phass

Ion exchanges

Ion exchanges

Wide-paore
reversed-phass

Column

Hypersil 120 Silica
Hypersil 100 Silica

Hypersil APS-2
Hypersil CP S
Hypersil BDS Cyano
Hypersil Phenyl
Hypersil BDS Phenyl
Hy PURITY Cyano

Hypersil 5AS
Hypersil HMOS
Hypersil OD5
Hypersil 100 C#
Hypersil 100 C18
Hypersil BD»S C8
Hypersil BD»S C18
Hypersil Phenyl
Hypersil BEDS Phenyl
Hy PURITY C18

Hy PURITY Adwvance
Hy PURITY C&

Hypersil CP 5
Hypersil Phenyl

Hy PURITY Cyano
Hypersil BDS Cyano
Hypersil BEDS Phenyl

Hypersil SAS
Hypersil MOS
Hypersil OD S
Hypersil Phenyl
Hypersil 100 C&
Hypersil 100 C1#
Hypersil BDS C#
Hypersil BDS C18
Hypersil BEDS Phenyl
Hy PURITY C18

Hy PURITY Adwvance
Hy PURITY C&

Hypersil PEP 300 C1%
Hy PURITY C4

Hypersil Duset C18/5SA X
Hypersil Duet C18 /SCX

Hypersil SA X
Hypersil SCX
Hypersil APS-2

HyperREZ P SA X
HyperREZ P SCX
Yydac I00YHP
Yydac I01YHP
Yydac 400YHP

Hypersil PEP 300 C34
Hypersil PEP 300 C18
Hy PURITY C4

Abb. 3:

Schema zur Auswahl
der passenden
Chromatographieart

18



Il Grundprinzipien
II.7 Die Saulenauswahl

UraciL Voo TaiLinG
) TiME (Min) Praks SeE Pace
Adsorbosphere” UHS C18 P N=4.52 BF4.53 1.04 368
Inertsil” 0DS-3 | P L N B 1.39 412
ApalloCi8 | P L N B 1.18 378
Alltima™ C18 P L N | B 119 371
Kromasil™ C18 | P L N H 117 404
Luna™C18 | p L N B 1.28 N/A
Columbus™ C18 | p L N Bl 1.35 N/A
LiChrospher® RP-18 PL N B 1.30 P 439
Brownlee Spheri™-5 RP-18 B N B 1.22 P, B 410
LiChrospher RP®-18 (endcapped) P L N B 1.30 439
Inertsil” ODS-2 | P L N B 1.28 412
Adsorbosil® C18 L P 18 1.27 P 367
< Econosil™ C18 L P I8 1.26 P 381
2 Brownlee Spheri-5™ ODS L P B 1.25 P.N B 410
o Prevail C18 L N B 1.24 393
o Prodigy® ODS(3) [P L N B 1.31 N/A
() Symmetry® C18 | p L N B 1.20 N/A
N Luna™C8 | p L N B 1.29 N/A
w J\’lu:ls;cznrbt:rs[:l;here“'J H_S c18 B L N B 1.38 p 368
Zorbax™ ODS I~ I8 1.20 P, B N/A
; AguaSep™ AQS C8 R N B s
~ Waters Spherisorb® ODS-2 R NB
Uttrasphere® C18 | P L B i
3 YMCODS-A [ P L B i Key Chart
Microsorb™-MV C18 PL B=18.71 hridine
Q. o) Nucleosi® C18 AB [ P L nl B i P — Pyridine
L re) 0 1 2 3 4 L. — Phenol
O o ST o N — N,N-Dimethylaniline
c® ' Y
- > . . . B — 4-Butylbenzoic Acid
" -, Abb. 4: Beispiel verschiedener Toluene
2 m OLUene
o v HPLC-Saulen
> 0
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¥ 1l Der chromatographische ProzeR™
“| l1l.1 Der Trennvorgang

20 min—II

Abb. 5: Zeitlicher Verlauf einer chromatographischen Trennung
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" 11l Der chromatographische ProzeR™
& 1.2 Definitionen

Definition: Chromatogramm

Mit dem Ausdruck ,,Chromatogramm® bezeichnet man die
graphische Auftragung der GroBRenwerte einer Grole (z.B. der
Absorption), die am Ende der stationaren Phase, also z.B. am
Saulenausgang, in der mobilen Phase gemessen werden, gegen
die Zeit oder das Volumen der mobilen Phase.

Definition: Retentionsvolumen / -Zeit

Das Volumen der mobilen Phase, das die stationare Phase vom
Moment der Probenaufgabe bis zum Erscheinen der Substanz X
als Peak im Chromatogramm passiert hat, nennt man das

Retentionsvolumen der Substanz X: Vg(X)
Die zugehdrige Zeit nennt man die Retentionszeuit:

tr(X).

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
Dr. R. Vasold
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V.(X)=F -t (X)

/ N\

/ N

Retentionsvolumen [ml]

(4)

Retentionszeit [min]

VolumenflieRgeschwindigkeit [ml-min-1]




@ Il Der chromatographische ProzeR™
1.4 Die lineare FlieBgeschwindigkeit U

FF F 5
u = e— T —
m Af A-€ TC'r2°8

. lineare Fliel3geschwindigkeit der mobilen Phase
[cm-s]

F : VolumenflieRgeschwindigkeit [ml-s]
A; : freie Saulenquerschnittsflache [cm?]
A . Saulenquerschnittsflache [cm?]

r . Saulenradius [cm]
g . Interpartikel-Porositat der Saule ( Kieselgel ~0.8)

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
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@ Il Der chromatographische ProzeR”
%5 | 111.4.1 Die Interpartikelporositit ¢

Vc _Vst VO
€= = — (6)
Vc Vc
€ :Interpartikelporositat

. geometrisches Saulenvolumen [cm3]
: Volumen der stationdren Phase [cm?3]

V, :lInterpartikelvolumen der Saule [cm?3]

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
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.
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@@= lll Der chromatographische ProzeR”
%84 | .5 Zusammenhang zwischen Uy und U (X)

0 Die lineare Wanderungsgeschwindigkeit u(X)
der Substanz X muf} der linearen
Wanderungs-(Fliel3)-Geschwindigkeit der
mobilen Phase u,, direkt proportional sein.

d.h. u(X) wird immer kleiner u,, oder hochstens
gleich u,, sein.

U(X)CUm und UX) SUp  (7)

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
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&=l lll Der chromatographische ProzeR"
%sup | 111.5.1 Der Proportionalitatsfaktor y,,(X)

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
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V Der Proportionalitatsfaktor i, (X) muf3 also

zwischen 0 und 1 liegen.

u(X)=x (X): Un

(8)

Es kann sich bei y,(X) nur um den
Stoffmengenanteil der Substanz X in der mobilen
Phase handeln, well ja die Substanz X nur dann
Uberhaupt mit der Geschwindigkeit u,, transportiert

werden kann.

Dieser Stoffmengenanteil ist wie folgt definiert:
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== lll Der chromatographische Prozel
1.6 Zusammenhang 7,,(X) und Kk

) — Nm (X) - 1 - 1
Xmt) = ns(X)+nm(X)_ N g(X) +1_ k +1/(9)
Nm (X)
1

u(X) = Z m(X) Un = 1 U | (10)

N Mkt 1 1)

u (X)

K = Retentionsfaktor
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= 1l Der chromatographische ProzeR™
| 111.6.1 Grenzfille

1
k +1

UX) = 7 (X)- Uy = Un | (10)

Da fiir jeden Stoffmengenanteil gilt: Q <A, (X)<1
Erhalt man zwei Grenzfalle:
L) Fir gm(X) = 0 —> u(X) = 0

d.h. es befindet sich keine Substanz X in der mobilen Phase - alles ist
an die stationare Phase gebunden, d.h. keine Wanderung der
Substanz

2) FUr gm(X) = 1 —> U(X) =Un

d.h. es befindet sich die gesamte Substanz X in der mobilen Phase — X
hat somit keine Wechselwirkung mit der stationare Phase, d.h.
Wanderungsgeschwindigkeit von X gleich der der mobilen Phase.

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
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@ lll Der chromatographische ProzeR”
%see¥| 117 Die Totzeit t,

Die Zeit, die im 2. Fall verstreicht, wenn also keine
Wechselwirkung der Substanz X mit der stationaren
Phase stattfindet, bezeichnet man haufig als sog.

» 1otzeit” der Saule
Analog dazu wird das zugehorige Volumen als sog.
,» 1otvolumen® V, der Saule bezeichnet.

Der Gebrauch dieser Bezeichnungen V, t, wird von
der IUPAC jedoch wegen vieler
Verwechslungsmoglichkeiten heute nicht mehr
empfohlen.
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==l lll Der chromatographische ProzeR™
%sue<*| 111.8 Die Durchbruchszeit t,

So ist mit dem sog. ,,Totvolumen® V, oft nicht nur das
eigentliche Totvolumen der Saule gemeint, sondern
zuséatzlich das ,Totvolumen® das durch das jewellige
Chromatographiesystem verursacht wird (z.B. durch die
Volumina der Verbindungskapillaren, der Anschlusse,
der Konnektoren etc.)

Dies wird berucksichtigt in den Ausdricken:

Durchbruchsvolumen bzw. Durchbruchszeit

Als Symbole von der IUPAC empfohlen:

Vo undt
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=| Il Der chromatographische ProzeR™
¥[11.8.1 Durchbruchsvolumen V_ und -zeit t

Definition: Durchbruchsvolumen / -zeit

Als Durchbruchsvolumen V , bzw. -zeit t,, wird dasjenige
Volumen (bzw. die dazu korrespondierende Zeit) bezeichnet,
das bendtigt wird, um eine nicht-retardierende Substanz von der
Eingabe bis zur Detektionsstelle zu befordern. Dieses Volumen
umfaldt also genau genommen zusatzlich zum Volumen der
mobilen Phase im Saulenbett V_ , die ,Totvolumina“ des
Gerates z.B. im Einspritzventil, in den Verbindungskapillaren, im
Detektor etc..

t  Ist fir alle Substanzen gleich

m

Die Auftrennung der Substanzen kommt ausschliel3lich
dadurch zustande, dal’ sich die Substanzen
unterschiedlich lange in der stationaren Phase aufhalten
und somit zu unterschiedlichen Retentionszeiten eluieren.
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= lll Der chromatographische ProzeR™
¥|111.8.1 Durchbruchsvolumen V_ und -zeit t

O

Anmerkung !

Da bei modernen HPLC-Anlagen diese eigentlichen
,» Totvolumina des Systems* auf ein Minimum reduziert
sind (durch minimale Kapillardurchmesser, optimierte
Gerategeometrie etc. ), konnen diese Parameter zur
Vereinfachung der Problematik im Folgenden
vernachlassigt werden, und es wird kinftig davon

ausgegangen, dal es sich bei t,,, ausschlie3lich um die
Durchbruchszeit der Saule handelt, und sich die
Wanderungsgeschwindigkeiten u(x) um u,, alleine auf
die Saule beziehen.
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= lll Der chromatographische ProzeR™
| 11.8.2 Zusammenhang t . , tx(X) und tg

A
£l tr(X) =tg(X) + t
<é; ereeereereneaeesanss T ) G B— *
c
T te(X,) 't
2 |
1 59 :
: . =
< o i
S <
3 t
=] m
N DT 5 :
2 A
= A=
o H H H >
hr :
o (X)) T Zeit [s]
T3 et tg(Xy) e
e 3
=
@ Z Abb. 6: Musterchromatogramm mit tg(X) als Aufenthaltszeit der
5 o Komponente X in der stationaren Phase
> 0



&=l lll Der chromatographische ProzeR™
%ade | 111.8.3 Bestimmung von t . und to(X)

‘, Wovon sind Retentionszeit tg(X) und
Durchbruchszeit t., abhangig ?

¥ von den Abmessungen der Saule (Lange: L)
% von den Wanderungsgeschwindigkeiten U, (X), U(X)

‘ DurchbruchsvolumeﬁnJ ‘ RetentionsvolumeﬁU

&

2 _ .
S LV L VR(X)
s tm=—=—m tR(X) =——= L
> & Un F ux) F
® >

5 - (12) (13)

> 0
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| 111.8.3 Bestimmung von t,, und tp(X)
IR(X) VR(X u
RX) VR(X) Um (14)
tm Vim u (X)

berucksichtigt man die bekannte Beziehung

U(X) = X h(X) - U

1

T k+1 M

m ergibt sich:

(10)



== lll Der chromatographische Prozel
| 111.8.4 Zusammenhang t, , t(X) und k

37
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tR(X)  VR(X)

t Vi

=Kk +1

VR(X) =Vm : (k + 1)

tR(X)Ztm'(k +1)

(15)

(16)

(17)



@91 1ll Der chromatographische ProzeR”
%5820 | 111.9 Berechnung des Kapazititsfaktors k

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
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Ausgehend von Gleichung (17) ergibt sich fur den
Kapazitatsfaktor K :

_RX) "t _ ) R
m Im Im
ts (X) - K

(R (X) K tm +ty k +1

(18)

(19)
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RO~ tm _ tsX) _ RX)

1 | (18)

tm tm tm

Definition: Kapazitats-(Retentions)faktor

Um ,,Chromatogramme® , die an verschieden langen und
unterschiedlich dicken Saulen bei unterschiedlicher
FluRBgeschwindigkeit gemessen wurden, vergleichen zu
konnen, bedient man sich einer dimensionslosen GroRe, dem
Kapazitats-(Retentions)faktor k.

Der Kapazitats-(Retentions)faktor k einer Substanz X ist somit
eine auf die Durchbruchszeit ,,normierte Elutionsgrofe*.




@@= lll Der chromatographische ProzeR”
%t | 111.9.2 Beispiele

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
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tR(X):tm'(k +1)

(17)

Substanz eluiert unverzogert ' ~~ tr=t, k=0 '

Literaturangabe k=5 ' ’

mit elgener Saulet = 2.5 min

ZU

erwarten
tg =15 min




Ausgehend von Gleichung (16)

VR(X) =V - (k+1) | (16)

und der Beziehung (3) zwischen Retentionsfaktor k

Verteillungskoeffizienten K

Ns(X) _ Cs(X) Vst Vst

= K

Nm (X) Cm (X) Vmob Vmob

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
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erhalt man bei Annahme daRR V., = V.,

VR(X) = K- Vgt + Vny




@ lIl. Der chromatographische Prozef§*
%5824 | 1110 Zusammenhang K und Vg(X)

VR(X) = K- Vgt + Vi | (20)

Diese Beziehung (20) beschreibt den Transport
eines Analyten durch die Saule.

s¢ Gleichung (20) stellt eine Verknupfung zwischen dem
Elutionsvolumen einer Substanz Vg(X) mit der
thermodynamischen GroBe K (Verteilungskoeffizient)
dar.

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
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“ 11l. Der chromatographische Prozef§
| I1l.11 Die Theorie der Boden

Es gibt mehere Mo6glichkeiten, den
chromatographischen Trennprozess genauer zu
beschreiben.

A B C

41 1k

-_—l 7 eit

Ziel:
Die Position jeder einzelnen Komponente im
chromatographischen Trennsystem und ihre dortige
Konzentrationsverteilung in Abhangigkeit von der
Zeit bestimmt zu kdnnen.

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
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=% lll. Der chromatographische Prozef§
¥| 11111 Die Theorie der Béden

Ein moglicher Ansatz:

Theorie der Boden
(theoretisches Trennstufenmodell)

Ubertragung der Theorie der fraktionierten
Destillation auf die Saulenchromatographie

IRiRiN

Ubernimmt Begriffe von Bodenhdhe und
Bodenzahl

Anschaulich, aber natirlich nur ndherungsweise richtig, da
die Annahme einer wiederholten Einstellung separater
Gleichgewichte beim Vorliegen einer bewegten mobilen

Phase eher unrealistisch ist
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lIl Der chromatographische ProzeR}"
l11.11 Die Theorie der Boden

30°C — (Gase
100°C
/ — Leichtbenzine

LE: — Schwerbenzine
fﬁl—ﬁ_ﬁ }

» Bodenhohe

= — Mitteldestillat

m_ > Boden
360°C
—= Schweres Heizl

— Riickstand

Bodenzahl

zrdal —

Réhrenofen Destillationsturm

Abb. 7: Beispiel eines Destillationsturms
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#7111 Der chromatographische ProzeR™
¥|11.111.1 Trennstufenhéhe und Trennstufenzahl

Bodenhohe = Trennstufenhohe H

Bodenzahl = Trennstufenzahl N,

Definition: Trennstufenhohe

Die Trennstufenhohe H (die Hohe eines Theoretischen Bodens),
oder HETP (height equivalent to one theoretical plate) ist die
Strecke, auf der sich beim FlieR3en der mobilen Phase das
Gleichgewicht einmal einstellt.

Wovon sind Trennstufenhohe H und
Trennstufenzahl N, abhangig ?
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@91 1l Der chromatographische Prozef8’
% 1111 Beeinflussung von H und N,

Trennstufenhohe und Trennstufenzahl werden
beeinfluft von:

:> Lange der Saule

H - N .
— N N 2=
(21) (22)
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=| Il Der chromatographische ProzeR8’

I1.11.1.2 Bedeutung von H und N,
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’ L \ L
TN, ~ 27 H
(21) (22)
Bedeutung:

H minimal '
N, maximal '

N, charakterisiert somit die Leistungsfahigkeit einer
Trennsaule. Je besser die Saule gepackt wurde (kleine
Trennstufenh6he), und je langer sie ist, desto grél3er ist die
Trennstufenzahl und somit die Trennleistung.

Trennung
optimal
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¢ vorgegebene Lange

s vorgegebene Porenweite

Y¢ vorgegebener
Partikeldurchmesser

Fur den Experimentator einzig variierbar soll der

FluB sein, bzw. die FlieBgewschwindigkeit U, der
mobilen Phase durch die Saule.

v Je groBer der Flul3, desto weniger oft kann sich das
Gleichgewicht einstellen -> Trennung schlechter !!!

Je niedriger der Flul3, desto mehr kommen z.B.
Diffusionsvorgange ins Spiel -> Trennung schlechter !!!
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>

H/u-Kurve

a
o
1

[l

w
o
1

Minimum
bei LC ca. 0.2-0.5 cm/s (GC: 1-3 cm/s)

[l

Trennstufenhohe H [um]

-
o

0,5 1,0 1,5

FlieRgeschwindigkeit u [ cm/s ]

Abb. 8: H/u-Diagramm zur Bestimmung des optimalen Flusses



| 1l Der chromatographische ProzeR™
&| .12 Die van Deemter-Gleichung

Hierbei handelt es sich um eine empirische Gleichung mit
folgenden GrofRen:

B
H= A A F C-Uy | (23)

—
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=
s -
= -
- -
-
*
-

1'15\
«@->
&';f
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@@= lll Der chromatographische ProzeR™
%xae2c | 1112 Die van Deemter-Gleichung

SRR
Eddy-Diffusion

(Wirbeldiffusion)
A-Term

beschreibt die Bandenverbreiterung, die von
der Geometrie der Festphasenteilchen und von
der Packung dieser Teilchen in der Saule
herruhrt.

Statistisch gesehen haben einige
Probenmolekule einen relativ kurzen Weg,
wahrend andere gezwungen sind, einen
,dmweg“ zu machen.
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&=l lll Der chromatographische ProzeR™
Zug| 11112 Die van Deemter-Gleichung

-
T
B
-

Longitudinal-
Diffusion
B-Term

berucksichtigt: Stromungsverteilung !

Laminare Stromung (Molekultransport) ist in der
Mitte zwischen zwei Partikeln groRer als in der
Nahe der Packungspartikel.

berucksichtigt: Diffusion der Molekule !
beschreibt im H/u-Diagramm eine Hyperbel
und ist in der LC zu vernachlassigen.

Vorlesung HPLC / WS 2003/04

Dr. R. Vasold



@@= lll Der chromatographische ProzeR™
Zug| 11112 Die van Deemter-Gleichung

h
@
\i{,

Stoffaustausch
-Anteil
C-Term

berucksichtigt: Kinetische Beitrage!
Geschwindigkeit des Stoffaustausches
zwischen stationarer und mobiler Phase.

Geschwindigkeit des Massentransportes der
Probenmolektle in die Poren der stat. Phase
und aus ihnen heraus .

<t
(=
—
5}
=
=
N
2
—
&)
-
o
L
o)
c
3
T
@
—
o
>

S
o
0
©

>

14
-

(@]



| Il Der chromatographische ProzeR™
| 11.12 Die van Deemter-Gleichung

Die H/u-Kurve erhalt man nach Addition aller drei Terme der
van-Deemter- Gleichung:

4
c |
=
.
© H/u-Kurve
:0
3 €
S B50° C-Term
=] s
Q ®
P S 4 \ B-Term
Q
2 s
O 10 - A-Term
o
T ; : : >
o) 0,5 1,0 1,5
= FlieBgeschwindigkeit u [cm/s]
:
1
o
>

Dr. R. Vasold

Abb. 9: H/u-Diagramm mit den Termen der Van-Deemter-Gleichung
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= |11l Der chromatographische ProzeR}
¥ .13 Zusammenfassung

In der Chromatographie ist man bestrebt, gute Trennungen
in relativ kurzen Analysenzeiten durchzufuhren. D.h. man
versucht eine minimale Trennstufenhohe bei moglichst
flacher H/u Kurve zu erzielen.

Dies lalt sich erreichen durch:

W Geringe Korngroflen
(EinfluB auf A-Term und C-Term)

j> Enge KorngroRenverteilung bzw. dichte Packung
(EinfluR auf B-Term)

j> Geringer Saulendurchmesser
(EinfluB auf A-Term und B-Term)
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& lll Der chromatographische ProzeR”
+'| 11114 Bedeutung in der Praxis

Bei gut gepackten HPLC-Saulen liegt H beim Doppelten
bis Funffachen des mittleren Teilchendurchmessers dIO .

Beispiel:
Bei einer 100 mm-Saule, gepackt mit Sym-Material

Trennstufenhohe: 10-25 ym

Trennstufenzahl: 4.000-10.000
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Kapitel IV:
Das Chromatogramm
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@=1lV Das Chromatogramm
% | IV.1 Qualitative Aussagen

j> z.B. Zuordnung von Substanzen uber
identische Retentionszeit tg(X).

> Ggf. Injektion von Referenzsubstanzen.

z.B. Identifizierung von Substanzen uber
UV-APEX-Spektren (Diodenarray),

siehe Seminar und Praktikum.

:> z.B. Identifizierung von Substanzen uber
Isoplot und 3-D-Plot .

Vorlesung HPLC / WS 2003/04
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71V Das Chromatogramm
*|1v.1.1 Der Isoplot

_ Absorption

Am‘rﬂﬂ
E “ J
=
m [}
>
c
:(©
c
: | I
< o . .
(=]
a ; | ' !
c |
c 1
AN
m '
=
o fie
i ' 1l
T2 ;
o I I TTT |
m m i 1 1 3 4 § fi i 15 16 1 1{
c ©
>, >
L Abb. 10: Isoplot einer chromatographischen Trennung Z£eit [min]
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@ IV Das Chromatogramm
%54 | IV.2 Quantitative Aussagen

> Die Flache eines Peaks ist der
eingespritzten Stoffmenge proportional

Dadurch hat jede Substanz fur jede
Chromatographiebedingung ihren eigenen
Proportionalitatsfaktor.

Diese Proportionalitatsfaktoren konnen
durch Injektion von Kalibriergemischen, die
die zu bestimmenden Substanzen in
bekannter Konzentration enthalten, ermittelt
werden (Methode des Internen Standards -
siehe Seminar und Praktikum)
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|1V Das Chromatogramm
" |IV.3 KenngroBen des Chromatogramms

63
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El T ) O — - R (X) = (g (X) m
=
E PR ta(X,) s ﬂ
3 _
slXa) (o (X,) - Zeit [s]

Abb. 12: Musterchromatogramm mit t4(X) als Aufenthaltszeit
der Komponente X in der stationaren Phase
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Absorption [mAu]

——  Zit[s]
4o,(X2) = t,(x,)

................... >

Abb. 13: Musterchromatogramm mit c_(X) als
Diffuse Bandenverbreiterung und t, als Basisbreite
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Beispiel:

th, =2min ——> 120s
(r(X1)=5min  ——> 300s
tz(X2) =10 min ——> 600s

tR(X1) T tm B 300 S — 120 S

k, =
1 t 120 s

tR(Xz) T tm N 600 S — 120 S
tm 120 s

k2:

Q

R

1,5

40



11V Das Chromatogramm

IV.6 Bewertung der Retentionsfaktoren

66
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Optimale Trennung bei 1,5 <k <5

Zu wenig Wechselwirkung

K<1,5 '5 zwisch_en ?ubstanz und
stationarer Phase

Zu lange Analysenzeiten
k>3 '5 Zu breite Peaks I
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| IV Das Chromatogramm
’| IV.7 Das Problem schlecht getrennter Peaks

>

Absorption [mAu]

>
Zeit [min]

tR()E(1 ) tRE(XZ)
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8 Abb. 14: Chromatogramm mit schlecht aufgelostem Peakpaar
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@51 lV Das Chromatogramm
&|1v.8 Die Selektivitat (Trennfaktor) a
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beschreibt die Gute der Trennung zweier
benachbarter Peaks

Wird gebildet aus dem Quotienten der beiden
Retentionsfaktoren k, und k,

Ko  te(Xo)
o =—2 =32 mit kg > ki
k1 s(X1)

5 Keine Trennung '
1< o < 5' 5 optimale Trennung '




@=1lV Das Chromatogramm
%t | IV.9 Die Aufldsung R
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Die geometrische Definition lautet:

(tR (X2) — tR (X4))

0,5 (ty, (Xq) Tty (X2))
e \

~ \

Basisbreite vom Peak Basisbreite vom Peak
der Komponente X1 der Komponente X2

RS:
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1.25<R.<15) >
R.>15 Jom>

Peaks liegen um ihre
mittlere Basisbreite
auseinander d.h.
Uberlappung 3%

fast vollstandige
(meist ausreichende)
Trennung

vollstandige, gute
Trennung

meist unndtig gute
Trennung d.h. zu
lange Retentionszeit
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