Trennmethoden
Zusammenfassug
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Leistungsfahigkeit

= Hohere Peakintensitat,
Effizenz (mehr theoretische
Platten) Mehr Auflosung
(gréssere Rs)

Trennleistung

= Verbessern: anstatt voll
ports Core shell oder
superficially porous Partikeln.
Sorgt fiir bessere Packung
und
Partikelgrossenverteilung =
Besser Van Deemter
Beziehung

» Weiter verbessern:
Kleinere Partikel, aber
hoherer Gegendruck und
teurer Hardware

Rechungen:
= Auflssung: R = —(fu—;:;—g-l—ll

= Boden Zahl: N = 16(Z )

Gefahr bei Base: Losen
Tragermaterial auf
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¢ |C: Analyse lonen:

o Kapillarelektrophorese, HILIC,
Elektrochromatographie,
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o Aufgabe 2. Erklaren Sie den
(unterschiedlich ausgepragten)
Einfluss von Acetonitril auf die
Trennung. (2 P)

= Reduzierte hydrophobe
Wechselwirkung zwischen
stationdrer Phase und
lipophilen
Substituenten, ausgepragter
fur hydrophobere Analyten (1
P)

= Verbesserte Loslichkeit der
Analyten durch Co-Solvent,
ausgepragter fiir weniger
wasserlosliche Analyten (1
P)

Typische Saulen

e HPLC:

stationare Phase:; C18, Phenyl,
Cyano

mobile Phase: Gradient, isokratisch
Detektortyp: DAD, UV-Vis,
Fluoreszenz

Normalphase:

stationare Phase: Silicagel (SiO2)
oder Aluminiumoxid (Al203)

mobile Phase: Polare Losungsmittel
wie Hexan, Ethylacetat,
Dichlormethan in Kombination mit
polaren Modifikatoren wie Methanol
oder Ethanol
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lonenchrmatrographie
GC

o Verbessern: Gradient anpassen
(Langsamer '
chromatographieren), Saule
verlangern, Durchmesser
verkleinern, Filmdicke erhéhen

o lLerned

o Zu basisch kann das
Tragermaterial auflosen

¢ HILIC:

stationare Phase: Hydrophile
Silicagelphasen, Diol, Amide oder
andere polar-modifizierte Phasen
mobile Phase: Polare Losungsmittel
wie Acetonitril oder Methanal in
Kombination mit wéssrigen
gepufferten Losungen

+ lonen-Austausch:

stationare Phase: Phasen mit
ionogenen Gruppen wie Sulfonat (-
S03-) oder Amin (-NH2) ->Stichwort
(lonenchromatographie allg.):
lonenaustauschharze, Anionen-



Umkehrphase:

stationare Phase: C18
(Octadecylsilyl), C8 (Octylsilyl) oder
C4 (Butylsilyl)

mobile Phase: Organische

- Lésungsmittel wie Acetonitril,
Methanol oder Tetrahydrofuran in
Kombination mit Wasser oder
gepufferten Lésungen

Affinitat:

stationére Phase: Affinitatsliganden,
die spezifisch an die Zielmolekiile
binden

mobile Phase: Pufferlésungen -
>Stichwort (Elutionsbedingungen):
pH, Salzkonzentration

Detektortyp: UV-Vis, Fluoreszenz,
MS

Supercritical fluid
chromatography:

stationare Phase: modifiziertes
Sllicagel

mobile Phase: liberkritischer CO2 mit
kleinem Anteil an Ethanol/Methanol -
>Stichwort: CO2

Pufferlésungen (Bsp):

Phosphatpuffer, Acetatpuffer,
Citratpuffer, MES-PufferWenn man
nach den Liganden der stationédre
Phase fragt ->zahle die
verschiedenen Zusammensetzungen
der stationaren Phase auf
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Kationen- Katalyse

mobile Phase: Salzlésungen mit
variabler Konzentration, pH-Puffer
Detektor: Leitfahigkeitsdetektor, UV-
Vis

Ausschluss:

stationare Phase: Gelmatrix mit
Poren verschiedener GroéRen -
>Stichwort (PorengréRe): 100 A, 300
A

mobile Phase: Pufferldsungen -
>Stichwort: THF, DMF, Dichlormethan
Detektortyp: RI, UV-Vis

| Gaschromatographie:

1. Kapillarsaule

stationare Phase: Polysiloxan
Beschichtung ->Stichwort: Siloxan,
Kapillar

mobile Phase: Tragergas (Helium
oder Stickstoff)

2. Packed Saule ->Stichwort:
Packed

stationdre Phase: Silica gel
mobile Phase: Tragergas (Helium
oder Stickstoff)

Injektionstyp: Split, splitless, on-
column

Detektortyp: FID (flame ionization
detector), TCD (thermal conductivity
detector), MS



Gelelektrophorese
+ SDS PAGE

o Gel-Typ: Polyacrylamidgel
(oftmals Trenngele mit
unterschiedlichem Prozentgehalt)
Laufpuffer: Tris-Glycin-SDS-
Puffer

o Isoelektronische Fokussierung

o Gel-Typ: IPG-Streifen
(Immobilisierte pH-Gradienten)
Laufpuffer: Mischung aus sauren
und basischen Puffern

+ 2D Elektrophorese

o Kombination aus SDS-PAGE und
Isoelektrischer Fokussierung

o Capillary zone electrophoresis -
>Stichwort: mizellare
elektrokinetische
Chromatographie

o Kapillare: Quarzkapillare oder
beschichtete Kapillare
Puffer: Laufpuffer mit geeignetem
pH-Wert und lonenstérke

o Kapillargelelektrophorese

o Kapillare: Gel-gefiillte Kapillare
mit Polyacrylamid oder Agarose
Puffer: Laufpuffer mit geeigneten
Pufferkomponenten
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i
)

» Micellar electrokinetic capillare
chromatography

o Kapillare: Unbeschichtete
Kapillare
Puffer: Laufpuffer mit Elektrolyten
und Mizellenbildnern

* Trennung von Enantiomeren

o Chiralstationare Phase: Chirale
HPLC-Saulen oder chirale
Gaschromatographie Saulen
Eluent: Chiraler
Lésungsmittelzusatz

+ Kapillarelektrochromatographie

o Warum erreicht man bei der
Kapillar-Elektrophorese hohe
Bodenzahlen?

o kleine Kapillarguerschnitte
-hohe elektrische Feldstarke
-geringe Diffusionswege
(aufgrund der geringen Grol3e)
-geringe Dispersionseffekte
-gut Kontrolle tiber
Trennbedingungen

« Kapillarisolelektronische
Fokussierung

o Kapillare: Beschichtete oder
unbeschichtete Kapillare



Cases

Wenn alkylierte polyzyklische
Aromaten...

o Verwende Gaschromatographie v.a
wenn bekannt ist dass man die
gleiche...verwendet:

o Technik
o Dimension des Trennsystems
o dieselbe mobile Phase

o derselbe Temperatur-Gradient
Weil es darauf hinweist dass man
eine kontinuierliche Methode
verwendet (e.g GC) da alle
Parameter gleich bleiben
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Puffer: Laufpuffer mit geeigneten
pH-Wert-Gradienten

Warum treten manchmal fiir ein Stoff
mehrere Signale auf?

e wenn das Molekiil ein chirales
Zentrum besitzt bspw wenn zwei
chirale Zentren vorhanden sind treten
vier Enantiomere auf dh man sieht
vier Signale

(8]
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Sina Kdslin (skaeslin) Sommer 2021

Analytik Trennmethoden ZSF

e
GC ol
Fused Silica Kapillarsaule (Siloxan) Apolare stationédre Phase \ewme -oc\wdﬂw
Analysesubstanzen Duftstoffe, Organochlor-Pestizide, PCB’s, Rohdl-Fraktionierung, sgwa -\volah
LC (allg.)
Stationare Phase Kieselgel (Silica, SiO,), Partikelgrosse 1 - 300 pm (analytischer Bereich: 1 - 5 pum) R
Analysesubstanzen anorganische lonen, Peptide, organische Sduren
NORMALPHASEN-Chromatographie
Stationare Phase polar
Mobile Phase unpolar + polare Co-Solvents
'Elutionsreihenfolge zuerst unpolar, dann polar gteondo iy anil
Vorteil - kann auch 3D-Unterschiede in Molekiilen separiéren (z.B. Stereoisomere)
- geringerer Flusswiderstand/Druck
- gut bei stark unpolaren Analyten (schneller)
Nachteil - Anféllig fiir Auswaschung
Bsp.: Séule - XAmide (150 mm x46r:]nztl)lll? SP:IY?)?re;)oglfls’lfs;telgts;:rlzpsatj;f I?-?l;?a';)PGZadfeit: 0-50 min: 10-60% o 5:\: ca IV\LU‘CJNNQ\
HILIC (Hydrophilic Interaction (Liquid) Chromatography)
Stationadre Phase polar/neutral/geladen
Mobile Phase liberwiegend organisch; immer mit etwas Wasser < b2
Elutionsreihenfolge  zuerst unpolar, dann polar hyve pnlar zeest 5L, —a~ L —n~
Verwendung kleine polare, hydrophile, ionisierbare Verbindungen 1, wrotormulc Spn,:%
Bsp.: Séule - 150 x 2.1 mm i.D., 2.7 um Partikeldiameter; mob. Phase - Acetonitril (ACN)/Ammoniumacetat (15 mM; pH = 4.8), Gradient von 90% auf 50% ACN
B Bu Al (Grong R3™AT Doduo g6t + N < _
UMKEHRPHASI?N-Chromatographie ?’w\ﬁk il o h\*\‘“d’}"v Taey
Stationdre Phase unpolar \/\Jd\o{h‘l \'ilg b\ff)\u‘;hoh
Mobile Phase polar: Giberwiegend wassrig, mit etwas org. Anteil /‘ i .
Elutionsreihenfolge zuerst polar, dann unpolar W&n{gw\'\y)«o Prohe Zubel O ot S o~
Sdulen C8/C18. 0.1 log(Kow)-Einheiten reichen als Diff. Aus, um 2 Substanzen auf C18 zu trennen.
€ Bsp.: Sdule - RP HPLC; 150 x 1.5 mm i.D., 5 um Partikeldurchmesser; mob. Phase - Ammoniumhydroxid (3 mM; pH = 10.5)/Methanol, isokratisch 75:25 (v/v)
o~
KAnO— (&
HPLC
normale S&ule 150 mm, 4.6 mm i.D., Silica-Partikel, vollporos, Partikelgrosse 5 um, Porositat 0.7
Fliessgeschw. 1 ml/min, T=30°C
sonstiges - Mischung von mobilen Phasen moglich (Gradienten-Elution)

- mobile Phase bringt Analyt zu Partikel hin aber nicht rein. Analyt diffundiert in Poren rein
Vinj 20 um
UHPLC Vinj: 1.4 um, 10x schneller, 10x empfindlicher. Probleme: schnelle Detektoren nétig, kleine to

IC (I-Austausch-C) {Ovga :
Anionen-Tauscher Stark: -NRs*OH" Schwach: -NH,, -NRH, -NR; RTOH (g + Cl7 @y & R¥CI (5 + OH )

Kationen-Tauscher .  Stark:-SOs'H* Schwach: -COOH, -POzH,, -Phenol ~ R™H*() + Na* () & R™Na* (g + H* )
Einflussf. Selektivitdt - Multivalente lonen > Monovalente lonen
(lonen“starke”) - Kleine Hydra;c‘hl'lj\_lle > grosse HMdrathUIIe

- gute Polarisierbarkeit > scmgchte Polarisierbarkeit
Elutionsreihenfolge eluiert spater > eluiert friher
Supressionskolonnen  Tausch-Kolonnen der anderen Ladung, um LFK-Detektion zu verbessern
Semiperm. Membran besserer Supressor als Anti-Kolonnen |
Phasen z.B. stationdr: Kieselgel mit Carboxylgruppen, Dim.: 250 mm x 4 mm I.D., 5 pm;
mobil: 2.5 mM Salpetersdure & ACN; 0%, 1%, 4%

Ausschlusschromatographie ;

Modi - Gruppentrennung (z.B. Entsalzung) 213, ,BNP Ay Winded sdntediidn, "‘WNJMM,L

7"‘8”’\"\5&{""‘”" v Coean A looben Proage ,ﬁg« TNl

Ol ~ ;
M W %)»—« ‘A'\/\‘(/‘.}MU&\CM -



Stationare Phase

Trennmechanismus

Sina Késlin (skaeslin) Sommer 2021

- Fraktionierung (Trennung nach Grosse) -> Separation von Makromolekiilen
pords (vernetzte Polymere, deaktiv. Silica, pordse Partikel) .. > vaudagne vanae pomk

+: bessere Auflosung | -: Gefahr irreversibler Sorption (Verluste, Verstopfung)
keine Interaktion mit st. Phase, sondern: Poren, welche nur fiir kleine Mol. zuganglich sind

= Zaaddk O Pevds > ‘E)?\Gbxem Mol {bkt)&(»)vw Mo S?‘n‘“

Hydrodynamische Chromatographie = Ngus ~Quctdut /w»‘?um\m).\t&\,. @~

Elutionsreihenfolge
Stationdre Phase

Detektoren (HP)LC
UV-Absorptionsdet.

Fluoreszenz-Det.
Massenspektrometer

zuerst gross, spater klein
nicht-pords
+: weniger Anfallig fiir Verluste | -: schlechtere Auflésung

- Variabler Wellenldangendet. empfindlich, unselektiv
- Diodenarray Det. unempfindlich, selektiv
selektiv & empfindlich
lonisation notig im Voraus
-> GC: e” -lonisation (mit e bombardiert)
-> LC: Electrospray (ESI)

lonensuppression LCMS | langst nicht alles an Analyt wird ionisiert, da stérende (org.) Komponenten mit in Probe

-> Kompensation:

=> reduziertes Analytsignal -> hohere NWG; Bias in Quantifizierung
- Verdiinnen (best!)

- Probenaufreinigung

- Kalibration d. Matrix

- interne, isotopenmarkierte Standards

Festphasen-Extraktion (SPE)

Field-Flow Fraktionierung (FFF) Mo qoctSh

Trennmechanismus

Elutionsreihenfolge
Arten

Modi
Vor-/Nachteile

Detektor .

orthogonales FeId kleine Partikel duffundleren schneller durchs Feld & gelangen zuriick zu
den schnellen Fliesspfaden
zuerst klein, spater gross /fa

I

~cross-Flow, thermisch, zentrifugal, elektrisch, SPLITT, Asymmetrische Fluss FFF (aF4)

Brownsch (< 1 um), Sterisch (>1 um)

gute Wiederfindungsrate (theoretisch);

teuer, limitierte Trennleistung, Membran-Interaktionen$
«Multi-Angle Light Scattering»

Kapillar-Elektrophorese (CE) -» @ox’k {Wik anden sdnied - Wy o

Trennmechanismus

fused Silica Kapillaren (unpolare statlonare Phase; neg. gel.; Vgl. GC),
verbindet Anode & Kathode; el. Feld anlegen. +-Ldgen legen sich an --Silica an
-> ,Pfropfen“-Fluss (plug Flow; elektroosmotischer Fluss) und elektrophoretischer Fluss

Flusse elektrophoretisch & elektroosmotisch MW@,M
Analyten Anionen, Kationen, neutrale Vbdgen (simultan) \sy, 3
Vorteile geringe Probenmengen, kann alles gleichzeitig Separieren (s. Analyten)
Detektor Lichtmikroskop
Art der Analyten mogliche Methoden
Geladen IC
HILIC
(Kapillar)elekirophorese
Elektrochromatographie
Neutral Umkehrphasenchromatographie
Normalphasenchromatographie
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Mobile Phasen
Acetonitril {ACN) H,C—C=N
Salpetersiure T
-0"N‘UH
Ammoniumhydroxid | NHs*OH
Ammoniumacetat NH;* CHsCOO
Natriumthiosulfat $ N
{Na2S,03) 2Na* o-;5$_‘.“*~o
o
Isopropanol o
HyC ‘THy
Stationdire Phasen
Kieselgel = Silica ~5i-0-$i-
i
oK C‘) OH
—o—s‘i~o-§i-o-s'li—o-s
o on ¢

-Si- -Si-
1 i

chpikmzov\m\ &wap\nodw»‘)( /(A{’Q,(kwa_

,(/Ldkho(xim)w‘ st Cavovrad Q«j\ aptta
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1 CHROMATOGRAPHIE - ALLGEMEIN

1 Chromatographie - Allgemein

Ein Komponentengemisch wird mit Hilfe einer stationiren Phase [(s) oder (1)] und einer mobilen Phase [(1) oder
(g)] getrennt. Nach dem Nernst’schen Verteilungsgesetz definiert man einen Verteilungskoeffitient K:

__cs _ Konz. der Komponente in der stationéren Phase
" ey Konz. der Komponente in der mobilen Phase

1)

Es gibt zudem ein paar wichtige Kenngréfien zur Beschreibung und Bewertung einer chromatographischen Tren-
nung:

tr: Gesamtretentionszeit
ts: Nettoretentionszeit -> Aufenthalt des Analyten an
stationédrer Phase = tao >
tar: Totzeit -> Aufenthalt des Analysen in der Sdule 8
17 reduzierte Retentionszeit eSSy
ug: Lineare Geschwindigkeit fé,
V. Retentionsvolumen -
s=th=tp—tu el
- A
Uge = t— »
A i | Zeitt

Aus diesen Groflen ldsst sich der Kapazitatsfaktor k berechnen:

_ Menge Komponente in stationirer Phase tr—ty V. — Vi

k= — 2
Mege Komponente in mobiler Phase tm Ve 2)
Zahl der Theoretischen Boden N
o\ 2
theoretische Bodenzahl N =16 (—R>
wp
. L
Bodenhohe H=—
é\] A Btationdre Hobile
3 P Ph Phase
Relative Bodenhohe b= d—p ™ aserzmem—aL JProbe
dp: Partikeldurchmesser i
; 2 5 . Wg
Die Anzahl der theoretischen Boden sagt, wie 7 \ ¥
oft ein GGW zwischen den zwei Phasen eingestellt ! VT Ecdeninell
wurde. Eine Trennung wird optimiert fiir eine hohe
Bodenzahl und eine moglichst kleine Bodenhohe. Bei
zu hoher Bodenzahl wird jedoch die Retentionszeit
sehr lang.
1.1 Auflésung R
k
Es gibt einen Selektivitadtskoeffizient oo = tez =2 Er gibt an, wie weit zwei Peakmaxima auseinander liegen.
sl 1
:2~(t32—t1{1):\/ﬁ.(a—1). ko (3)
(w1 + wa) 4 o 1+ ko

Achtung: Selektivitdt und Effizienz sind zwei verschiedene Dinge!
Selektivitdt: Abstand der Peakmaxima durch Trennung in der Séule
Effizienz: Breite der Peaks durch Diffusion in der Séule



1.2 Van-Deemter-Gleichung 1 CHROMATOGRAPHIE - ALLGEMEIN

1.2 Van-Deemter-Gleichung '/6“;(0“\”6'\“ />L&>1431¥q vk DR
|

o o

(4)
d O emsont
1.2.1 A: Eddy-Diffusion mM,H,.’f/\ SO \’Wv{c%#w

- unterschiedliche Flusswege einzelner Molekiile {:?5}
- nimmt mit gréBerer Partikelgrofie d, und Packungsdichte A zu /

- optimal bei einheitlicher Partikelgrofie und homogene Packung 6{? e
- ist in der LC von Bedeutung; in der GC nicht

- A=2)d,

A: Eddy-Diffusion

1.2.2 B: Longitunidaldiffusion

- Diffusion entgegen der Flussrichtung Y Q?d?éj
- Abhéngig von Viskositdt des LSM und Temperatur B E{E. '?}”,;% i
- Nimmt mit groferer Stromungsgeschwindigkeit ab "[ﬁ;‘ Sy

- ist in der GC wichtig; in der LC eher nicht

B
B: Longitudinal-Diffusion
1.2.3 C: Masseniibertragungsterm

Stationde  Hobile

- Gibt den Ubergang zwischen mobiler und stationérer Phase an
- Beeinflusst durch Art des Losungsmittels, Art der stationiren Phase, Dicke der Siule,...
- Spielt in GC und LC eine Rolle

C: Massentransport-Effekte

1.3 Tailing and Fronting

TAILING

Grund: Uberladene Siule; die stationdre Phase wird iibersattigt

Folge: Teile der Probe kommen ohne Wechselwirkungen schneller durch — Verlagerung zu
kiirzeren Retentionszeiten

ansteigende
Konzentration

tailing
FroNTING ‘
Grund: Teile der Probe kondensieren in die stationire Phase '
Folge: Die Verweildauer nimmt bei einem Teil der Probe zu und das Signal verschiebt sich
zu ldngeren Retentionszeiten
fronting

1.4 Bestimmung von kleinen Mengen
Wird aus dem Signal S und dem Rauschen (Noise) N bestimmt;:

Nachweisgrenze (LOD): N 3; Grenze, ab der iiberhaupt ein als solches Signal zu erkennen ist

Bestimmungsgrenze (LOQ): ='10; Grenze, ab der ein Signal zur quantitativen Messung verwendet werden kann

2|



2 GASCHROMATOGRAPHIE - GC

2 Gaschromatographie - GC

Wird verwendet fiir Analyten, die sich ohne Zersetzung verdampfen lassen.

2.1 Injektion

Es gibt allgemein zwei grofe Unterschiede in der Injektion auf eine Siule: mit split oder ohne. Mit split (ein Teil der
Injektion wird verworfen) gibt es die filled-needle- (Probelésung direkt rein), die hot-needle- (Nadel erst aufheizen)
und die solvent-flush- (Zuerst LSM dann Probe) -technique. Ohne Split wird das ganze Volumen verwendet und
es gibt nur die on-column-technique. Am meisten wird die hot-needle-technique genutzt.

2.2 Mobile Phase

Fir die Mobile Phase wird ein Trégergas verwendet, das keine
Wechselwirkungen mit dem Analyt eingeht.

FlieBgeschwindigkeit:

Kapillarsdulen: 0.1-2 ml/min.

Gepackte Saule: 25-30 ml/min.

Die FlieBgeschwindigkeit kann {iber verschiedene Methoden ge-
messen werden: Seifenblasenzéhler, elektronisch, mit Hilfe der
Retentionszeit einer leicht fliichtigen Substanz wie Methan

Theoretische Bodenhohe H#

Tragergasfluss

2.3 Stationare Phase

Sie kann fest oder fliissig sein und als gepackte oder Kapillarsidule vorliegen. Man wéhlt sie so, dass die dem Analyt
in ihrer Polaritat sehr dhnlich ist. Die Adsorption gelingt durch verschiedene Wechselwirkungen (Van-der-Waals,
H-Briicken, Dipol, ...)

SAULENBLUTEN

Wird die Siule iberbelastet, lange nah an ihrem Maximum benutzt oder bei zu hohen Temperaturen ge-
braucht, kann es zu Ablésungen der stationfiren Phase kommen, die zu einem Anstieg der Basislinie im
Chromatogram fiithrt.

2.4 Detektoren

Die meist genutzten Detektoren sind FID (Flame Ionization Detector) und MS. Beim FID werden brennbare Stoffe
durch Verbrennung ionisiert. Weitere sind:

Nitrogen Phosphorous D., Electron Capture D., Thermo Conductivity D., Photo Ionization D., Flame Photometric
D., Electrolytic Conductivity D., Atomic Emission D.

2.5 Einfliisse auf das Chromatogram

Peakverbreiterung;: ai = 2Dtr mit D: Bruttodiffusionskoeffizient und or,: Peakbreite

- Voo Vi
Phasenverhéltnis: f = — =
5 Vs ‘/(s)

logV3(X) — logV8(nPz)
logVR(nPz2) — logVE(nPz)
Substanz X, die zwischen zwei n-Alkanen (mit Z Atomen) liegt. Vi ist das Retentionsvolumen.

Kovats Retentionsindex: Ix = 200-

Zur Bestimmung des R.index einer unbekannten

Sdulendurchmesser: Je breiter die Sdule, desto néher liegen die Peaks zusammen

Filmdicke: Je dicker der Film, desto weiter liegen die Peaks auseinander und desto langer die RetentionszeitenM
je dicker der Film, desto tiefer die Temperatur vor dem S&ulenbluten

Sdulenldnge: Je linger die Saule, desto besser die Trennung und langer die Retentionszeiten

Temperatur: Je hoher die Temperatur, desto kleiner die Retentionszeiten und niher die Peaks zusammen
Isotherme: Retentionszeiten nach hinten werden lénger und Peaks immer breiter (Losung: Temp.-Programm)
FlieBgeschwindigkeit: Je hoher, desto kleiner die Retentionszeiten



3 DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE - DC

3 Diinnschichtchromatographie - DC
3.1 Grundlagen

Stationidre Phase: Kieselgel (Porengrofie 10-15°000 Angstrom); kann mit funktionellen Gruppen ausgestattet
werden.

mobile Phase: Losungsmittelgemisch

Gasphase: Zusammensetzung sollte moglichst konstant gehalten werden (Luftfeuchtigkeitsinderungen kénnen die
Trennung beeinflussen)

Trennungsmechanismen: Adsorption (funktionelle Gruppen, Polaritat), Verteilung (Lénge von Alkanketten),
Komplexbildung (Doppelbindungen,...)

3.2 Das Chromatogram

Auf einer DC-Platte kann man eine Menge Gréfen ausmessen und daraus wichtige
Faktoren berechnen, die dann fiir eine mégliche Optimierung genutzt werden kénnen:
a: Laufmittelfront b: Abstand von Analytpunkt
wy: Dicke von Analytpunkt in Laufrichtung Az Abstand von 2 Analytpunkten

b
Retentionsfaktor Rrp=-<1 gibt die relative Position auf der Platte

2 eines Analyten an

1-—
Selektivitit o= M wie gehabt % A

Rri(1 — Rpa) A Bl

2A 2 Wi

Auflésung Ri=——— wie gehabt i a -’
Wp1 + wb%
Bodenzahl N =16 (i) wie gehabt ———
Wp Zg

Effizienzterm Ry N

Der Retentionsfaktor gibt die relative Position auf der Platte eines Analyten an.

: b
Rp==<1
a

3.3 Optimierung einer DC-Messung

Allgemein sind alle Optimierungen bei der DC sehr abhéngig von den Analyten. Daher sind nur die zu beachtenden
Faktoren aufgelistet:

Fliemittel: Das Fliefmittel kann die Auftrennung verbessern aber auch die Banden verbreitern (Abstand der
Front: z? = k- t; k: FlieBkonstante) .

Rp-Wert: optimal um die 0.3 (hochste Auflésung)

Laufstrecke: zu kurze Laufstrecken haben keine gute Auftrennung, zu lange bilden breite Banden
FlieBmittelstérke: zu schwache FlieBmittel bewegen den Analyten nicht, zu starke bewegen ihn zu weit; es gibt
ein Optimum

3.4 Nachweis mit Markierung nach der Messung

Amine: mit Ninhydrin (wird lila)

Zucker: mit CAM - Cerammoniummolybdat (wird blau)

Alkene, Alkine: mit KMnO,: von weil zu braun (Braunstein)
Phosphorhaltige: PME - Molybdato-Phosphorsdure in Ethan (wird lila)
org. Verbindungen: Jodkammer (wird braun; aber reversibel)

alle org. Verb.: konz. Schwefelsdure (schwarz)



4 FLUSSIGKEITSCHROMATOGRAPHIE - LC

4 Fliissigkeitschromatographie - LC
4.1 Aufbau

Die Losungsmittel (1) werden zu einem Degasser (2) geleitet und dort on-line entgast, damit das Rauschen im Ab-
sorbanzspektrum des UV-Detektors minimiert wird. Danach werden die Losungsmittel im gewiinschten Verhéltnis
von einem Ventil (3) in die Mischkammer (4) geleitet. Als néchstes folgt die Pumpe (5).

4.1.1 Die Pumpe (5)

Die wichtigsten Anforderungen an die Pumpe sind konstante Leistung ohne Pulsation, Druckstabilitdt und geringes
Innenvolumen.

Hochdruck-System

Beim Hochdruck-System gibt es eine Pumpe pro Losungsmlttelﬂasche und einen Entgaser nach der Mischkammer.
Vorteile:

Niedriges Dwell Volumen (Totvolumen)

Sehr prézise {iber den gesamten Bereich (bei jeder Flussrate)

Nachteile:

Teuer und klemmen schneller

Niederdruck-System

Vor der Mischkammer werden die Losungsmittel entgast. Die Pumpe befindet sich kurz vor der Sdule.

Vorteile:

Preiswert und praktischer fiir Methodenentwicklung

Quarterndre Gradienten sind méglich

Nachteile:

Kleine Flussraten sind ein Problem

Groferes Dwell Volumen

4.1.2 Weiterer Aufbau

Nach der Pumpe folgt der Injector (6, 6°), der eine Inject- und eine Load-Stellung hat. Mit der Inject-Stellung
wird der Analyt in eine Probenschleife (7) geleitet und von dort aus mit der Load-Stellung vom Eluent auf die
Saule (9) gespiilt. Eine Vorsiule (8) dient zum Entfernen von gréberen Verunreinigungen. Nach der Sdule erreicht
die aufgetrennte Analyt-Mischung den Detektor (10).

4.2 Die Saule

Die Siule besteht aus einer meist festen stationiren Phase, welche entweder rundes oder gebrochenes Silicagel ist.
Wie gehabt erhchen eine kleinere Partikelgrofe und eine langere Saule die Trennleistung aber auch die Retenti-
onszeit. Je nach Anwendung kann das Silicagel mit funktionellen Gruppen versehen werden.

Typ ] Normal-Phase Reversed-Phase
stationédre Phase polar apolar
mobile Phase apolar polar
Chromatographie Adsorption Verteilung
Elution isokratisch  isokratisch/Gradient (zum Durchspiilen)

Hiufig wird innerhalb der Saule ein Gradient an funktionellen Gruppen verwendet, um eine optimierte Trennung
zu ermoglichen.



4.3 Der Detektor 4 FLUSSIGKEITSCHROMATOGRAPHIE - LC

4.3 Der Detektor
FEinige Detektor-Typen

Typ LOD
UV Absorbance | 100 pg-1 ng
Fluoreszenz 1-10 pg

Elektrochemisch | 10 pg - 1 ng
Refractive Index | 100 ng - 1 ug
Konductivitdt | 500 pg - 1 ng

MS 100 pg - 1 ng
FT-IR 1 ug
Light Scattering 10 pg

Die meist benutzen Detektoren sind ein UV-Detektor mit einem DAD-Detektor (Photodioden-Array Detektor).
Sie werden in einem 3D-Spektrum zusammengefasst. ([DAD]=AU, [UV]=nm)

Achtung! haben zwei Signale fast dieselbe Retentionszeit und identisches Aussehen im 3D-Spektrum sind es wahr-
scheinlich Enantiomere.

4.4 Verschiedene LC Arten
4.4.1 Liquid Solid Chromatography - LSC

Fakten:

Gehort zur Adsorptionschromatographie

stationdre Phase: Silicagel, Aluminiumoxid oder Cellulose (polar)

mobile Phase: organische Losungsmittel (elutrope Reihe); polare LSM verkiirzen die Retentionszeit enorm
Trennung nach: langsamer mit zunehmender Polaritdt, Konkurrenz zwischen Analyt- und LSM-Molekiilen sorgt
fiir die Trennung :

4.4.2 Liquid Liquid Chromatography - LL.C

Fakten:

Gehort zur HPLC; als Normal-Phase oder reversed-phase

stationire Phase: Kieselgele (schnelle Diffusion, hohes N, pH-stabil); Hybridphasen (sehr pH-stabil, geringe Sila-
noaktivitat); Monolithische Sdulen (geringer Druck, hohe Flussraten, hohes N); Fused core/ Core shell (geringer
Druck, hohe Flussraten, hohes N)

Porenvolumen: 0.6 - 1.8 ml/g

Porengrdfe: kleinere Poren ergeben grofiere Oberfliche und damit hohere sterische Selektivitat

Ubergang zu UHPLC: héherer Druck, kiirzere Messzeit, weniger Losungsmittel

4.4.3 HILIC und RPC

o Hydrophilic Interaction Chromatography Reversed Phase Chromatography
Problem ' geladene und stark polare Verbindungen
stationdre Phase | hydrophil unpolar

NEUTRAL: kaum ionische WW; wenig selektiv

GELADEN: mehr Selektivitat; stark ionische

WW; Puffer notwendig

ZWITTERIONISCH: gute Selektivitit, schwach-

ionische WW, geringe Puffer benotigt
mobile Phase hoher Anteil an org. LSM (optimal: Acetoni- polar

tril)
Trenung je polarere desto langsamer je polarer desto schneller
Vorteil trennt Substanzen, die bei RP nahe dem Tot-

volumen sind
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4.4.4 Supercritical Fluid Chromatography - SFC

Fakten:
stationédre Phase: verschiedene Phasen moglich (alle mit sehr kleiner Porengrofe)
mobile Phase: Gasgemisch; wenig polar, am kritischen Punkt, mischbar mit CO,

Supercritical beschreibt den Bereich im Druck-Temperatur-Diagram oberhalb des kritischen Punktes. Eine su-
perkritische Substanz hat eine geringe Viskositit, wie ein Gas, aber eine hohe Dichte, wie eine Fliissigkeit. Daher
kann sie leicht durch die Sdule gepresst werden aber interagiert genug mit der Sdule. Hoéhere Flussraten sind leicht
realisierbar. '

Aufristung zu UHPSFC ist moglich, um die Messzeiten entscheidend zu verkiirzen



5 TRENNUNG VON PROTEINEN

5 Trennung von Proteinen

Proteine sind Makromolekiile, die viele funktionelle Gruppen und interne Wechselwirkungen haben und dadurch
schwer zu trennen sind. Effekte wie Grofe, Loslichkeit, Form, elektrische Ladung, Adsorption an eine Matrix und
biologische Affinitdt werden fiir eine Trennung genutzt. In den meisten Féllen sollen die Proteine nur gereinigt
werden und miissen daher in ihrer Quartanir-Struktur erhalten bleiben. Es gibt verschiedene Methoden, die
spezifisch Gruppen von Proteinen trennen kdnnen:

5.1 Size Exclusion Chromatography - SEC

Die Trennung erfolgt durch ein Gel mit groBen Poren in einem Gelbett mit Volumen V,. Zwischen den Poren und
den Proteinen sollte keine WW stattfinden. Zu groBe Molekiile kénnen nicht in die Poren eingelagert werden und
werden vom Laufmittel mitgezogen. Sie habe die kiirzeste Retentionszeit (mit V). Mit zunehmender Grofe ist die
Einlagerung in die Poren schwieriger und die Retentionszeit kiirzer. Die Kleinsten Molekiile kommen zum Schluss.
Proteine mit einem Gréflenunterschied von 20% kénnen getrennt werden. Fiir den Peak e gilt der Koeffizient

Ve — V¢

Kan = Ve VO (zwischen 0 und 1). Durch die Gréfe des Gelbetts ist die Anzahl der Peaks limitiert. Daher gibt
— Vo

es verschicedene Gelmatrizen:

Sephacryl S-300: fiir grofe Proteine

Sephacryl S-200: fiir spezifische Proteine

Sephacryl S-100: fiir kleine Proteine

Im Gegensatz zu anderen Chromatographie-Methoden fiihrt eine Anderung der PartikelgréBe nicht einfach zu
einer Anderung der Retentionszeit aller Stoffe, sondern zu einer Umverteilung der Proteingréfen, die getrennt
werden sollen (zu groBe und zu kleine Proteine werden damit festgelegt). Die Séulenléinge verbessert wie gehabt
die Trennung aber erhdéht auch die Messzeit.

5.2 Ionexchange Chromatography - IEC

Die Trennung erfolgt aufgrund pH-abhéngiger, unterschiedlicher Ladung der Proteine. An die stationdre Phase
werden Anionentauscher ((+). DEAE, QA, Q) oder Kationentauscher ((-), CM, S, SE, SP) angebracht, die ge-
ladene Spezies adsorbieren (Kationentauscher ziehen Kationen an). Dadurch erlangt man eine hohe Selektivitit
der Trennung und diese ist sehr gut kontrollierbar. Durch die Anderung der Salzkonzentration in der mobilen
Phase kann die Trennung gesteuert werden. Auch mit dem pH kann die gesteuert werden (schnellere Messung bei
Anionen, wenn der pH sinkt).

5.3 Hydrophobic Interaction Chromatography - HIC

Trennung aufgrund von unterschiedlicher Hydrophobizitit von Proteinen. Die stationéire Phase erhilt Hydrophobie
Liganden. Die mobile Phase beinhaltet Salze. Sind diese iyotrop (salting out), werden sie von den Proteinen
ausgeschlossen und die Bindung vom Protein ans Medium wird verstirkt. Sind sie chaotrop, werden sie sich an
Proteine anlagern, die Hyrathiille vergrofiern und so die Affinit4t von Protein und Medium verschlechtern. iyotrop:
PO,* 50,5 Hype " 7 chantron: SCN-—1-Ba, " Cay™

Je nach hydrophoben Liganden kann der Fokus auf einen anderen hydrophoben Rest am Protein gelegt werden.

5.4 Affinitdtschromatographie

Zu Trennung wird das Schliissel-Schloss-Prinzip genutzt. Dadurch ist diese Methode sehr spezifisch. Zum Trennen
eines bestimmten Proteins wird der passende Ligand an der stationiren Phase angebracht. Diese Methode wird
verwendet zur Trennung von:

Antikérpern und Antigen; Enzymen und Cofaktor/Substrat; Rezeptor und Hormon; ... (eher biologische Liganden)
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6 Elektrophorese

6.1 Aufbau und Theorie
Sample

Agarose-Gel ﬁ

[+ =

Anode Kathode

In der Theorie gibt es als stationdre Phase ein Gel, Polymer, o.A. auf dem ein geladenes Teilchen mittels einer
auflen angelegten Spannung bewegt wird. Durch das Gel bewegen sich kleine Teilchen schneller als grofie, was zu
einer Auftrennung nach Grofe fithrt. Die Migrationsgeschwindigkeit durch das Gel ist

Q-E

E 5
= B (5)

mit Q (Ladung), E (elektrische Feldstéirke), r (Radius des Teilchens), n (Viskositéit des Mediums) und p (Konstante
fiir elektrophoretische Mobilitét)

Als Triagermaterial dienen héufig Agarose oder Polyacrylamid (PAGE, SDS-PAGE oder Gradient-PAGE). Zusitz-
lich befindet sich in der Gelmischung Wasser mit H;O" und OH™ Tonen.

6.2 Agarose

- wird fiir groﬁe Molekiile iiber 10 nm verwendet
- Porengrofle 150 nm - 500 nm
- Anwendungen: klinische Routine-Analytik, Proteinnachweis, DNA-Tests

6.3 PAGE - Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

- PAGE-Gel wird aus Acrylamid und Methylenbisacrylamid hergestellt

- geringe Elektroosmose

- durchsichtig und gut haltbar

- chemisch und physikalisch stabil

- Porengrofle ist sehr gut einstellbar und einfach zu reproduzieren

- Anwendungen: Horizontaltechnik fiir DNA und Oligonukleotide, Nachweis mit Silberfdrbung und Ethidiumbromid
- hat eine bessere Nachweisempfindlichkeit als die Agarose

6.4 Techniken
6.4.1 SDS-PAGE

Die Sekundér- und Tertifrstruktur vom Protein wird aufgelost. Man beldadt die langen Aminosdureketten mit
Sodiumdodecylsulfat (SDS), damit alle Molekiile eine etwa gleiche Ladung besitzen und nur die Gréfie der Proteine
fir die Trennung wichtig wird.

6.4.2 Isoelektronische Fokussierung - IEF

Es werden mit dieser Methode nur amphotere Teilchen betrachtet. Zusétzlich zur Spannung gibt es einen gepuf-

ferten pH-Gradienten im Gel. Die Teilchen werden sich am jeweiligen isoelektrischen Punkt anreichern. Fiir ihn

pkay + Pk,
gilt: pH = i

6.4.3 2D Elektrophorese

Ein SDS-PAGE und z.B. ein IEF werden kombiniert (in zwei Dimensionen nacheinander), um eine Auftrennung
nach Gréfe und isoelektrischem Punkt zu erreichen.
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6.5 Kapillar-Elektrophorese - CE

Capillary Inlet Detector |

Qutlet
=y
S Thermestoriung | S W

=

Buffer

| Ststem

Sample

Buffer

+

Bei de CE wird wird ein Analyt durch die Elektroosmotische Kraft (EOF) durch eine Kapillare gezogen, wo die
Trennung erfolgt. Am Ende der Kapillare sitzt ein UV-Detektor und der Ausgang der Kapillare ist ein Auffang-
behélter mit eine Puffer.

6.5.1 Die Kapillare

Die Kapillare besteht meistens aus Quarzglas, da dieses kein UV Absorbiert und der Detektor hindurchscheinen
kann. Eine Kapillare hat einen Innendurchmesser von 20 - 200 um. Mit den kleinsten sind Bodenzahlen N von bis
zu 1°000°000 moglich.

Electroosmotische Geschwindigkeit

- Voltage L L L
Vep = Hep - B = Hep e detesior , wobei dann pie, = @ W Elektroosmoti-
il Lgetector Uneutralmarker 6m-r-n Voltage - t
sche Mobilitat ist.
-€
auch: g, =

dmn

Zeta-Potential ¢: Die OH-Gruppen (Silanol) am Rand des Quarzglases sind fiir eine pH-Abhéngigkeit der Ober-
flichenladung verantwortlich. Bei niedrigen pH sind sie protoniert, bei hohem pH deprotoniert. Mit steigender
Oberflichenspannung steigt auch das Zeta-Potential. Um den Fluss méglichst gleichméfig zu halten gibt es ver-
schiedene Puffer, die den pH konstant halten.

6.5.2 Electroosmotic Force - EOF

Sie ist die Bewegung einer geladenen Fliissigkeit relativ zu einer geladenen Oberfliche unter dem Einfluss eines
elektrischen Feldes (Elektroosmose). Je stirker die EOF, desto schneller die Fliissigkeit in der Kapillare. Der Vorteil
ist, dass es kaum gebremste Losung in Oberflichennéhe gibt und die FlieSfront daher gleichmiBig gerade ist.

Parameter

Einfluss

Bemerkung

Feldstérke E

Temperatur T

pH-Wert

Tonenstirke des Puffers
kathodische Tenside
organische Modifier

neutrale hydrophile Polymere
Kapillar-Coating

Methoden

proportional zu EOF
EOF steigt um 2% pro Kelvin

EQF ist klein bei niedrigem pH;
ab 7-8 konstant

reziprok zum Zeta-Potential und
zur EOF

erniedrigt EOF oder kehrt sie um

Anderung des Zeta-Potentials
und der Viskositat

erniedrigt EOF durch Schirmung
der Oberflichenladung

meist Unterdriickung der EOF

Effizienz steigt beim Erho-
hen

Zu hohe Temperatur kann
die Auflésung verringern
Einfluss auf Selektivitit

Einfluss auf das Trennsys-
tem

Adsorbiert an der Kapil-
laroberflache

viele Einfliisse

adsorbiert an der Oberfla-
che
Stabilitat eingeschrankt

Capillary Zone Electrophoresis - CZE

KAPILLARE: Quarzglas; manchmal beschichtet (Kapillar-Coating)

MEcHANISMUS: Die Kapillare und die zwei Pufferreservoire sind am Anfang mit einer Grundelektrolytlésung
gefiillt. Diese ist sehr hoch konzentriert, damit pH und Leitfahigkeit fest definiert sind. Ein kleiner Teil von Puf-
ferlésung wird eingebracht (einige nL) und durch die angelegte Spannung aufgetrennt: Anionen bewegen sich zu
Anode, Kationen zu Kathode und neutrale Teilchen mit der EOF.

TRENNUNG: Trennung von Kationen und/oder Anionen je nach angelegter Spannungsrichtung. Anionen werden
auch von der EOF mitgezogen und kommend spéter an. Neutrale Teilchen kénnen nicht getrennt werden.
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Kapillargelelektrophorese - CGE

KAPILLARE: mit Gel gefiillt

MECHANISMUS: Vorgehen wie bei CZE

TRENNUNG: Die Trennung erfolgt durch die Ladung und die GroBe, da das Gel wie eine Art Molekularsieb dient.
Dabher ist diese Methode niitzlich fiir die Trennung von Analyten mit kleinen Unterschieden in der Ladungsdichte
(Verhiltnis Ladung : Masse)

Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography - MECC oder MEKC

KAPILLARE: mit oberflichenaktiven Substanzen (Tensiden) in der Losung

MECHANISMUS: Die Mizellen haben den geladenen Teil aufien und werden so von der EOF zur Kathode mitgezogen,
auch wenn sie nach ihrer Ladung Richtung Anode gezogen werden. Dabei konnen sich Analytmolekiile entweder
zeitweise oder dauerhaft in der hydrophoben Mizell-Phase 16sen

TRENNUNG: Die Trennung erfolgt zum einen wie bei CZE, aber durch die zusétzliche Phase der Mizellen wird auch
nach der Léslichkeit in hydrophoben LSM getrennt. Auch neutrale Komponenten kénnen so getrennt werden. Sie
haben alle eine &hnliche Retentionszeit

Trennung von Enantiomeren

In der CE kann die Komplexbildung zur Trennung von Enantiomeren genutzt werden. Verwendete Liganden sind
z.B. Cyclodextrine (Wirtsmolekiil), Ringe aus Glucoseeinheiten, die einen Zylinder mit hydrophobem Innenraum
und hydrophiler Schale bilden. Im Innern kénnen hydrophobe Teilchen Komplexe bilden. Unterschiedliche Enan-
tiomere haben andere Komplexbildungskonstanten und daher eine unterschiedliche Retentionszeit. Ahnliches ist
auch mit Kronenthern méglich. Cyclodextrine kénnen auch als Pufferzusatz dienen und die Aufldsung von Peaks
verbessern. '

Kapillarisoelektronische Fokussierung - CIEF
Funktioniert wie normale IEF, aber in einer Kapillare.
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