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Abbildung A-1: Wichtige Wechselwirkungsmecha-
nismen bei chromatographischen Trennverfahren

Die Grundidee der Chromatographie ist die Trennung von
Substanzen durch unterschiedlich starke Wechselwirkungen
mit einer stationdren Phase. Die unterschiedlich stark mit der
stationdren Phase wechselwirkenden Probesubstanzen kon-
nen durch einen Eluenten (mobile Phase) unterschiedlich
schnell transportiert werden, was eine Auftrennung dieser
bewirkt. Wichtigste Grundlage der Chromatographie ist da-
her die unterschiedliche Verteilung eines Stoffes in zwei
Losemitteln (also den beiden Phasen); das Verhaltnis der
Konzentrationen der Substanz in der stationdren und der
mobilen Phase wird durch den Verteilungskoeffizienten be-
schrieben, welcher als thermodynamische Grundlage den
Nernst’schen Verteilungssatz besitzt. Ein fir die Trennung
bestimmter Substanzen geeignetes Chromatographiesystem
muss dazu fiihren, dass die zu trennenden Substanzen ver-
schiedene Verteilungskoeffizienten besitzen.

Die Vielfalt der verschiedenen stationdren und mobilen Pha-
sen lasst sich in grundlegende Chromatographiesysteme ein-
teilen, welche auf Adsorptionsgleichgewichten, Verteilungs-
gleichgewichten, lonenaustauschergleichgewichten und wei-
teren spezifischen Gleichgewichten, z.B. zwischen Makro-
molekil und (s)einem Ligand oder dem Gleichgewicht an
einem Molekularsieb basieren. Auch die physikalischen Ei-
genschaften der stationdren und mobilen Phasen erlauben
eine Unterteilung der Chromatographiearten. Die stationére
und héufig feste Phase kann so z.B. aus einer Kieselgel-

schicht auf einer Gasplatte bestehen (DC), aus flissigen Materialien bei der Gaschromatographie oder aus fur ihren
Anwendungsbereich optimal angepassten chemischen Substanzen. Die stationdre Phase liegt hdufig in einer Sdule
vor, die mit dem Material der festen Phase gefullt ist, bei Kapillarsiulen ist meist die Wand der Sdule mit der festen

Phase versehen.

In der Flissigchromatographie (liquid chromatography,
LC) stellt die mobile Phase eine Flssigkeit dar, wahrend
die stationdre Phase aus festen Materialien besteht. Bei der
simpelsten Form der Flissigchromatographie fliet der
Eluent mit Hilfe der Schwerkraft durch die Séule, bei der
HPLC wird aus verschiedenen Griinden, auf die wir im
Folgenden noch eingehen werden, der Eluent unter hohem
Druck durch die Séule gepresst.

Um die Eigenschaften eines Chromatographiesystems be-
schreiben zu koénnen, missen einige grundlegenden Kon-
zepte erwéhnt werden: Zuriickgehend auf die Rektifikation
unterteilt man die Chromatographiesdaule in theoretische
Bdden einer bestimmten Hoéhe (height equivalent of a theo-
retical plate, HETP) und nimmt an, dass sich in dem Be-
reich eines theoretischen Bodens ein Gleichgewicht einstel-
len kann. Je mehr Gleichgewichtseinstellungen auf der
Saule nebeneinander mdglich sind, desto besser ist ihre
Trennleistung; anders gesagt: je mehr theoretische Bdden
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Abbildung A-2: Einfluss der Zahl der theoretischen
Boden auf die Form des Peaks

eine Séule besitzt, desto groRer ist die Auflésung der Trennung. Die zweite die Auflosung beeinflussende GroRe ist
die Wanderungsgeschwindigkeit einer Verbindung durch die Séule, welche durch ihren (effektiven) Verteilungsko-

effizienten bestimmt wird.

Das am Ende der Sdule mit Hilfe eines Detektors aufgenommene Chromatogramm entspricht einem Konzentrati-
onsprofil, was idealerweise die symmetrische Form einer GauRfunktion besitzt, mit dieser Annahme lassen sich
viele GroRen einfach bestimmen (siehe Auswertung). Die Uber den Erfolg entscheidende GroRe ist die schon er-
wéhnte Aufldsung, die ein Mal fiir die Trennung der Peaks angibt:

2



ICE)
" b+

Die in der HPLC verwendeten Sdulenmaterialen sind sehr kleine Teilchen (im Versuch 5 pum), weswegen der
Eluent gegen einen grofRen Widerstand der Teilchen gegen den Durchfluss mit (relativ) hohem Druck durch die
Séule gepresst werden muss. Im Gegensatz zur LC besitzen die verwendeten Sdulen aber eine groRe Zahl an theo-
retischen Béden (8000 — 18000) bei einer kurzen Saulenlange (Uiblich 3 - 25 cm) und geringem Durchmesser (1 -5
mm). Eine S&ule mit der gleichen Bodenzahl wiirde viel langer ausfallen, was wiederum zu einer Verbreiterung der
Peaks fiihren wirde. Die Herstellung ideal kugelférmiger Teilchen, die eine optimale Schichtung der festen Phase
in der Sdule ermdglichen, war zwingende Voraussetzung zum Erfolg der HPLC.

Im Bereich der HPLC gibt es vielfdltige Anwendungen, die auf Adsorption, Flussigverteilung, lonenaustausch,
Molekularsiebtrennung oder Affinitatstrennung basieren; wichtig ist jedoch, dass die stationdren Phasen gegen
hohe Druicke bestandig sind.

Fur die Adsorptionschromatographie lassen sich zwei unterschiedliche Methoden unterscheiden: bei der ,,norma-
len“, jedoch weniger h&ufig verwendeten, HPLC bestehen die Teilchen der festen Phase aus polaren Materialen
oder Tragern, auf die polare Materialen aufgebracht sind. Die mobile Phase besteht daher aus unpolaren Lésungs-
mitteln. Bei der reverse phase (RP)-HPLC besteht die stationare Phase aus unpolaren Materialen (Kohlenstoffket-
ten, z.B. mit 8 oder 18 Atomen), der Eluent dementsprechend aus polaren Lésungsmitteln, denen eine unpolare
Komponente zugesetzt wurde, die um die Bindung an der unpolaren Phase mit den Analyten konkurriert und der
Analyt so eluiert werden kann.

A.1) Aufbau und Funktion einer HPLC-Apparatur

Anhand des Aufbaus einer HPLC-Apparatur l&sst sich ein weiterer wichtiger Aspekt in Bezug zum Eluenten her-
ausarbeiten; und zwar wird unterschieden, ob wéhrend des Trennprozesses konstant eine Zusammensetzung der
mobilen Phase (isokratische Trennung) vorliegt oder diese wahrend des Trennvorganges variiert wird (Gradiente-
nelution). Daruber hinaus sei anzumerken, dass der Druck in der S&ule konstant gehalten und Gasblasen in der
Séule vermieden werden missen; beides wird durch diverse technische Einrichtungen gewahrleistet.

Helium

e

e
Purmipe

| 0o Impuls- =
B n mon ] amptur P
LGRS SRG SHH L E 1 ; e
Losungemitieibehalter l s ,,b "

& anftil

Aklall- |
gefad |

5

Mikro-
Dosier. ™ [_ /! — litmr-
il | npritze
. e - - L m— " - — ]
; R p— P r - T r— ] —
um Saule Ju Ruckstau- Filter
Detekior Dhruch-

wandler regler

Einspritzventil

Abbildung A-3: Aufbau eines HPLC--Systems (ohne Detektor).
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B) AUSWERTUNG ZU TEIL 1

B.1) Versuchsergebnisse

Es wurde ein Stoffgemisch der folgenden Substanzen mit Hilfe der RP-HPLC getrennt. Die Trennung wurde bei
verschiedenen Durchflussvolumina dV/dt durchgefiihrt.

e

thiocarbamid Phenol Biphenyl Phenanthrene

Abbildung B-1: Zusammensetzung des Substanzgemisches

Folgende Parameter sind in diesem Versuch gegeben:

Reverse Phase HPLC-Siule (unpolare stationdre Phase RP 18, 250 x 4,6 mm, PartikelgréB3e 5 pm)
Mobile Phase: isokratisch; 80 % Acetonitril und 0,1 % TFA in Wasser [Trifluoressigsdure]
Probevolumen: 100 nL

Durchflussvolumen dV/dt: variabel mit 0,1 — 1,4 ml / min

Detektor: UV/Vis bei 254 nm

Aufzeichnung mit Schreiber (Integrator) und digital

Extinktion E
Fluss

Laaa|
1 10 100
Zeit [min] (log, -Darstellung)

Abbildung B-2: Ubersicht tiber die erhaltenen Chromatogramme (Zeit in logarithmischer Skalierung)

Fur die folgende Auswertung wurden mit Hilfe von Origin die Parameter (Retentionszeit, Halbwertsbreite) der
einzelnen Chromatogramme ermittelt.
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Diagramm B-1 (a-h): Chromatogramme (mit Basislinie und Retentionszeiten)




Thioharnstoff (Thiocarbamid) als kleines, polares Molekil wird von der Séule praktisch nicht retardiert und durch-
lauft daher mit der Geschwindigkeit des Eluenten die Sdule. Mit seiner Hilfe (durch sein Auftreten im Chroma-
togramm) lassen sich folgende Parameter ermitteln:

. Totzeit to (als Retentionszeit des Thioharnstoffs)

) effektive Retentionszeit terr = tr - 1o

o lineare Stromungsgeschwindigkeit u=L/t mit L: Séulenlange

. Totvolumen V, der Saule Vo =ty * dV/dt dV/dt: Durchflussvolumen
. Packungsdichte ¢ der Sdule e=(Vs-Vo)/Vs Vg: Saulenvolumen

Des Weiteren lasst sich unter der Annahme einer idealen GauR-Symmetrie der Peaks der Breite bestimmen. Es gilt:
b,=4c und b;=23540 = b= 42’ 35405

Tabelle B-1: Die Parameter der einzelnen Chromatogramme

Durchflussvo- Retentionszeit | eff. Retentions- | Halbwertsbreite Breite des

lumen dv/dt Peak Flache Hohe tr zeit terr bos Peaks by
[ml/ min] [min] [min] [min] [min]

a 0,38587 | 0,24437 27,5168 0 1,61317 2,74115548

01 b 0,17672 | 0,17217 32,1768 4,66 1,01683 1,72783347

’ c 0,1732 0,09858 62,58667 35,06987 1,57 2,66779949

d 0,26124 | 0,11918 76,88667 49,36987 1,99 3,38147833

a 0,21717 | 0,28314 14,01018 0 0,74 1,25743415

0.2 b 0,1155 0,21927 15,92005 1,90987 0,48685 0,82727273

’ c 0,12167 | 0,17992 27,94667 13,93649 0,63333 1,07617672

d 0,18134 | 0,22415 33,85683 19,84665 0,76017 1,29170773

a 0,11008 | 0,28831 7,04663 0 0,37675 0,64018692

04 b 0,0588 0,2201 8,10662 1,05999 0,2566 0,43602379

’ c 0,06334 | 0,20136 14,50663 7,46 0,29 0,49277825

d 0,09454 | 0,25527 17,49317 10,44654 0,34017 0,57802889

a 0,07527 | 0,28968 4,71653 0 0,25947 0,44090059

06 b 0,0414 0,2251 5,39337 0,67684 0,1735 0,29481733

’ c 0,04358 | 0,21484 9,60335 4,88682 0,18677 0,31736619
d 0,06534 0,2749 11,57318 6,85665 0,21997 0,3737808

a 0,05845 | 0,27393 3,56338 0 0,2099 0,3566695

08 b 0,03164 | 0,22351 4,06672 0,50334 0,13002 0,22093458

’ c 0,03257 | 0,21222 7,15353 3,59015 0,14007 0,23801189

d 0,04793 | 0,27088 8,63353 5,07015 0,15998 0,27184367

a 0,0451 0,26672 2,89018 0 0,16343 0,27770603

10 b 0,02402 | 0,21625 3,2967 0,40652 0,10323 0,17541206

’ c 0,02613 | 0,21033 5,77008 2,8799 0,1133 0,19252336

d 0,03829 | 0,26312 6,96008 4,0699 0,13 0,22090059

a 0,03885 | 0,26361 2,43333 0 0,13327 0,22645709

19 b 0,02058 | 0,21313 2,77347 0,34014 0,08675 0,14740867

’ c 0,0224 0,20501 4,83668 2,40335 0,09682 0,16451997

d 0,03272 0,2605 5,83328 3,39995 0,1133 0,19252336

a 0,03217 | 0,26154 2,06322 0 0,11353 0,19291419

14 b 0,01704 | 0,20672 2,35665 0,29343 0,08012 0,13614274

’ c 0,01841 0,1997 4,12003 2,05681 0,08332 0,14158029

d 0,02708 | 0,25507 4,97333 2,91011 0,0966 0,16414613

Aufgrund der Molekdleigenschaften kdnnen wir die Substanzen den Peaks zuordnen: Da die Molekdle in der Saule
anhand ihrer unterschiedlichen Adsorption an der unpolaren stationdren Phase aufgetrennt werden, werden die
Analyten nacheinander entsprechend ihrer Loslichkeit im polaren Eluenten bzw. ihrer hydrophoben WW mit der
stationaren Phase detektiert; daher entspricht a Thioharnstoff, b Phenol, ¢ Biphenyl und d Phenanthren.
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B.2) Bestimmung des Totvolumens und des Kapazitatsfaktors

Das Volumen der Séule berechnet sich tber die Raumformel eines Zylinders:

V, =zr’h mit r=23mm

Vs =415 cm3 = 4,15 ml

und h =250 mm

Das Totvolumen Iasst sich durch Auftragung der Totzeit gegen die Durchflussgeschwindigkeit bestimmen:

Equation: A+B*x
Chi~2/DoF RA2
304 0.00478 0.99995
Parameter Value Error
25 A [min] 0.15676 0.03385
B [ml] 2.74279 0.00816
20
=
E,
° 15+
:‘q_—)'
N
2 104
5
0 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10
1/(dV/dt) [min ml™]
Es gilt:
Vo=t *dV/dt liefert to = Vo * (dV/de)!

Vo=B=274ml
Fur den Kapazitéatsfaktor (Porositét) gilt:
— Vs _Vo
VS

& mit Vs =4,15ml

und Vo = 2,74 ml
€ = 0,340

Wie aus der Gleichung zu ersehen ist, gibt die Porositat Aus-
kunft Uber das Verhdltnis der Volumina von fester und flussi-
ger Phase in der Séule, nicht aber Uber die Gilite der Packung
selbst (siehe van-Deemter-Gleichung).

(a)

Abbildung B-3: Stationére Phasen unterschiedli-

cher Porositat (a) vollst. Poros (b) mit Perfusi-

onsporen fr die mobile Phase (¢) nichtpords mit

poroser Oberflache (d) nichtporés mit pordser

Schale.




2.a. Bestimmung von Kapazitat, Selektivitat und Auflésung

Zur Bestimmung dieser GroRen wird das effektive Retentionsvolumen bendtigt. Dieses ergibt sich aus dem Reten-
tionsvolumen sowie dem Totvolumen durch Subtraktion:

VREff :VR _Vo =1z %_\{_Vo

Das Totvolumen wurde oben (siehe ) mit Hilfe von linearer Regression bestimmt. Die Kapazitat k’ ist ein Mal flr
das Ruckhaltevermdgen der stationdren Phase beziliglich eines Analyten und ergibt sich aus dem Verhéltnis seines
effektiven Retentionsvolumens zum Totvolumen der Saule, sie ist unabhangig von der Stromungsgeschwindigkeit
und der S&ulenlénge:

:VR _Vo :VLEff: t;ﬁ
Vo Vo L

k ]

Das effektive Retentionsvolumen und die Kapazitat sind vom Fluss nahezu unabhdngig, weswegen die einzelnen
Werte flr die unterschiedlichen Durchflussgeschwindigkeiten berechnet und dann gemittelt werden. Rein formal
lassen sich hier auch fur Thioharnstoff effektives Retentionsvolumen und Kapazitat angeben, da sich die hier auf-
gefiihrten Retentionsvolumina vom durch Regression ermittelten Retentionsvolumen unterscheiden, jedoch sollten
V& und k’ fir Thioharnstoff ungefahr null sein. Die Kapazitit stellt eine von den Versuchsbedingungen (relativ)
unabhangige Kenngréle dar, was einen Vergleich zwischen verschiedenen Labors ermdglicht.

Tabelle B-2: Effektives Retentionsvolumen und die Kapazitat k’ der Analyten

effektives Retentionsvolumen [ml] Kapazitat k'

dv/dt Thio- . Phe- Thio- . Phe-
[ml/ min] harnstoff Phenol Bipheny| nanthren harnstoff Phenol Bipheny| nanthren

0,1 0,01 0,47 3,52 4,95 0,00 0,17 1,28 1,80

0,2 0,06 0,44 2,85 4,03 0,02 0,16 1,04 1,47

04 0,08 0,50 3,06 4,25 0,03 0,18 1,12 1,55

0,6 0,09 0,49 3,02 4,20 0,03 0,18 1,10 1,53

0,8 0,11 0,51 2,98 4,16 0,04 0,19 1,09 1,52

1,0 0,15 0,55 3,03 4,22 0,05 0,20 1,10 1,54

12 0,18 0,59 3,06 4,26 0,06 0,21 1,12 1,55

14 0,15 0,56 3,03 4,22 0,05 0,20 1,10 1,54

Mittelwert 0,10 0,51 3,07 4,29 0,04 0,19 1,12 1,56

Standardabw. 0,05 0,04 0,18 0,26 0,02 0,02 0,07 0,09

rel. Fehler 50,7 8,7 59 6,0 50,7 8,7 59 6,0

®  Thioharnstoff

® Phenol
v Biphenyl
4,8 —— v Phenanthren 4
1,8
= 4,2 v v v v v
E "] v Y
S 3.6
g J
S 3,01 1,2
S ~
= = = 3
2 N
5 0. 2
3 0,841 &
©
€ \/—/\ do2 ¥
9 064 . ° ° °
2 1 o o ® i
T 044
> | i
=
"o -/./.—.—/1//-./T\I
0,0 -— - 0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14

Durchflussvolumen [ml / min]

Diagramm B-2: effektive Retentionsvolumina und Kapazitaten in Abhangigkeit des Durchflussvolumens
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Die Selektivitat gibt an, wie gut zwei Substanzen im vorliegenden Chromatogramm unterscheidbar sind. Sie wird
uber

berechnet. Die Selektivitat gibt dariiber hinaus das Verhéltnis der Verteilungskoeffizienten an, stellt also ein Bin-
deglied zur thermodynamischen Beschreibung der Chromatographie dar. Flr unsere Analyten (ohne Thioharnstoff)
lassen sich folgende Selektivitdten ermitteln:
Tabelle B-3: Selektivitat einzelner Analytpaare

dv/dt
[ml/ min] Biphenyl und Phenol Phenanthren und Biphenyl Phenanthren und Phenol
0,1 7,40 1,41 10,41
0,2 6,45 1,42 9,13
04 6,12 1,39 8,51
0,6 6,12 1,39 8,52
0,8 5,84 1,40 8,16
1 547 1,39 7,61
12 5,23 1,39 7,27
1,4 5,44 1,39 7,58
1(1)’22 —m— Biphenyl und Phenol
10’0 R —e— Phenanthren und Biphenyl
9:5_- Phenanthren und Phenol
9,0
8,5
8,0 -
= 754 u
2 7,04
g 6:5 ] \l
5 3 B L]
2 601 —
» 557 [ S
50=
144 o *— ° ° ° ° °
1,3 1
T T T 1

: — 77—
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
Durchflussvolumen [ml / min]

Diagramm B-3: Selektivitaten in Abhangigkeit des Durchflussvolumens

Es zeigt sich eine Tendenz zum Abfall der Selektivitit bei hoheren Durchflussvolumina, was verwunderlich ist, da
die Kapazitdten vom Durchflussvolumen unabhdngig sein sollten.

Die Auflésung gibt ein von der Bodenhohe abhéngiges MaR fur die Trennbarkeit zweier Substanzen an:

2(tj_ti) a-1 k'
R=—5—5"=VN—-——
b} +b; a k'+l

Die Auflésung sollte— wie die Selektivitat — nur fir direkt benachbarte Peaks angegeben werden — jedoch lassen
sich auch Werte fiir Peaks berechen, zwischen denen ein weiterer liegt, diese Werte erhalten praktische Bedeutung,
wenn der dazwischen liegende Peaks nicht vorhanden waren, wenn im Versuch demnach ein Gemisch ohne Biphe-
nyl aufgetrennt worden ware.



1:16%

R 1,0 \

R 1,25

2=
==

* Peakhohenverhdltnis

Diagramm B-4 Die Aufldsung zweier benachbarter Peaks (nach L.R. Snyder und J.J. Kirkland, Modern Liquid Chroma-
rography, Seite 35)

Fur die Auflésung kann man folgende Félle unterscheiden: R = 0,5: keine zwei Maxima; R = 0,75 zwei gerade
noch getrennte Maxima; R = 1,00 es verbleiben 10% Peakiberlappung; vollstandige Trennung: R mindestens 1,25.
Tabelle B-4: Die Auflésung fir einzelne Analytpaare

dv/dt Thioharnstoff und Biphenyl und Phenol und Phe-
[ml/ min] Phenol Phenol und Biphenyl Phenanthren nanthren
0,1 2,09 13,84 4,73 17,50
0,2 1,83 12,64 4,99 16,93
0,4 1,97 13,78 5,58 18,51
0,6 1,84 13,75 5,70 18,49
0,8 1,74 13,45 5,81 18,53
1 1,79 13,44 5,76 18,49
1,2 1,82 13,23 5,58 18,00
1,4 1,78 12,70 5,58 17,43
S —u— Thioharnstoff und Phenol
20 4 —e— P_henol und Biphenyl
Biphenyl und Phenanthren
1 v v v v\,,, Phenol und Phenanthren
18 v\/ \v\v
16 o
14 - ° ° o«
\./ o .\.\.
o 12
5
8 10+
5 ]
< g
6.
4
2 - — g u n n n n n
0 T T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

Durchflussvolumen [ml / min]

Diagramm B-4: Auflésungen in Abhéngigkeit des Durchflussvolumens
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B.3)

Bestimmung von Bodenzahl, Bodenhdhe und des optimalen Durchflussvolumens

3.a.

Bestimmung der Bodenzahlen und Bodenhohe

Mit Hilfe der Retentionszeiten und den Halbwertsbreiten (in min) der Analyten lassen sich die theoretischen Bo-
denzahlen sowie unter Beriicksichtigung der Saulenléange die Bodenhdhen (HETP) bezlglich eines Analyten be-
rechnen; es gilt:

t 2
n=5, 54(bT35j

271
HETP=h="- L{5,54(;)—R5j }
- ,

Darlber hinaus l&sst sich aus der Totzeit sowie der Sdulenlange fiir ein Durchflussvolumen (in ml / min) die lineare
Flussgeschwindigkeit (Fluss, in mm / min) als durchschnittliche Geschwindigkeiten des Eluenten in der Saule be-

rechnen.

Tabelle B-5: Fluss, Bodenzahlen und Bodenhdhen der Analyten bei unterschiedlichen Durchflussgeschwindigkeiten
dv/dt u Thioharnstoff Phenol Biphenyl Phenanthren

[ml/min] | [mm/min] N h [mm] N h [mm] N h [mm] N h [mm]

0,1 9,09 1612 0,1551 5548 0,0451 8804 0,0284 8270 0,0302
0,2 17,84 1986 0,1259 5924 0,0422 10787 0,0232 10990 0,0227
0,4 35,48 1938 0,1290 5529 0,0452 13863 0,0180 14651 0,0171
0,6 53,01 1831 0,1366 5353 0,0467 14647 0,0171 15335 0,0163
0,8 70,16 1597 0,1566 5420 0,0461 14450 0,0173 16134 0,0155
1,0 86,50 1733 0,1443 5650 0,0442 14369 0,0174 15880 0,0157
12 102,74 1847 0,1354 5663 0,0441 13825 0,0181 14685 0,0170
14 121,17 1830 0,1366 4793 0,0522 13546 0,0185 14684 0,0170

3.b. Die van-Deemter-Gleichung und die Diffusion in Saulen.

Mit der Auftragung der linearen Stromungsgeschwindigkeit gegen die Bodenhohe lasst sich die Gultigkeit der van-
Deemter-Gleichung uberpriifen. Sie hat die analytische Form:

h(u):A+%+Cu

Mit Hilfe einer nichtlinearen Anpassung dieser Gleichung an die Messwerte lassen sich die Parameter A, B, C der
Gleichung fir die einzelnen Analyten ermitteln.

0,16 .
. 0,034 4
\
.. 0,032
0,14 4 \\\,,,, . R
0,030 4
0124 « Thioharnstoff 0,028 4 Biphenyl
T +  Phenol E 0,026 + Phenanthren
£ 0,10 . £
£ Biphenyl = 0,024 ]
g + Phenanthren ﬁ
i 0,022 -
£ 008 S
< <= 0,020
[} (7}
g 0,06 B 0,018 1
D @
P . A e 0,016
0,04 B
0,014
0,02 K 0,012
T T T T T T 1 0’010 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
lineare Strémungsgeschwindigkeit u [mm min™] lineare Strémngsgeschwindigkeit u [mm min™]

Diagramm B-5: (a) Auftragung der Bodenhdhe gegen den Fluss u mit Anpassung an die van-Deemter-Gleichung. (b) Ver-
groéRerung des Bereiches fir Biphenyl und Phenanthren, blaue Banden entsprechen 95%-Vertrauensbereich.

Die Ubereinstimmung zwischen den ermittelten Bodenhéhen und der van-Deemter-Gleichung lasst sich anhand der
Regressionsergebnisse ermitteln. Wie zu ersehen ist, finden wir fir Thioharnstoff eine minimale Ubereinstimmung,
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was damit zu erkldren ist, dass dieser als polare Substanz mit der Sdule nicht wechselwirkt und somit eine Anwen-
dung der van-Deemter-Gleichung nicht moéglich ist. Ein besseres, aber immer noch mit grof3en Fehlern behaftetes
Ergebnis finden wir fur Phenol. Die besten Ergebnisse finden wir fur die beiden Substanzen mit der starksten Re-
tardierung, also Biphenyl und Phenanthren. Die Anpassung liefert hier sehr gute Ergebnisse, mit Hilfe derer sich
die optimale Flussgeschwindigkeit ermitteln l&sst.

Tabelle B-6: Ergebnisse der Anpassung an die van-Deemter-Gleichung

Biphenyl, Phe-

Thioharnstoff Phenol Biphenyl Phenanthren nanthren

x?/dh 0,00015 7,95E-02 6,32E-03 8,51E-03 1,04E-02

R? 0,18363 0,35739 0,97125 0,97672 0,95386
Wert Fehler Wert Fehler Wert Fehler Wert Fehler Wert Fehler
A [mm] 0,12273 | 0,01824 | 0,0409 | 0,00427 | 0,01377 | 0,0012 | 0,01119 | 0,0014 | 0,01248 | 0,00109
B [mm2min] | 0,00016 | 0,00019 | 0,00006 | 0,00004 | 0,00002 | 0,00001 | 0,00003 | 0,00001 | 0,00003 | 0,00001
C [min] 0,2292 | 0,21612 | 0,02855 | 0,05056 | 0,13195 | 0,01426 | 0,17317 | 0,01654 | 0,15256 | 0,01296

Um die optimale Flussgeschwindigkeit bzw. die optimale Durchflussgeschwindigkeit zu finden, suchen wir das
Minimum der van-Deemter-Gleichung und erhalten

an =C —EZ = 0=C —Zi =
du u Uri
B o . [

umin C
Analog gilt fiir Hmin:
H,. =A+2y/BC

Mit Hilfe der Parameter A, B, C (aus den Daten von Biphenyl und Phenantren gewonnen) lassen sich die optimalen
Geschwindigkeiten, die minimale Bodenhthe sowie die maximale Bodenzahl bestimmen:

= 71,31 mm /min (dV/d)min = (0,82 ml / min

Umin

Huin = 0,017 mm Nimax = 14918

Verbleibt noch die Frage nach der Bedeutung der Parameter A, B, C der van-Deemter-Gleichung:

A=2Adp mit: A: ,,Packungsfaktor®

dp: durchschnittlicher Teilchendurchmesser

Parameter A beschreibt die Eddy-Streudiffusion in der Saule. Beim Durchlaufen der Probemolekiile durch die
Séaule legen diese geringfligig unterschiedliche Wege zuriick — Probemolekiile, die groRe Teilchen der stationaren
Phase umrunden missen, brauchen langer als Probemolekiile, die kleine Teilchen der festen Phase umgehen. Re-
sultierend daraus kdnnen sich bei ungleicher Packung Strdmungsbereiche entwickeln, die Probemolekiile schneller
transportieren als in anderen Bereichen der Séule. Finden sich sehr porose Partikel, sind stromungshemmende Ef-
fekte in den Vertiefungen der Partikel ebenfalls von Bedeutung.

B=2Dny mit D Diffusionskonstante det Probe in der mobilen Phase

v: Faktor fiir die Diffusionshemmung durch die Packung

Parameter B beschreibt die longitudinale Diffusion (also ggf. auch entgegen der Flussrichtung), also den Einfluss
der molekularen Diffusion entlang der S&ulenachse. Die Longitudinaldiffusion ist abhangig davon, wie lange sich
die Probenmolekdile in der mobilen Phase befinden (hohe Stromungsgeschwindigkeiten bedeuten kirzere Verweil-
zeiten).

C=w*d.?/ Ds mit: Dq: Diffusionskonstante fur Probe in der mobilen Phase

o: PorengréBen(-verteilung), Form und GréBenverteilung der stat. Phase
Parameter C beschreibt zwei wichtige Vorgange: Die Kinetik der Absorption und den Massentransfer (durch Dif-
fusion). Eine zu hohe Flussgeschwindigkeit kann die Einstellung des Gleichgewichtes verhindern.
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Die van-Deemter-Gleichung wurde urspriinglich fur die Gaschromatographie entwickelt, es gibt modifizierte Glei-
chungen fur die Anwendungen in der HPLC. Vor allem die Diffusionskonstanten sind in der Gaschromatographie
viel groBer. Vor allem bei Parameter A ist fraglich, inwieweit dieser giltig sein kann, da in der HPLC sehr einheit-
liche Partikel verwendet werden.

C) AUSWERTUNG ZU TEIL 2

C.1) Peptide mapping

Peptide mapping ist ein Verfahren zum Vergleich der Primérsequenz von Proteinen. Es macht eine qualitative Ana-
lyse des Proteins unter Erkennung kleinster Sequenzunterschiede mdglich. Durch Verdau mit Proteasen oder mit
chemischen Agentien und anschlielRender chromatographischer Auftrennung ergibt sich durch das Elutionsprofil
ein charakteristischer fingerprint. Die Technik des Peptide Mapping wird flr diverse analytische Untersuchungs-
methode verwendet (Expressionskontrolle, Vergleich von Syntheseprodukten, Untersuchung von Modifikationen
nach der Translation).

C.2) Versuchsergebnisse

2.a. Durchftihrung und Parameter

Die Proteinfragmente eines Multienzymverdaus sollen fiir nachfolgende Untersuchungen (Massenspektrometrie,
Sequenzierung) chromatographisch getrennt werden. Dies geschieht durch Gradientenelution mit Hilfe einer RP-
HPLC-Saule; die Fraktionen werden wie im obigen Versuch durch UV-Absorption detektiert und manuell die Frak-
tionen manuell aufgefangen. Funf Fraktionen konnten gut voneinander getrennt und gesammelt werden.

Detektionswellenldnge: 218 nm
Flussrate: 1,0 ml/min
Injektionsschlaufe: 100 wl
Eluenten: Puffer A: H,O + 0,1 % TFA
Puffer B: 80 % Acetonitril + 0,1 % TFA
Elution: 0-5 min: 10% B
5 — 35 min: 10 — 60 % B (linear)
35 — 40 min: 60 — 100 % B (linear)
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2.b. Erhaltenes Chromatogramm
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C.3) Beantwortung der Fragen

Warum empfiehlt sich bei der Fraktionierung der Spaltpeptide eine Gradientenelution und keine isokrati-
sche Elution? Erklaren Sie den Sinn der Stufe (10 % B) zu Beginn der Trennung.

Die zu trennenden Molekile (Peptidfragmente) sind nach dem Verdau durch Proteasen sehr unterschiedlich in ih-
ren Eigenschaften (Molekulargewicht und Polaritat), so dass bei einer isokratischen Elution eine Trennung nicht
funktioniert, wenn die kleinen Fragmente zu schnell wandern und die grof3en Fragmente zu lange brauchen, um von
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der Sdule eluiert zu werden. Die Peaks der kleinen Molekiile wiirden so sehr eng beieinander liegen und damit
nicht fraktionierbar sein, die Peaks der groRen Molekiile wiirden erst sehr spat und deutlich verbreitert erscheinen.

Mit Hilfe der Gradientenelution (hier: lineare Veranderung der Eluentenzusammensetzung) kénnen die Peaks der
kleinen Molekile mit niedrigen Retentionszeiten gestreckt werden, eine Auftrennung der niedermolekularen Frak-
tionen wir so ermdglicht; gleichzeitig werden die Peaks der hohermolekularen Fragmente nach vorne verschoben
und gestaucht. Das Ergebnis ist eine deutlich schnellere und effektivere Auftrennung der Molekiile.

Zundchst wird mit 90 % Wasser und 10 % Puffer B eluiert; hierdurch werden einzelne Aminosauren oder sehr kur-
ze unspezifische Fragmente sowie Puffersalze, die allesamt aufgrund ihrer hohen Polaritat nur wenig retardiert
werden, direkt von der Saule entfernt und kénnen so die Hauptfraktionen nicht verunreinigen.

In welchem Konzentrationsbereich (% B) erwarten Sie die Elution von Peptiden im Allgemeinen unter den
gegebenen Bedingungen?

Die Elution erfolgt bei der RP-HPLC durch den Zusatz von Acetonitril (relativ unpolares organisches Lésungsmit-
tel), was mit den adsorbierenden Molekilen tber hydrophobe Wechselwirkungen um eine Bindung in der (unpola-
ren) stationdren Phase konkurriert. Wéhrend der isokratischen Elution mit 10 % B in den ersten 5 Minuten werden
nur o.g., fiir die Sequenzbestimmung unbrauchbare Stoffe eluiert. Der Grund dafur sind die schwachen Wechsel-
wirkungen mit dem Sdulenmaterial, so dass schon geringe Mengen Acetonitril zur Verdrangung reichen. Es wurde
daher nur ein nennenswerten Peak gemessen, der jedoch nicht aufgefangen wurde.

Die Elution der aufgetrennten Peptidfragmente erfolgt dann wéhrend der Gradientenelution in der Reihe abneh-
mender Polaritat; das Losungsmittel sollte hier schon ausreichen, um alle Fragmente zu eluieren. Wahrend der letz-
ten 10 Minuten (100 % B) werden allenfalls noch sehr grof3e, unvollstandig verdaute Proteinfragmente eluiert. Das
Chromatogramm zeigt hier jedoch keine Peaks mehr, wir kénnen daher annehmen, dass der Verdau des Proteins
guantitativ war.

Welche Unterschiede ergeben sich bei der RP-HPLC beim Ubergang von niedermolekularen Molekuilen wie
in (1) zu Peptiden bzw. Proteinen?

Die grof3en Proteinfragmente diffundieren viel weniger stark als kleine Molekule; dies ist bei der Wahl der Séule
(PorengroRe, Lange der hydrophoben Linker) zu beachten. Bei der Auftrennung von Proteinen kdnnen diese tber
ggf. vorhandene hydrophobe Bereiche sehr starke Bindungen zur Oberflache der stationdren Phase ausbilden, so
dass das Protein denaturiert und ausfallt oder durch einen héhere Anteil an organischen Losungsmitteln die Los-
lichkeit des Proteins herabsetzt und eventuell eine Denaturierung bewirkt.

Fehlen hydrophobe Linker, liegt also der polare Trager (Kieselsdure) frei, so kann eine ungewollte lonenaustausch-
reaktion auftreten, die ggf. (bei Proteinen mit einem hohem Anteil an geladenen Aminoséuren) zu starker Retardie-
rung oder zum Verlust des Peptids fiihren kann.

Einige Proteine gewinnen nach ihrer Aufreinigung nicht ihre volle physiologische Aktivitat zuriick, andere zeigen
eine erhéhte Aktivitat. Soll die physiologische Aktivitdt eines Proteins erhalten, empfiehlt sich die Verwendung
spezieller Sdulenmaterialien, vor allem um eine Vergiftung mit Schwermetallen zu vermeiden.
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