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Fliissigkeits-Chromatographie in Siulen mit chemischen Umsetzungen

nach der Trennung

Von Georg Schwedtl"]

Die moderne Fliissigkeits-Chromatographie in Sdulen (Hochdruck-Flussigkeits-Chromatogra-
phie, HPLC) hat sich in den letzten Jahren zu einer sehr leistungsfahigen, vielseitig anwendbaren
Trenntechnik entwickelt. Die Selektivitit eines Analysenverfahrens, das auf einem Trennvorgang
beruht, kann in vielen Fillen durch chemische Umsetzungen nach der Trennung wesentlich
gesteigert werden. Aulerdem lassen sich auf diese Weise niedrigere Nachweisgrenzen als bei
der Detektion ohne Derivatisierung erreichen. Die physikalisch-chemischen Grundlagen dieser
Verbundverfahren aus chromatographischer Trennung und chemischer Umsetzung mit anschlie-
Bender Detektion im Durchflu3 (Kopplung von Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatograph und
Reaktionsdetektor) sowie der Stand der Entwicklung mit einem Uberblick bisher beschriebener

Anwendungen werden dargelegt und diskutiert.
1. Einleitung

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

[*] Prof. Dr. G. Schwedt
Analytische Chemie, Fachbereich 8 der Gesamthochschule
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die Verbesserung der Nachweisgrenzen von Analysenverfah-
ren, mit denen Elementspuren und niedrige Gehalte organi-
scher Substanzen in komplex zusammengesetzten Matrices
erfaBBt und bestimmt werden konnen. Fortschritte in diesem
Sinne wurden in den letzten zwei Jahrzehnten vor allem mit
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 fiir
die klassischen Methoden der Gravimetrie, Volumetrie und
auch Kolorimetrie sowie Photometrie gekennzeichnet, so
scheint heute der physikalischen MeBtechnik — 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 Selektivitit
erst apparativen Entwicklungen vor allem in der Gas- und
Fliissigkeits-Chromatographie zu verdanken. Technologische
Fortschritte bei der Herstellung von Sdulenmaterialien mit
Partikeldurchmessern unter 10 pm und Verbesserungen in der
Pumpentechnik zur konstanten, pulsationsfreien Foérderung
von Losungsmitteln gegen hohe Driicke bestimmten in den
letzten zehn Jahren die Entwicklung der klassischen Fliissig-
keits-Chromatographie zu der um ein Vielfaches leistungsfihi-
geren Hochdruck-Fliissigkeits-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 Selektivitit ange-
langt. Hier zeichnen sich jedoch Entwicklungen ab, die der
chemischen Seite in der Analytik, also chemischen Reaktionen
und Reagentien, wieder groere Bedeutung zukommen lassen.

2. Reaktionsdetektoren
2.1. Grundlagen und Aufbau der Analysensysteme

UV- und Fluoreszenz-Detektoren mit DurchfluBzellen sind
zur Zeit die gebriuchlichsten und meBtechnisch ausgereiftesten
Detektoren fiir die HPLC!!). Um die Empfindlichkeit und
vor allem die Nachweisgrenze bei der Detektion zu verbessern,
empfiehlt es sich hdufig, die zu bestimmenden Substanzen
chemisch zu modifizieren, so dal3 Verbindungen mit héheren
molaren Extinktionskoeffizienten fiir die UV-Detektion oder
fluorimetrisch erfaBbare Verbindungen erhalten werden, fiir
die sich niedrigere Nachweisgrenzen als bei der UV-Detektion
erreichen lassen. Diese Derivatisierung kann vor oder nach
der chromatographischen Trennung durchgefiihrt werden!?!,

Derivatisierungen vor einer chromatographischen Analyse
mitdem Ziel selektiverer Trennungen und insbesondere niedri-
gerer Nachweisgrenzen als bei nicht derivatisierten Verbindun-
gen werden seit langem mit Erfolg in der Chromatographie
angewendet'? %), Die chemische Umsetzung muB hierbei
moglichst quantitativ sein und zu einem definierten Reaktions-
produkt fithren. Fiir Derivatisierungen nach der Trennung
der zu bestimmenden Substanzen konnen jedoch auch unvoll-
stindig verlaufende Reaktionen genutzt werden, auch wenn
sie mehrere Produkte ergeben, wenn nur die MeBsignale stark
und reproduzierbar sind. AuBerdem entfillt in diesem Fall
die bei einer Derivatisierung vor der Trennung haufig arbeits-
und zeitaufwendige und mit Verlusten verbundene Probenvor-
bereitung.

Analysensysteme fiir fliissigkeits-chromatographische Ana-
lysen mit chemischen Reaktionen nach der Trennung bestehen
aus einem Fliissigkeits-Chromatographen, einem Reaktor und
einem DurchfluB-Detektor (Abb. 1, vgl. auch *}), Die chemi-
sche Umsetzung und die Detektion der getrennten Substanzen
erfolgen in on-line-Kopplung im AnschluB an die chromato-
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[ Flissigkerts-Chromatograph I
I I-al oftenes Reaktionsrohr
Reaktor bl gepacktes Reaktionsrohr
¢} Mischspiralen-
Reaktionseinheit
@ur:hfluss-Detektor al Photometer
bl Fluorimeter
cl Polarograph

Abb. 1. Analysensystem fiir fliissigkeits-chromatographische Analysen mit
chemischen Reaktionen nach der Trennung. Die Kombination von Reaktor
und DurchfluB-Detektor wird als Reaktionsdetektor bezeichnet.

graphische Trennung. In Anlehnung an die im Englischen
gebriuchliche Bezeichnung ,reaction detector”®! werden
Reaktor und Durchflu-Detektor im folgenden (chemischer)
Reaktionsdetektor genannt. Der Reaktor kann aus einem offe-
nen Reaktionsrohr (einem Kapillarrohr), einem gepackten
Reaktionsrohr {einem Rohr mit groferem Durchmesser als
das Kapillarrohr, gefiillt mit kleinen Teilchen, z. B. mit Glasku-
geln) oder einer Mischspiralen-Reaktionseinheit bestehen, wie
sie in Geriten fiir die automatische nallchemische Analyse
(»Autoanalyzern“) verwendet wird. Diese Reaktionseinheit be-
steht aus einem spiralformig gewickelten Glasrohr. Mit einer
peristaltischen Pumpe werden die Lésungen durch Schlduche
in die Mischspiralen geférdert, wo die Umsetzungen stattfin-
den. Der Fliissigkeitsstrom wird durch Luftblasen segmentiert
(siche Abb. 2).

2.2. Diffusionseffekte in den Reaktoren

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

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

ot=0i+0k+ ok, [s] (]

(c: Sdule, v: Verbindungsteile, d,g: gesamtes Detektionssystem, d. h.
Reaktor und DurchfluB-Detektor}

2.2.1. Offenes Reaktionsrohr

In einem offenen Kapillarrohr, welches iiber ein T-Stiick mit
dem Ausgang der HPLC-S4ule verbunden wird, betrdagt die
Varianz in Abhiingigkeit von der Reaktionszeit (nach 71

Die Bandenverbreiterung o ist also bei gegebenem Diffusions-
koeffizienten D, proportional dem Rohrdurchmesser d, und
der Wurzel aus der Reaktionszeit t. Haldsz und Walkling'®
haben die Unterschiede in der Bandenverbreiterung zwischen
idealen und geometrisch verformten Rohren untersucht.

2.2.2. Gepacktes Reaktionsrohr

Gepackte Reaktionsrohre entsprechen gepackten Trennsidu-
len in der Chromatographie, jedoch besitzen sie keine retardie-
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rende Wirkung. Fiir die Varianz in Abhéngigkeit von der
Reaktionszeit gilt

2 [E'Dmﬁ'zd? Ttd‘le’)»zdp :'
Ty = : 5 + 1:2
8 F? 4F [1 4 had(mnDyp/d,) ]

3

(Die in ®1 angegebene Beziehung wurde umgeformt.)

Die Abkiirzungen sind in Tabelle 1 erklart. Durch Verwen-
dung kleiner Teilchen und hoher DurchfluBgeschwindigkeiten
sowie geringer Rohrdurchmesser wird in solchen Reaktoren
die Bandenverbreiterung gering gehalten.

Tabelle [. Bedeutung der verwendeten Abkiirzungen sowie einige Definitionen.

Crmax Substanzkonzentration im Maximum einer Bande [g cm ™3]
co Substanzkonzentration in der Probenldsung [g cm™*]

dy mittlere Stirke des Fliissigkeitsfilms an den Winden [cm]
d; innerer Durchmesser von Schliduchen oder Rohren

dy Teilchendurchmesser [cm]

d, Rohrdurchmesser [e¢m]

Dn molarer Diffusionskoeffizient [cm? s7*]
D..»s molarer Diffusionskoeffizient in Wasser bei 298 K [cm? s 1]
F DurchfluBgeschwindigkeit in der Sidule, Volumengeschwindigkeit

fem? s74]

Fr DurchftuBgeschwindigkeit fiir das Reagens [cm® s7']

H theoretische TrennstufenhShe [mm]

K Kapazitits-, Massenverteilungsverhiltnis

1. Lange des Fliissigkeitssegmentes [cm]

L Siulenldnge [cm]

i Masse

n Segmentierungsfrequenz [s™']

N Zahl der theoretischen Trennstufen

P Druck [bar]

q freier Querschnitt einer Trennsiule

r Radius der Mischspirale

R Aufldsung zweier Banden

Ronax maximale Aufldsung

f Reaktionszeit [s]

Ik Bruttoretentionszeit [s]

u lineare Strémungsgeschwindigkeit [cm s™']

Vo Probenvolumen [cm?]

B Verhiltnis Fliissigkeitslinge/Summe Flissigkeits- und Gaslinge [*]

v Oberflichenspannung [dyn cm ']

€ Porositdt: Bruchteil des freien Querschnitts, der dem Elutionsmittel
zur Verliigung steht

A geometrische Konstanten fiir das gepackte Reaktionsrohr

7 Viskositiit [dyn s cm™ %]

o, 0,  Bandenverbreiterung [s] bzw. [cm?]

e Bandenverbreiterung in der Siule [s]

G Bandenverbreiterung im Reaktor [s]

Tid.g Bandenverbreiterung im gesamten Detektionssystem {s]

[ Bandenverbreiterung in den Verbindungsteilen [s]

Empfindlichkeit einer Methode: Steigung der Eichgeraden
Nachweisgrenze eines Verfahrens: Konzentration fiir den MeBwert aus Blind-
wert und dessen dreifacher Standardabweichung

[*] Unter . Flissigkeitslinge” und , Gaslinge" versteht man jeweils die Linge
des Segmentes.

2.2.3. Mischspiralen-Reaktionseinheit

In einer Mischspiralen-Reaktionseinheit wird der Fliissig-
keitsstrom durch Luftblasen segmentiert (Abb. 2) und so die
Bandenverbreiterung infolge von Diffusionseffekten in der
Longitudinal-Richtung auf ein Minimum reduziert!®- % 1°],

Die folgende Gleichung nach Snyder'! gibt die Varianz
in Abhingigkeit von der Reaktionszeit an:

T =

5 [5%?_115 *(F)+092d ) N l]A

;‘73 : Fi Dy.2s /.l
) 3 N5i% 2:3 (4)
‘ 235(F, + 0924 n)>y }
. T S - -t
|_. 7\2‘5 Fl d;tes

In Abhéngigkeit vom Durchmesser der Mischspiralen kann
jeweils eine optimale Segmentierungsfrequenz » ermittelt wer-
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den. Die Einfliisse von DurchfluBgeschwindigkeit F,, Viskosi-
tit n der Reaktionsmischung und Oberflichenspannung y wur-
den von Snyder® eingehend untersucht (Abkiirzungen in Gl.
(4) siche Tabelle 1).

Deelder und Hendricks''') geben folgende Beziehung fiir
die Abhingigkeit der Varianz von der mittleren Stiarke des
Fliissigkeitsfilms d; an den Winden und der Léinge eines Fliis-
sigkeitssegmentes [ (Abb. 2) an:

2nldel L
y _ e del LT 5
Jid F, (3)

Nach Hrdina''?) existiert fiir den 40-Wert folgender Zusam-
menhang:

do=2)/ntde/(Bdy) (6)

B bedeutet hier das Verhéltnis der Fliissigkeitslinge zur Sum-
me aus Fliissigkeits- und Gaslinge (siehe Tabelle 1).

:
r

d¢

Abb. 2. Schematische Darstellung der Segmentierung des Fliissigkeitsstroms
in einer Mischspiralen-Reaktionseinheit. r: Radius des Glasrohres (der Misch-
spirale); de: mittlere Stirke des Fliissigkeitsfilms an den Winden: [: Lange
des Fliissigkeitssegmentes.

Gleichung (4)1°! ermdglicht die Berechnung der Bandenver-
breiterung aus direkt meBbaren oder bekannten GroBen des
Reaktors, fiir die Anwendung der einfacheren Beziehungen
(5) und (6) ist die Kenntnis der mittleren Stirke des Fliissig-
keitsfilms an den Winden erforderlich.

Weitere Untersuchungen zur Dynamik der Analyse mit
kontinuierlich segmentiertem Durchflu stammen z.B. von
Begg™?), Thiers et al."*) und Walker et al.!**], zur Bandenver-
breiterung in Sdulen von Haldsz et al.l'®) sowie von Huber
und Hulsman!* "%

2.3. Vergleich der Reaktoren und allgemeine Beziehungen

Vergleicht man die Varianzen oder Bandenverbreiterungen
fiir mehrere Reaktortypen in Abhidngigkeit von der Reaktions-
zeit (Tabelle 2), so schneidet die Mischspiralen-Reaktionsein-
heit am besten ab. In der Praxis treten jedoch zusitzliche Ver-
breiterungen durch Diffusionen in den Verbindungsteilen der
Mischspiralen untereinander, mit der HPLC-Saule, im Luftab-
scheider und in der Verbindung mit dem DurchfluB-Detektor
auf (siche z. B. [' 1), Experimentell ermittelte o-Werte in mehre-
ren Reaktoren sind in Tabelle 3 zusammengestellt.

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

offenes gepacktes Mischspiralen-
Reaktions- Reaktions- Reaktions-
rohr rohr einheit
innerer Rohrdurchmesser d, [cm] 0.05 0.5 0.1
Diffusionskoeffizient D, [cm? s™ '] 2-107°% 21072 Dy.2s: 3.5-107°
Durchflullgeschwindigkeit F; [cm? s7!] - 0.025 0.025
Viskositdt # [dyn s cm™?] — 0.004 0.004
Oberflichenspannung y [dyn cm™!'] - — 25
Teilchendurchmesser der Packung d, [cm] - 1.6-107° —
Segmentierungsfrequenz n [s™'] — — 73
Konstanten A, - 11 .
53 — 18 —
berechnete Varianz in Abhingigkeit von der
Reaktionszeit [s?] of 1.30-¢ 51410721 497-1073¢
Tabelle 3. Beispiele fiir experimentell ermittelte Bandenverbreiterungen o, R/R = [1 + 0/} 112 %)

und g, in mehreren Reaktortypen.

Offenes Reaktionsrohr (nach [21])

Bestimmung von Thioridazin im Blut. Chromatographie: Verteilung mit
terndren Phasen; Reaktion: Oxidation mit Kaliumpermanganat; Detektor:
Fluorimeter

a,-1073 [em?]

System: Probenschlieife + DurchfluBzelle 36
Probenschleife + Durchfluizelle
+ offenes Reaktionsrohr 120
Bedingungen: =5 [s], F; =2 [em® min~'], d,=0.04 [cm], L=150 [em]

6:=3.6 [s] (berechnet aus 5,)

Gepacktes Reaktionsrohr (nach {707

Bestimmung von Isoenzymen. Chromatographie: an modifiziertem Cellulose-
Austauscher; Reaktion: Umsetzung mit Lactat/NAD ¥ ; Detektor: Photometer
oder Fluorimeter

System: mit unporosen Glaskugeln gepackte Sidule

Bedingungen: L=30 [cm], d,=041 [cm], p=7 [bar], d,=5-10"° [cm)],
u=04 [ems™ '}, =75 [s]

6.=3.1 [s] (berechnet aus Abb. 3 in [70] mit H=0.5 [mm]) [*]

Mischspiralen-Reaktionseinheit (nach [11])

Bestimmung von Cyclohexanon. Chromatographie: Verteilung mit ternaren
Phasen; Reaktion: Umsetzung mit 24-Dinitrophenylhydrazin; Detektor:
Photometer

System: Mischspirale I: L=2[m], d,=0.24 [cm] 16

Mischspirale H: L=1 [m], d,=0.24 [cm] 6
Verbindungsteile 1
gesamt 33 (ad,)
Bedingungen: =180 [s], u=0.15 [cm s '], k'=0.3, R,.., =3 (ohne Reakior),
R=24 (mit Reaktor): o,.>7 [s] ergibt einc Verringerung der Aufldsung
R um weniger als 20 % [11]

a.=5.7 [s] (berechnet aus 3 ,)

[*] o betrigt nur cin Drittel des Wertes fiir die Durchfiithrung der gleichen
Reaktion in einem offenen Kapillarrohr von 15.25 [m] Liéinge und 0.05
[em] innerem Durchmesser [70].

bei der Mischspiralen-Reaktionseinheit benstigt werden. In
neueren Arbeiten vergleichen Frei et al.l'® 2% dje verschiede-
nen Mdglichkeiten der ,,post-column derivatization®.

Fiir das Verhiltnis aus der Auflosung zweier Signale, wie
sie im DurchftuB-Detektor registriert werden, und der durch
das chromatographische System erreichten Aufldsung Ry
bei 6, = v und 5,4 =0 gilt (nach & 11h:
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Wird eine Verringerung der Aufldsung R, von 5 % in Kauf
genommen, so ergibt sich ¢4 =0.33 g(.. Aus diesen Bedingun-
gen folgt eine Mindest-Retentionszeit von

2 =204 [//N (8)

{Beispiel: g3=2 [s], N=10000, tg, =400 [s]) bei gegebener
Auflgsung R fiir ein Stoffpaar in Abhingigkeit von der Zahl
der theoretischen Trennstufen N.

Der Verdiinnungseffekt in der Fliissigkeits-Chromatogra-
phie kann als das Verhiltnis der Konzentration einer Substanz
im Bandenmaximum cmay zur Konzentration in der Probe
¢o (nach U"')) angegeben werden:

Cmax I/O
AT ©)
co qUl+k)2rnlH

¢o Vo entspricht der Probenmenge.
Im Reaktor wird die Probenlésung durch die Reagenszugabe
und die Bandenverbreiterung weiter verdiinnt!!!):

= 2 (10)

¢o Fi+Fr o ql+K))/2nLi

FUr cpax gilt unter der Voraussetzung einer GauB-Verteilung
(siche P1)):

1N

VZn;

(1

Cmax

3. Anwendungsbeispiele

Die meisten der bisher beschriebenen fliissigkeits-chromato-
graphischen Analysen mit einem (chemischen) Reaktionsde-
tektor stammen aus der organisch-chemischen und biochemi-
schen Analytik. In der Aminosduren-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-
tionseinheiten)!2?1. Als Reagentien fiir die photometrische oder
fluorimetrische Aminosduren-Bestimmung dienten auBler dem
klassischen Ninhydrin''# 23! Phthalaldehyd*® ™ *2), Fluoresca-
min'?% 37381 ynd Pyridoxal*®! (siche Tabelle 4). Auch Tren-
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Tabelle 4. Anwendungsbeispiele fiir (chemische) Reaktionsdetektoren.

Reagens Substanz oder Substanzgruppe Detektion [a]
Ninhydrin Aminosduren [18, 23], Amine [24, 25], Polyamine 26, 27], v-Aminobuttersiure
[28] F, A
Phthalaldehyd Aminosduren [29-32], Amine [30, 33], Catecholamine [33], Peptide [34], 5-Hy-
droxyindolessigsiure [35], N-Methylcarbamate [36] F
Fluorescamin Aminosduren [29, 37, 38], Peptide [39] F
Pyridoxal Aminosduren [40] F
Ethylendiamin Catecholamine [4, 41, 42] F
Oxidationsmittef
a) Kaliumhexacyanoferrat(Ii1) Catecholamine [43-48] F
b) Kaliumpermanganat Thioridazin und Metabolite [21] F, A
¢) Cer(1vjsulfat Arencarbonsiuren {49-51], Kohlenhydrate [52, 53], Phenole [54], 5,6-Dihydro- F, A

d) Chromsiiure

¢) Periodat

Natriumiodid

Tetrazoliumblau

Neocuproin

Séurc-Base-~-Indikatoren

Carbazol

Phenol
Sulfanilsdure/N-(1-Naphthyljethylendiamin
7-Chlor-4-nitrobenzofuran (NBD-Chlorid)
2.4-Dinitrophenylhydrazin

Sduren (Salz-, Schwefel-, Essigsidure)
Semicarbazid
6,6’-Dinitro-3,3'-dithiodibenzoesidure
p-Nitrophenyl-p-guanidinobenzoat
Lactat/NAD*

Cholinesterase

Molybdat

4-(2-Pyridylazojresorcin (PAR)
Luminol

Zincon

2-methyl-1 4-oxathiin-3-carboxanilid [55]
Hydroxycarbonsiduren [56, 57]
Hydroxycarbonsiuren [56, 57]

Hydroperoxide [8]

Zucker [58]

reduzierende Zucker [59]

Carbonsiduren [60-62]

Hydroxycarbonsiuren [56, 57], Uronsiiuren {63]
Kohlenhydrate [64]

Nitrosamide [65]

Protin, Hydroxyprolin [66]

Cyclohexanon [11]

Glykoside [20], Kohlenhydrate [67], Ostrogene [68]
Citral {69]

Enzyme [70]

Enzyme [70]

Enzyme [70, 71]

Organophosphorverbindungen, Carbamate, Insektizide [72, 73]
Monofluorophosphat [74]

Metallionen [75, 76]

Metallionen [77-79]

Zink [80]

Polythionate [81]

> >

>PTEEEEEEOTETE P> > > > T
1

Cer(1V)sulfat

[a] A: Absorptionsmessungen; F: Fluoreszenzmessungen; E: Elektrochemische Detektion.

nungen von Peptiden wurden mit einer Umsetzung mit Phthal-
aldehydP* oder Fluorescamin'**! verbunden. Diese Metho-
den wurden zum Teil auf die Bestimmung von Aminen iibertra-
24727.30,331 74r Analyse biogener Amine wie der Cate-
cholamine werden nach den chromatographischen Trennun-
gen spezielle chemische Umsetzungen in Mischspiralen-Reak-
tionseinheiten durchgefithrt: a) Umsetzung mit Ethylendi-
amin'* *' 42 by Oxidation zu fluorimetrisch erfafibaren Trihy-
droxyindolen!*? =481 Dank der selektiven Umsetzung zu Tri-
hydroxyindolen ist unter Verwendung der ,reversed-phase‘-
HPLC sogar die dirckte Bestimmung der Catecholamine im
Urin ohne vorherige Abtrennung mdglich (4%, sichc auch L89),

Andere Oxidationsmittel wie Kaliumpermanganat!2!],
Cer(1v)sulfat!*® 3%, Chromsiure'*® 5" und Periodat!*® 71 fan-
den in Verbindung mit der Fliissigkeits-Chromatographie zur
fluorimetrischen und absorptionsspektrometrischen Bestim-
mung verschiedener organischer Substanzen Verwendung (sie-
he Tabelle 4), Oxidierende Verbindungen wie Hydroperoxide
wurden mit Natriumiodid umgesetzt ; das gebildete Tod wurde
photometrisch im Durchflull bestimmt™. Fiir die Analyse
reduzierender Zucker sind Redox-Tndikatoren wie Tetrazo-
liumblau und Neocuproin geeignet®* 2L

Carbonsiiuren lassen sich nach ionenaustausch-chromato-

gen!

graphischen Trennungen mit Sdurc-Base-Indikatoren nach-
weisen®®~°2!, Weitere Reagentien sind in Tabelle 4 zu finden.

Fiir chromatographisch getrennte, chemisch modifizierte
Substanzen eignet sich auch die elektrochemische Detektion,
wie am Beispiel des Citrals mit Semicarbazid gezeigt wurde!®®1.

Fiir Enzymanalysen werden spezielle Reagentien und Reak-
tionssysteme beschrieben!’® 7! In der Umweltanalytik wird
die enzymatische Hemmung von Cholinesterase zur Indikation
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fir Organophosphorverbindungen, Carbamate und Insektizi-
de eingesetzi'"> 73\

Auch in der anorganischen Analyse finden Umsetzungen
nach ionenaustausch-chromatographischen Trennungen mit
Molybdat, Metallreagentien oder auch Cer(iv)sulfat Anwen-
dung!7*- 811,

Die in Tabelle 4 aufgefiihrten Beispiele sind nicht nach
klassischer und moderner (Hochdruck-)Fliissigkeits-Chroma-
tographie in Sdulen unterschieden. Nach Engelhardt!®?! liegt
die Grenze der Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatographie zur
klassischen Fliissigkeits-Chromatographie bei Packungsteil-
chen iiber 50 um Durchmesser. Snyder und Kirkland®?! cha-
rakterisieren die moderne Siulen-Chromatographie als schnel-
le Fliissigkeits-Chromatographie mit hohen Trennleistungen
und kurzen Trennzeiten von wenigen Minuten bis zu etwa
eincr Stunde (,high-speed” oder ,high-performance liquid
chromatography*). Weitere Beispiele fiir Reaktionen in Syste-
men mit kontinuierlichem DurchfluB in Verbindung mit der
klassischen Sdulen-Chromatographie sind in der Monographie
von Foreman und Stockwell’®*] aufgefiihrt.

4. Ausblick: Entwicklungstendenzen

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

Beispiele fiir derartige Anwendungen von Reaktionsdetekto-
ren wurden u.a. fiir Kohlenhydrate im Urin und Serum!®2),
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fiir freies Prolin und Hydroxyprolin im Serum!® sowie fiir
freles Adrenalin und Noradrenalin im Urin!*8! (Abb. 3) be-
schrieben. Als weiteres Beispiel sei die direkte Bestimmung
von Dopamin und Serotonin in Gehirnhomogenaten nach
»reversed-phase“-chromatographischer Trennung und Umset-
zung mit Phthalaldehyd angefiihrt (Abb. 4) (siehe auch 8%)).

P
! 1
HPLC —>- —1 Ms
2
3
D
4 M
S
SN N N s IO
F
NA
A Is
! 5 10

t, (min) —>

Abb. 3. Direktbestimmung von Adrenalin (A) und Noradrenalin (NA) in
200 ul Urin durch Kopplung von ,reversed-phase“-Chromatograpbhie (Siule:
LiChrosorb RP 18, mobile Phase: 0.05 M Phosphatpuffer pH = 3, Durchflulige-
schwindigkeit: 1.5 [ml min~'], Druck: 60 [bar]) mit einem (chemischen)
Reaktionsdetektor. IS bedeutet interner Standard.

FlieBschema: 1: Oxidationslésung: 0.3 M Formiatpuffer pH=4/0.l M Bor-
sdure/0.1 %, Kaliumhexacyanoferrat(ill)/2-10 3%, Kupferacetat (Schlauch:
d; 0.76 [mm]); 2: Luft (Schlauch: d; 142 [mm]); 3: Reduktionslésung: 5%,
Mercaptoethanol in Wasser/20 % Natriumsulfit in Wasser/10 M Natronlauge
im Volumenverhiltais 1:1:1 (Schlauch: d; 0.76 [mm]); 4: 4 M Essigsiure/4 %,
Borsiure (Schlauch: d 1.14 [mm]); G: Gesamtschlauch d; 1.85 [mm]: P:
Schlauchpumpe, F: Fluorimeter (Anregung 405 nm, Fluoreszenz-Kantenfilter
450 nm, Empfindlichkeit 0.03 pA/Vollausschlag); MS: Mischspirale, DMS:
Doppelmischspirale (d; 2.4 [mm]).

Urinprebe: 14.5ng Adrenalin/ml und 59 ng Noradrenalin'ml (entspricht:
2.9ng Adrenalin und (1.8 ng Noradrenalin in der Sdule) [48].

Solche Analysenverfahren verringern vor allem in der Spu-
renanalyse organischer Substanzen Probleme der Abtrennung
aus dem Material, der Stabilitit der Substanzen oder der
fiir die Fliissigkeits-Chromatographie hergestellten Derivate
und verkiirzen aulerdem die Analysenzeit gegeniiber einem
Verfahren, das aus Abtrennung, Probenderivatisierung und
chromatographischer Analyse besteht. Eine andere Zielsetzung
fiir solche Verbundsysteme aus Hochdruck-Fliissigkeits-Chro-
matographen und (chemischen) Reaktionsdetektoren ist dic
Trennung und Bestimmung mdglichst vieler Stoffe in einem
Arbeitsgang. Hierfiir sind als Beispiele vor allem die Analyse
von Aminosduren, von Kohlenhydraten sowie von Metall-
ionen zu nennen, die sich mit Gruppenreagentien umsctzen
und somit nach einer chromatographischen Trennung gemein-
sam bestimmen lassen (sieche Tabelle 4). Voraussetzung fiir
die Anwendbarkeit dieses Verfahrens ist ein selektives chroma-
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tographisches System mit hoher Trennleistung. In der Amino-
sduren-Analytik konnte infolge der Entwicklungen in der mo-

HPLC _—y
2 N
G <1 1 |-~~~ °-° <
F
P
l |
| 1
| |
DA
Ser
5 10

tg (min] ——

Abb. 4. Direktbestimmung von Dopamin {DA) und Scrotonin (Ser) in 50
uleines Hirnhomogenates (1.5 g Rattenhirn in {0m! 0.1 N Salzsiure homogeni-
siert) durch Kopplung von ,reversed-phasc*-Chromatographic (Siule: Li-
Chrosorb RP 18, mobile Phase: 20 % Methano! in einer wiiBrigen Losung
von 0.4 M Essigséure/Borsiure pH=3.2, Durchflufigeschwindigkeit: 1.2 [m!
min~ '], Druck: 80 [bar]) mit einem (chemischen) Reaktionsdetektor.
FlieBschema: 1: Reagens: Phthalaldehyd, 0.02 Gew.-%,/0.05 Vol.-%;, Mercap-
toethanol in 0.2 M Boratpuffer pH=9 (Schlauch: ¢; 0.76 mm): 2: Luft
(Schlauch: d; 0.76 mm); G: Gesamtschlauch (d; 1.14 mm); P: Schlauchpumpe:
F:Fluorimeter (Anregung 365 nm, Fluoreszenz-Kantenfilter 450 nm, Empfind-
lichkeit: 0.3 pA/Vollausschlag); MS = Mischspiralc.

dernen Fliissigkeits-Chromatographie die Analysenzeit von
mehr als 12 Stunden'??! auf weniger als eine Stunde verringert
werden381,

AuBerdem kann mit den beschriebenen Systemen die Rich-
tigkeit von Analysenergebnissen iiberpriift werden, wie das
folgende Beispiel zeigt: Fiir die Analyse biogener Amine in
biologischem Material wurden storungsfreie Analysenverfah-
ren durch die Kombination von Abtrenn- und Anrcicherungs-
verfahren (Ionenaustausch, Fliissig-fliissig-Verteilung) mit sc-
lektiven chemischen Umsetzungen entwickelt. Am Beispiel
des Serotonins lieB sich durch Hochdruck-Fliissigkeits-Chro-
matographie und chemische Umsetzung mit fluorimetrischer
Messung nach der Trennung zeigen, daB das fiir Gehirnproben
gebriuchliche Abtrennverfahren mit n-Butanol bei Urinpro-
ben falsche (zu hohe) Werte ergibt. Im Chromatogramm 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

wiirde
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