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Flussigkeits-Chromatographie in Saulen mit chemischen Umsetzungen 
nach der Trennung 

Von Georg S c h w e d t [ * ]  

Die moderne Flussigkeits-Chromatographie in SIulen (Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatogra- 
phie, HPLC) hat sich in den letzten Jahren zu einer sehr leistungsfihigen, vielseitig anwendbaren 
Trenntechnik entwickelt. Die Selektivitat eines Analysenverfahrens, das auf einem Trennvorgang 
beruht, kann in vielen Fallen durch chemische Umsetzungen nach der Trennung wesentlich 
gesteigert werden. AuBerdem lassen sich auf diese Weise niedrigere Nachweisgrenzen als bei 
der Detektion ohne Derivatisierung erreichen. Die physikalisch-cheniischen Grundlagen dieser 
Verbundverfahren aus chromatographischer Trennung und chemischer Umsetzung mit anschlie- 
Bender Detektion im Durchflun (Kopplung von Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatograph und 
Reaktionsdetektor) sowie der Stand der Entwicklung niit einem Uberblick bisher beschriebener 
Anwendungen werden dargelegt und diskutiert. 

1. Einleitung die Verbesserung der Nachweisgrenzen von Analysenverfah- 
ren, mit denen Elementspuren und niedrige Gehalte organi- 
scher Substanzen in komplex zusamniengesetzten Matrices 
erfant und bestimmt werden konnen. Fortschritte in diesem 
Sinne wurden in den letzten zwei Jahrzehnten vor allem mit 

Wesentliche Aufgaben der modernen chemischen Analytik 
sind die Steigerung der Empfindlichkeit und Selektivitat sowie 

~ ~~~ 

[*I Prof. Dr. G. Schwedt 
Analytische Chcmie, Fachbereich 8 der Gesamthochschulc 
Adolf-Reichwein-Strdne 2, D-5900 Siegcn 21 

Hilfe der Physik und der physikalischen MeBtechnik moglich, 
und zwar durch neuartige analytische Anwendungen physikali- 
scher Effekte sowie durch apparative Verbesserungen. 
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War die Entwicklung in der chemischen Analytik etwa bis 
1960 in erster Linie durch die analytische Anwendung chemi- 
scher Umsetzungen und das Auffinden neuer Reagentien fur 
die klassischen Methoden der Gravimetrie, Volumetrie und 
auch Kolorimetrie sowie Photometrie gekennzeichnet, so 
scheint heute der physikalischen MeDtechnik - z. B. bei den 
spektroskopischen Methoden ~ die wichtigste Rolle bei der 
Weiterentwicklung zuzukommen. 

Auch in der Chromatographie waren entscheidende 
Erhohungen der Trennleistungen und damit der Selektivitat 
erst apparativen Entwicklungen vor allem in der Gas- und 
Flussigkeits-Chromatographie zu verdanken. Technologische 
Fortschritte bei der Herstellung von Saulenmaterialien rnit 
Partikeldurchmessern unter 10 pm und Verbesserungen in der 
Pumpentechnik zur konstanten, pulsationsfreien Forderung 
von Losungsmitteln gegen hohe Drucke bestimmten in den 
letzten zehn Jahren die Entwicklung der klassischen Flussig- 
keits-Chromatographie zu der um ein Vielfaches leistungsfahi- 
geren Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographie (HPLC). Im 
Vergleich zur Analysentechnik der HPLC ist die Detek- 
tion bisher noch nicht auf einem so hohen Stand in bezug 
auf Empfindlichkeit, Nachweisgrenze und Selektivitat ange- 
langt. Hier zeichnen sich jedoch Entwicklungen ab, die der 
chemischen Seite in der Analytik, also chemischen Reaktionen 
und Reagentien, wieder groDere Bedeutung zukommen lassen. 

2. Reaktionsdetektoren 

2.1. Grnndlagen und Aufbau der Analysensysteme 

UV- und Fluoreszenz-Detektoren rnit DurchfluBzellen sind 
zur Zeit die gebrauchlichsten und meBtechnisch ausgereiftesten 
Detektoren fur die HPLC"]. Um die Empfindlichkeit und 
vor allem die Nachweisgrenze bei der Detektion zu verbessern, 
empfiehlt es sich haufig, die zu bestimmenden Substanzen 
chemisch zu modifizieren, so daB Verbindungen rnit hoheren 
molaren Extinktionskoeffizienten fur die UV-Detektion oder 
fluorimetrisch erfaBbare Verbindungen erhalten werden, fur 
die sich niedrigere Nachweisgrenzen als bei der UV-Detektion 
erreichen lassen. Diese Derivatisierung kann vor oder nach 
der chromatographischen Trennung durchgefuhrt werdenL21. 

Derivatisierungen vor einer chromatographischen Analyse 
rnit dem Ziel selektiverer Trennungen und insbesondere niedri- 
gerer Nachweisgrenzen als bei nicht derivatisierten Verbindun- 
gen werden seit langem rnit Erfolg in der Chromatographie 
angewendetr2I 31. Die chemische Umsetzung mu0 hierbei 
moglichst quantitativ sein und zu einem definierten Reaktions- 
produkt fuhren. Fur Derivatisierungen nach der Trennung 
der zu bestimmenden Substanzen konnen jedoch auch unvoll- 
standig verlaufende Reaktionen genutzt werden, auch wenn 
sie mehrere Produkte ergeben, wenn nur die MeRsignale stark 
und reproduzierbar sind. AuBerdem entfdlt in diesem Fall 
die bei einer Derivatisierung vor der Trennung haufig arbeits- 
und zeitaufwendige und rnit Verlusten verbundene Probenvor- 
bereitung. 

Analysensysteme fur fliissigkeits-chromatographische Ana- 
lysen rnit chemischen Reaktionen nach der Trennung bestehen 
aus einem Flussigkeits-Chromatographen, einem Reaktor und 
einem DurchfluB-Detektor (Abb. 1, vgl. auch 141). Die chemi- 
sche Umsetzung und die Detektion der getrennten Substanzen 
erfolgen in on-line-Kopplung im AnschluD an die chromato- 

I Flussiqkeits-Chromatoaraph I 
a1 of tenes Reaktionsrohr 
b l  gepacktes Reaktionsrohr 
C I  Mischspira!en-, 

Reaktionseinheit 
a1 Photometer 
b l  Fluorimeter 
c I Polarograph 

Abb. 1. Analysensystem f i r  flussigkeits-chromatographische Analysen mit 
chemischen Reaktionen nach der Trennung. Die Kombination von Reaktor 
und DurchfluB-Detektor wird als Reaktionsdetektor beaeichnet. 

graphische Trennung. In Anlehnung an die im Englischen 
gebrauchliche Bezeichnung ,,reaction werden 
Reaktor und DurchfluR-Detektor im folgenden (chemischer) 
Reaktionsdetektor genannt. Der Reaktor kann aus einem offe- 
nen Reaktionsrohr (einem Kapillarrohr), einem gepackten 
Reaktionsrohr (einem Rohr rnit groBerem Durchmesser als 
das Kapillarrohr, gefullt mit kleinen Teilchen, z. B. rnit Glasku- 
geln) oder einer Mischspiralen-Reaktionseinheit bestehen, wie 
sie in Geraten fur die automatische naBchemische Analyse 
(,,Autoanalyzern") verwendet wird. Diese Reaktionseinheit be- 
steht aus einem spiralformig gewickelten Glasrohr. Mit einer 
peristaltischen Pumpe werden die Losungen durch Schlauche 
in die Mischspiralen gefordert, wo die Umsetzungen stattfin- 
den. Der Flussigkeitsstrom wird durch Luftblasen segmentiert 
(siehe Abb. 2). 

2.2. Diffusionseffekte in den Reaktoren 

In allen Reaktoren treten bei den chromatographisch ge- 
trennten Substanzen ,,Bandenverbreiterungen" auf, die auf Dif- 
fusionseffekte zuriickzufuhren sind und quantitativ beschrie- 
ben werden konnen. 

Die Bandenverbreiterung eines im Detektor in Form einer 
GauBschen Verteilungskurve registrierten Signals kann durch 
die Standardabweichung o oder durch die Varianz o2 angege- 
ben werden. Sie setzt sich aus den Varianzen der Teile des 
Analysensystems zusammen (vgl. Tabelle 1 ) :  

(c: Saule, v :  Verbindungsteile, d,g: gesamtes Detektionssystem, d. h.  
Reaktor und DurchfluR-Detektor) 

2.2.1. Offenes Reaktionsrohr 

In einem offenen Kapillarrohr, welches uber ein T-Stuck rnit 
dem Ausgang der HPLC-Saule verbunden wird, betriigt die 
Varianz in Abhiingigkeit von der Reaktionszeit (nach 16. 'I) 

d: 1 
= 

96 D, 

Die Bandenverbreiterung 0 ist also bei gegebenem Diffusions- 
kocffizienten D ,  proportional dem Rohrdurchmesser tl, und 
der Wurzel aus der Reaktionszeit t. Haldsz und Wi/k/iny[hl 
haben die Unterschiede in der Bandenverbreiterung zwischen 
idealen und geometrisch verformten Rohren untersucht. 

2.2.2. Gepacktes Reaktionsrohr 

Gepackte Reaktionsrohre entsprechen gepackten Trennsiiu- 
len in der Chromatographie, jedoch besitzen sie keine retardie- 
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rende Wirkung. Fur die Varianz in Abhangigkeit von der 
Reaktionszeit gilt 

(3)  

(Die in angegebene Beziehung wurde umgeformt.) 
Die Abkurzungen sind in Tabelle 1 erklart. Durch Verwen- 

dung kleiner Teilchen und hoher DurchfluOgeschwindigkeiten 
sowie geringer Rohrdurchmesser wird in solchen Reaktoren 
die Bandenverbreiterung gering gehalten. 

Tabelle 1. Bedeutungder verwendeten Ahkiirzungen sowie eiiiige Definitionen. 

Substanzkonzentration im Maximum einer Bande [g 
Substanzkonzentration in der Probenlosung [g em-'] 
mittlere Starke des Fliissigkeitsfilms an den Wanden [em] 
innerer Durchmesser von Schlauchen oder Rohren 
Teilchendurchmesser [em] 
Rohrdurchmesser [em] 
inolarer Diffusioiiskoeffizieiit [em' s- '1 
molarer Diffusionskoeffizient in Wasner hei 298 K [em2 s-'] 
Durchflufigeschwindigkeit in der Saiile, Volumengeschwindigkeit 

Durchnungeschwindigkeit f i r  das Reagens [cm' s- I ]  

theorctische Trennstufenhohe [mm] 
Kaparitats-, MassenverteilungsverhPltnis 
Lange des Fliissigkeitsseginentes [em] 
Sdulenlange [em] 
Masse 
Segmentierungsfrequenz [s ~ I] 

Zahl der theoretischen Trennstufen 
Druck [bar] 
freier Querschnitt einer Trennsiule 
Radius der Mischspirale 
~Auflosuiig zweier Banden 
maximale Auflosung 
Reaktionszeit [s] 
Bruttoretcntioiiszeit [s] 
lineare Stromungsgeschwindigkeit [em s -  '1 
Prohcnvolurnen [cm'] 
Verhiltnis FlussigkeitslBnge/Summe Fliissigkeits- und Gaslange [*] 
Oberflachenspannung [dyn cm I ]  

Porositat : Bruchteil des freien Querschnitts, der dem Elutionsmittel 
zur Verfugung steht 
geometrische Konstantrn fiir das gepacktz Rcaktionsrohr 
ViskositHt [dyn s 
Bandcnverhreiterung [s] bzw. [em3] 
Baiideiiverhreitcrung in der SBule [s] 
Bandenverbreiterung im Reaktor [s] 
Bandenverbreiteiuug ini gesamten Detektionssystcm [s] 
Bandenverbreiterung in den Verbindungsreilen [s] 

~ c m 3  s - ~ ~  

~ ~~~~~~~~~~ ~ ~~~~ 

Empfindlichkeit einer Methode: Steigung der Eichgeraden 
Nachweisgrenze eines Verfahrens: Konzcntrat~on Fur den MeBwert aus Blind- 
wert und dessen dreifacher Standardabweichung 

[*] Unter ,,Fliissigkeitslange" und ,,GaslPnge" versteht man jeweils die LBnge 
des Segmentes. 

~ ~ ~~~ . -~ 

2.2.3. Mischspiralen-Reaktionseinheit 

In einer Mischspiralen-Reaktionsejnheit wird der Flussig- 
keitsstrom durch Luftblasen segmentiert (Abb. 2) und so die 
Bandenverbreiterung infolge von Diffusionseffekten in der 
Longitudinal-Richtung auf ein Minimum reduziertC5, 9, "1. 

Die folgende Gleichung nach Snyder['] gibt die Varianz 
in Abhangigkeit von der Reaktionszeit an: 

(4) 

In Abhangigkeit vom Durchmesser der Mischspiralen kann 
jeweils eine optimale Segmentierungsfrequenz n ermittelt wer- 

den. Die Einfliisse von Durchflufigeschwindigkeit F , ,  Viskosi- 
tat q der Reaktionsmischung und Oberflachenspannung 7 wur- 
den von Snyder['' eingehend untersucht (Abkurzungen in GI. 
(4) siehe Tabelle 1). 

Deelder und Hendricks" ' I  geben folgende Beziehung fur 
die Abhangigkeit der Varianz von der mittleren Starke des 
Fliissigkeitsfilms df an den Wlnden und der Lange eines Fliis- 
sigkeitssegmentes 1, (Abb. 2) an: 

(5 )  

Nach Hrdinal'z] existiert fur den 4 o-Wert folgender Zusam- 
menhang: 

r- ~ 

4 0 = 2 t d , / (pd,)  

p bedeutet hier das Verhaltnis der Fliissigkeitslange zur Sum- 
me aus Fliissigkeits- und Gaslange (siehe Tabelle 1). 

\ 

df 

Ahb. 2. Schematische Darstellung der Segmentierung des Fliissigkeitsstroms 
in einer Mischspiralen-Reaktionseinheit. Y: Radius des Glasrohres (der Misch- 
spirale); d f :  mittlere Starke des Fliissigkeitsfilms an den Wanden: 1; Lange 
des FI iissigkeitssegnien tes. 

Gleichung (4)[51 erinoglicht die Berechnung der Bandenver- 
breiterung aus direkt meObaren oder bekannten Grogen des 
Reaktors, fur die Anwendung der einfacheren Beziehungen 
( 5 )  und (6) ist die Kenntnis der mittleren Starke des Flussig- 
keitsfilms an den Wanden erforderlich. 

Weitere Untersuchungen zur Dynamik der Analyse mit 
kontinuierlich segmentiertem DurchfluR stammen z. B. von 
B e ~ ~ g [ ' ~ l ,  Thier.5 et aI.[l4] und Walker et al.[i5], zur Bandenver- 
breiterung in Saulen von Hulrisz et al.[lbJ sowie von Huber 
und H u l ~ r n a n [ ' ~ ~ .  

2.3. Vergleich der Reaktoren und allgemeine Beziehungen 

Vergleicht man die Varianzen oder Bandenverbreiterungen 
fur mehrere Reaktortypen in Abhangigkeit von der Reaktions- 
zeit (Tabelle 2), so schneidet die Mischspiralen-Reaktionsein- 
heit am besten ab. In der Praxis treten jedoch zusatzliche Ver- 
breiterungen durch Diffusionen in den Verbindungstejlen der 
Mischspiralen untereinander, mit der HPLC-Saule, im Luftab- 
scheider und in der Verbindung mit dem DurchfluO-Detektor 
auf(siehe z. B. [''I). Experimentell ermittelte o-Werte in mehre- 
ren Reaktoren sind in Tabelle 3 zusammengestellt. 

Fur sehr schnelle Umsetzungen von wenigen Sekunden ist 
auch ein offenes Reaktionsrohr geeignet. Bei der Anwendung 
von Mischspiralen-Reaktionseinheiten treten zwar durch die 
Verbindungsteile hohere Bandenverbreiterungen als berechnet 
auf; trotzdem ist diese Art von Reaktor den beiden anderen 
bei langen Reaktioiiszeiten und vor allem bei mehreren Reak- 
tionsschritten vorzuziehen. Lediglich bei hohen Reaktionstem- 
peraturen scheint das gepackte Reaktionsrohr Vorteile zu bie- 
tenLt8], da keine Schlauch- und Kunststoff-Verbindungen wie 
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Tabelle 2. Parameter fiir die Berechnung der Bandenverbreiterung 0, in mehreren Reaktortypen. 

offenes gepacktes Mischspiralen- 
Reaktions- Reaktions- Reaktions- 
rohr rohr einheit 

iiinerer Rohrdurchinesser d ,  [em] 
Diffusionskoeffizient D,, [cm' s -  '1 
DurchfluDgeschwindigkcit I;, [em3 s -  '1 
Viskositat q [dyn s em-'] 
Oberflichenspdnnung : [dyn em-  l ]  

Teilchendurchmesser der Packung d, [em] 
Segmentierungsfrequenz 11 [ s ~ ' ]  
Konstanten h i  

hi 

0.05 0.5 

- 0.025 
.~ 0 004 

2.10-5 2.10-5 

- 

I .6. lo - '  
.- - 

I I  
18 - 

0.1 

0.025 
0.004 

Du.2s:  3.5.1W5 

25 
~ 

7.3 

bercchnete Val-ian7 in Abhingigkeit von der 
Reaktionszeit [s'] OF 1.30.t 5.14.10-2. t 4.97. 10-'.t 

Tabelle 3. Beispiele fiir experimentell erniittelte Bandenverbreiterungen mi 

und 6, in mehreren Reaktortypen. 

Offenes Reaktionsrohr (nach 121 J) 
Bestimmung von Thioridazin im Blut. Chromatographie: Verteilung mil 
ternaren Phasen; Reaktion: Oxidation mit Kaliumpermanganat; Detektor: 
Fluorimeter 

System: Probciisclileife + Durchflufizelle 36 

Probenschleife t Durchflufizelle 
t offenes Reaktiorisrohr 120 

Bedingungen: t = 5  [s], F , = 2  [cm3 inin-'], d,=0.04 [cmJ, L=150 [cm] 

0,=3.6 [s] (berechnet aus vv) 

Gepacktes Reaktioiisrohr (nach 1701) 
Bestimmung von Isoenzymen. Chromatographie: an modifiziertem Cellulose- 
Austauscher; Reaktion: Urnsetrung mit LactatjNAD' ; Detektor: Photometer 
oder Fluorimeter 

System: mit unporosen Glaskugeln gepackte Siule 

Bedingungen. L=30 [em], d,=0.41 [ern], p = 7  [bar], d, ,=5-  IO-' [cm]. 

. _- __ -~ 

u=0.4 [em S K I ] ,  r=75 [s] 

0,=3.1 [s] (berechnet aus Abb 1 in 1701) init H = 0 . 5  [mm]) [*I 
Mischspiralen-Reaktiouseiiiheit (nach [I I ] )  
Bestimmung von Cyclohexanon. Chromatographie: Verteilung mit ternireii 
Phasen; Reaktion: Umsetzung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin; Detektor: 
Photometer 

~- -~ -~ __ - ~~ 

System: Mischspirale I: 1.=2 [m], d,=0.24 [em] 16 

6 
1 1  

Mischspirale 11: [.=I [m]. d,=0.24 [cni] 

Verbindungsteile - 
gesamt 33 (05,~) 

Bedingungen: t = i X O  [s], u=0.15 [cm s - ' ] ,  L'=0.3, R,,,,,,=3 (ohne Reaktor), 
R=2.4 (mil Reaktor): rr,,>7 [s] ergibt einc Verringerung der Auflosung 
R um weniger als 20 % [I  I ]  

m t =  5.7 [s] (berechnet aus &,J 

[*] & betragt nur ein Drittel des Wertes fur die Durchfiihrung der gleichen 
Reaktion in einem offenen Kapillarrohr yon 15.25 [m] LQnge und 0.05 
[em] innerem Durchmesser [70]. 

__~  -- - ~ 

bei der Mischspiralen-Reaktionseinheit benotigt werden. In 
neueren Arbeiten vergleichen Frei et aI.[l9, "1 die verschiede- 
nen Moglichkeiten der ,,post-column derivatization". 

Fur das Verhaltnis aus der Auflosung zweier Signale, wie 
sie im DurchfluB-Detektor registriert werden, und der durch 
das chromatographische System erreichten Aufliisung R,,, 
bei ( T ~ = = C T ~ ,  und ocd=O gilt (nach [*,"I): 

Wird eine Verringerung der Auflosung R,,, von 5 % in Kauf 
genommen, so ergibt sich old =0.33 utc. Aus diesen Bedingun- 
gen folgt eine Mindest-Retentionszeit von 

(Beispiel: oId=2 [s], N =  10000, tRz=400 [s]) bci gegebener 
Auflosung R fur ein Stoffpaar in Abhangigkeit von der Zahl 
der theoretischen Trennstufen N. 

Der Verdunnungseffekt in der Flussigkeits-Chromatogra- 
phie kaiin als das Verhaltnis der Konzentration einer Substanz 
im Bandenmaximum c,,, zur Konzentration in der Probe 
co (nach I) angegeben werden: 

(9) 

co Vo entspricht der Probenmenge. 

und die Bandenverbreiterung weiter verdunnt" ' I :  

Im Reaktor wird die ProbenlGsung durch die Reagenszugabe 

Fur cmaX gilt unter der Voraussetzung einer GauB-Verteilung 
(siehe [''I): 

3. Anwendungsbeispiele 

Die meisten der bisher beschriebenen fliissigkeits-chromato- 
graphischen Analysen rnit einem (chemischen) Reaktionsde- 
tektor stammen aus der oryunisch-chcmisc.hen und hiockcmi- 
scheit Analytilk In der Aminosauren-Analytik wird bereits seit 
20 Jahren mit Erfolg die direkte Kopplung einer chromatogra- 
phischen Trennung (Ionenaustausch) mit einer chemischen 
Umsetzung vor der Detektion angewendet, und zwar in auto- 
matischen Reaktionssystemen (mit Mischspiralen-Reak- 
tioiiseiiiheiten)'zz! Als Reageiitien fur die photometrische oder 
fluorimetrische Aminosauren-Bestimmung dien ten aul3er dem 
klassischen Ninhydrinl' 8 .  231 PhthalaldehydIZ"-"21, Fluoresca- 
mini29~37~381 und P y r i d o ~ a l [ ~ ~ ]  (siehe Tabelle 4). Auch Tren- 
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Tabclle 4. Anwendungsbeispiele fur (chemische) Reaktionsdetektoren. 

Reagens Substanr oder Substanzgruppe Detektion [a] 

Ninhydrin 

Phthalaldehyd 

Fluorcscamin 
Pyridoxal 
tthylendiamin 
Oxidatioiismittel 
a )  Kaliumhexacyanoferrat(1i1) 
h) Kaliumpermanfdnat 
c )  Cer(1v)sulfat 

d) Chromsiure 
c) Periodat 
Natriumiodid 
Tetrazoliumblau 
Neocuproin 
Sliurc-Base-lndikatoren 
Carbarol 
Phenol 
Sulfanilsiiure/A'-( 1 -Naphthyl)ethylendiainin 
7-Chlor-4-nitrobenrofurdn (NBD-Chloridj 
2.4-Dinitrophenylhydralin 
Sriuren (Salr-, Schwefel-. Essigsiure) 
Semicarbazid 
6,h'-Dinitr0-3,3'-dithiodibenzocshiire 
p-Nitrophenyl-p-guanid inohenroat 
Lactat, NAD ' 
Cholincsterase 
Molybdat 
3-(2-Pyridylarojresorcin ( P A R )  
Lumniol 
Zincon 
C'er(lV)sulfat 

Aminosiuren 118. 231. Amine [24, 251, Polyamine 126, 271, y-Aminobuttersiiure 

Aminosauren 129-321, Amine [30, 331. Catecholamine 1331, Peptide [34]. 5-Hy- 
droxyindolessigsaurc [ 3 5 ] ,  N-Methylcarbamate [36] 
Aminosiiuren [29. 37, 381, Peptide [39] 
Aminosiuren [40] 
Catecholamine [4. 41, 421 

Catecholamine 143-481 
Thioridazin und Metabolite [21] 
ArencarbonsBuren 149-5 I], Kohlenhydratc 152, 531, Phenole [54], 5,h-Dihydro- 
2-methyl-I ,4-oxathiin-3-carboxaniIid 1551 
Flydroxycai-hoiis~iuren [56 ,  571 
Flydroxycarbonsduren [56 ,  571 
Hydroperoxide [8] 
Lucker [ 5 8 ]  
reduzierende Zucker [59] 
Carbonsiiuren [GO- 621 
Hydroxycarbonsauren [Sh, 571. Uronduren [63] 
Kohlenhydrate [h4] 
Nitrosamide [65] 
Prolin, Hydroxyprolin [66] 
Cyclohexanon [I 11 
Glykoside [ZO], Kohlenhydrate [67], Ostrogene [68] 
Citral [69] 
Enrymc [70] 
E n ~ y i n e  1701 
EnLymc [70, 711 
Organophosphorvcrbindtingcn, Chrhamatc, Insektizide [72, 731 
Monof1uorophosph:it [74] 
Metallionen [75; 761 
Metallionen [77-79] 
Link 1801 
Polythionatc [ X I ]  

1281 F, A 

F 
F 
F 
F 

F 
F, A 
F. 4 

F, A 
F. A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
F 
A 
F 
E 
A 
A 
A. F 
A 
A 
A 
F 
A 

[a] A :  Absorptionsmessungen; F: Fluores~enrmessungen; E :  Elektrochemiachc Detcktion 

nungen von Peptiden wurden rnit einer Umsetzung rnit Phthal- 
aldehyd1"4' oder Fluorescaniinr3y1 verbunden. Diese Metho- 
den wurden zum Teil auf die Bestimmung von Aminen iibertra- 

cholamine werden nach den chromatographischen Trennun- 
gen spezielle chemische Umsetzungen in Mischspiralen-Reak- 
tionseinheiten durchgefuhrt: a) Umsetzung mit Ethylendi- 
amin". 41, "I, b) Oxidation zu fluoriinetrisch crfahbaren Trihy- 
d r o ~ y i n d o l e n l ~ ~  -4R1. Dank der selektiven Umsetzung zu Tri- 
hydroxyindolen ist unter Verwendung der .,reversed-phase"- 
FIPLC sogar die direkte Bestimmung dcr Catecholamine im 
lJrin ohne vorherige Abtrennung miiglich ( l d 8 ] ,  siehe auch lR51). 

Andere Oxidationsmittel wie Kaliumpermanganat[21', 
Cer(~v)sulf~i t [" '~~~' ,  Chromsiiure"". und Periodat'", s71 fan- 
den in Verbindung mit der Flussigkcits-chromatographic zur 
fluorimetrischen und absorptionsspektrometrischen Bestim- 
mung verschiedener organischer Substanzen Verwendung (sie- 
hc Tabelle 4). Oxidierende Verbindungen wie Hydroperoxide 
wurden rnit Natriumiodid umgesetzt; das gebildete Tod wurde 
photometrisch im Durchflun bestimmt1'I. Fur die Analyse 
reduzierender Zucker sind Redox-Indikatoren w ie Tetrazo- 
liumblau und Neocuproin geeignet['*. 5y1. 

Carbonsiiuren lassen sich nach ionenaustausch-chromato- 
graphischen Trennungen mit S~~urc-Base-Indikatoren nach- 
weisen 16 0 - 6 21 . Weitere Reagentien sind in Tabelle 4 zu finden. 

Fur chromatographisch getrennte, chemisch modifizierte 
Substanzen eigiiet sich auch dic elektrochemische Detektion, 
wie am Beispiel des Citrals mit Semicarbazid gezeigt wurde'"I. 

Fur Enzymancilysm werden spezielle Reagentien und Reak- 
tionssysteme beschriebenl'". " 1. In der Unzrcelturialytik wird 
die enzyinatische Hemmung von Cholinesterase zur lndikation 

gen[Z4-27,30,331 . z ur Analyse biogener Amine wie der Cate- 

fur Organophosphorverbindungen, Carbamate und Insektizi- 
de eingesetztL7'. 731. 

Auch in der anorgcrnisclien Analjse finden Umsetzungen 
nach ionenaustausch-chromatographischen Trennungen mit 
Molybdat, Metallreagentien oder auch Cer(1v)sulfat Anwen- 
dUngf74 - 8 11, 

Die in Tabelle 4 aufgefuhrten Beispiele sind nicht nach 
klassischcr und moderner (Hochdruck-)Fliissigkeits-Chroma- 
tographie in SEulen unterschicden. Nach Engelhurdt1Y21 liegt 
die Grenze der Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographie zur 
klassischen Flussigkeits-Chromatographie bei Packungsteil- 
chen uber 50 pin Durchmesser. Snj'der und K i r k i ~ n d [ ~ ~ '  cha- 
rakterisieren die modcrne Siiulen-Chromatographie als schnel- 
le Flussigkeits-Chromatographie mit hohen Trennleistungen 
und kurzcn Trennzeiten von wenigen Minuten his zu etwa 
eincr Stunde (,,high-speed" oder ,,high-performance liquid 
chromatography"). Weitere Beispiele fur Reaktionen in Syste- 
men mit kontinuierlichem Durchflul!, in Verbindung rnit der 
klassischen Siiulen-Chromatographie sind in der Monographie 
voii Fori .mm und S t o r k \ ~ e l l [ ~ ~ I  aufgeruhrt. 

4. Ausblick: Entwicklungstendenzen 

Selektive chemische Umsetzungen mit einem variablen 
DurchfluR-Detektor in Verbindung mit leistungsfihigen 
Trennsystemen schaffen Moglichkeiten fur die direkte und 
empfindliche Analyse einzelner Substanzen in komplexen Ma- 
trices wie Urin und Blut ohne Probenvorbereitung. 

Bcispiele fur derartige Anwendungen von Reaktionsdetekto- 
ren wurden u.a. fur Kohlenhydrate im Urin und Serum15*], 
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fur freies Prolin und Hydroxyprolin im Serum[66] sowie fur 
freies Adrenalin und Noradrenalin im Urinr4'] (Abb. 3) be- 
schrieben. Als weiteres Beispiel sei die direkte Bestimmung 
von Dopamin nnd Serotonin in Gehirnhomogenaten nach 
,,reversed-phase"-chromatographischer Trennung und Umset- 
zung rnit Phthalaldehyd angefuhrt (Abb. 4) (siehe auch [ s 5 1 ) .  

P 

1 
HPLC 

2 
3 

4 

G 

F 
NA 

IS 

n 
I 

5 10 
f ,  [ m i n l  ---+ 

Ahh. 3. Direkthestimmung von Adrenalin (A) und Noradrenalin (NA) in 
200 PI Urin durch Kopplung von ,,reversed-phase"-Chromatographie (Siule: 
LiChrosorh RP 18, mobile Phase.0.05 M Phosphatpuffer pH =3, DurchfluRgc- 
schwindigkeit: 1.5 [ml inin-'], Druck: 60 [bar]) rnit einem (chemischen) 
Reaktionsdetektor. IS bedeirtcl interner Standard. 
FlieOschema: 1 : Oxidationslosung: 0.3 M Formiatpuffer pH =4/0.1 M Bor- 
sHure/0.1 '%, Kalitimhexacyanoferrat(II1)/2.10 ' Kupferacetat (Schlauch: 
d j  0.76 [mm]): 2: Luft (Schlauch: d ,  1.42 [mm]); 3:  Reduktionslosung: 5';< 
Mercaptoethanol in Wasser/20 "d> Natriumsulfit in Wasser/lO M Natronlauge 
im Volumenverhaltnis 1 : 1 : 1 (Schlauch: d ,  0.76 [mm]); 4: 4 M Essigsaure/4 '!<, 
Borsiiure (Schlauch: d, 1.14 [mm]); C :  Gesalntschlnuch d ,  I 3 5  [mm]: P :  
Schlauchpumpe, F: Fluorimetcr (Anregung 405 nm, Fluoreszenz-Kantenfilter 
450 nm, Empfindlichkeit 0.03 pAVollausschlag); MS: Mischapirale, DMS: 
Lhppelmischspirale ( d ,  2.4 [mm]). 
Urinprohe: 14.5 11g Adrenaliniml und 59 ng Noi-;idrcnaliii 1111 (entspricht: 
2.9ng Adrenalin und 11.8ng Noradrenalin in dcr SHule) 1481. 

Solche Analysenverfahren verringern vor allern in der Spu- 
renanalyse organischer Substanzen Probleme der Abtrennung 
aus dem Material, der Stabilitiit der Substanzen oder der 
fur die Flussigkeits-Chromatographie hergestellten Derivate 
und verkurzen auI3erdeni die Analysenzeit gcgenuber einem 
Verfahren, das aus Abtrennung, Probenderivatisierung und 
chromatographischer Analyse besteht. Eine andere Ziclsetzung 
Kir solche Verbundsystcme aus Hochdruck-Flussigkeits-Chro- 
matographen und (chemischcn) Reaktionsdctcktoren ist dic 
Trennung und Bestimmung moglichst vieler Stork in einem 
Arbeitsgang. Hierfur sind als Beispiele vor allem die Analyse 
von Aniinosluren, von Kohlenhydraten sowie von Metall- 
ionen zu nennen, die sich mit Gruppenreagentien umsctzen 
und soniit nach einer chromatographischen Trennung gemein- 
sam bestimmen lassen (siehe Tabelle 4). Voraussetzung fur 
die Anwendbarkeit dieses Verfahrens ist ein selektives chronia- 

tographisches System rnit hoher Trennleistung. In der Amino- 
sluren-Analytik konnte infolge der Entwicklungen in der mo- 

I 
5 10 

f ,  [ m i n l  - 
Abb. 4. Direkthestimmung voii Dopamin IDA) tind Scrotoniri (Ser) in  50 
pleines Hirnhomogenates(1SgRattenhirn in lOml0.1 N Salzsiiure homogeni- 
siert) durch Kopplung von ,,reversed-phase"-Chromatographic ( S i u l e :  Li- 
Chrosorh RP  18, mobile Phase: 20:4 Methanol in enier wiiDrigcn Losullg 
von 0.4 M EssigsPure,Borsaure pH = 3.2, DurchfluRgeschwindigkeit: I .2 [ml 
mill- '1, Druck: 80 [bar]) mi! einem (chemischen) Reaktionsdetektor. 
FlieRschema: 1 : Reagens: Phthalaldehyd, 0.02 Gew.-'>,,:0.05 Vol:?;, Mercap- 
toethanol in 0.2 M Doratpuffer p H = 9  (Schlauch: d ,  0.76 mm): 2 :  I d t  
(Schlauch: d ,  0.76 m m ) ;  G :  Gesamtschlauch (d ,  1.14 mm); P Schlauchpumpe: 
F : Fluorimeter (Anregung 365 nm, Fluorea~enz-Kantenfilter 450 nni, Empfind- 
lichkeit: 0.3 pA:Vollausschlag); MS = Mischspirale. 

dernen Flussigkeits-Chromatographie die Analysenzcit von 
mehr als 12 Stunden["] auf weniger als eine Stunde verringert 
~ e r d e n ~ ~ ' !  

AuI3erdem kann rnit den beschriebeiien Systemen die Rich- 
tigkeit von Analysenergebnissen uberpruft werden, wie das 
folgcnde Beispiel zeigt: Fur die Analyse biogener Amine in 
biologischem Material wurden storungsfreie Analysenverfah- 
ren durch die Kombination von Abtrenn- und Anrcicherungs- 
verfahren (Ionenaustausch, Fliissig-flussig-Verteilung) rnit sc- 
lektiven chemischen Umsetzungen entwickelt. Am Beispiel 
des Serotoiiins lieB sich durch Hochdruck-Fliissigkeits-Chro- 
matographie und chemische Umsetzung mit fluorimetrischer 
Messung nach der Trennung zeigen, daI3 das fur Gchirnproben 
gebrauchliche Abtrennverfahren rnit n-Butanol bei Urinpro- 
ben falsche (zu hohe) Werte erpibt. Im Chromatograrnm wird 
neben dem Serotonin-Signal ein weiteres Signal registriert, 
das ohne Trennung trotz selektiver Umsetzung (mit Phthalal- 
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dehyd in salzsaurer Losung bei 80°C) als Serotonin gemessen 
wurde[861. 
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