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Trennstufenmodell

Das Trennstufenmodell basiert auf folgende Annahmen:

Chromatographische Saule wird modellhaft als eine Aneinanderreihung schmaler, diskreter Béden N aufgefasst

Bodenhohe H: Sdulenldnge in der sich einmal das Gleichgewicht des Analyten zwischen der mobilen und
stationaren Phase eingestellt hat

Der schrittweise Ubergang der mobilen Phase von einem Boden zum néchsten entspricht der Bewegung der
mobilen Phase liber die Saule

Die Sauleneffizienz (Trennleistung) hangt von der Bodenzahl N bzw. von der Bodenhéhe H ab
- Eine effizientere Saule besitzt mehr theoretische Bdden

N hoch N niedrig

1: Mobile
Phase

2: Stationére
Phase




Beurteilung der Qualitat einer Trennsaule

Theoretische Boden (Trennstufenzahl N)

* Das Konzept der theoretischen Béden geht auf die Anzahl der
Boden in der fraktionierten Destillation zuriick

* Trennstufenzahl N (Bodenzahl) ist ein Mal} fir die Qualitdt einer
Saule (- dient dem Vergleich von Trennsaulen)

* Je groBer N, desto besser die Trennleistung (schmalere Peaks),
da mehr Gleichgewichtseinstellungen!
- Besser fiir die Trennung komplexer Proben
- Bessere Detektion der Peaks (hohere Empfindlichkeit)

* Je kleiner die Bodenhohe H = desto mehr theoretische Béden!

* Berechnung der Trennstufenzahl aus dem Chromatogramm
moglich
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An jedem Boden kann eine bestimmte Fraktion
abhangig von ihrem Siedepunkt abgetrennt

werden.




Trennstufenmodell

Berechnung der theoretischen Boden fiir symmetrische Peaks:
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Aufgabe:

Berechnen Sie die theoretische Bodenzahl (
Verwendung der Basispeakbreite (w,).
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Trennstufenhdhe (Bodenhohe, theoretischer Boden)

Stationdre Mobile
Phase Phase
Eluent — : Probe

Trennstufenhohe H (= Bodenhdhe)
(engl. HETP = height equivalent to a theoretical plate)

Bodenhohe
i

H Trennstufenhodhe
L Lange der Trennsaule
N Trennstufenzahl

H_L
N

Werte aus der Praxis

Wl siulentyp N (pro Saule) | H[mm] [l Saulentyp N (pro Séule) |H[mm] |[a
GC

HPLC

C18-RP-Phase mit L= 25 cm Gepackte Saule (1-3 m) 500 — 2000 1-6

i | 10 um Partikel 2500 — 5000 0,05-0,1 Kapillarsdule 25 m, 0,1 mm I.D. 30000 — 100000 0,2-0,6
3 um Partikel 8000 - 18000 0,02- 0,05 Kapillarsdule 25 m, 0,5 mm |.D. 20000 — 50000 0,5-1,3

Kapillarsaule

HPLC-Saule



Berechnen Sie die folgenden Grof3en:

Retentionsfaktoren k
Relative Retention a
Auflésung R

Bodenzahl N fiir beide Peaks

Trennstufenhdhe H fur Ly, = 15 cm

10

12

10

t [min]



Gegeben:
Saulenlange: 25 cm

2 Peaks mit Retentionszeiten: tg; = 18 min, t;, = 20 min
Totzeit: 4 min
N =10*

Berechnen Sie die:

= Theoretische Bodenhohe
=  Auflésung R

= Retentionsfaktoren k
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Auflosung

Fur die Trennung mit isokratischer Elution ist die Auflésung wie \/— (a—1)-

folgt definiert (Purnell-Gleichung): k +1

\-.-"—1—"-7-'

ZielgroRe fiir die Auflosung bei quantitativen Analysen: Effizienz Selektivitit Retention

R = 1,5 (Basislinientrennung)

Die Auflosung R wird beeinflusst durch:

* Relative Retention a (Selektivitat)
* Trennstufenzahl N (Trennleistung = Effizienz)

* Retentionsfaktor k (Verteilung zwischen stat./mob. Phase)
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Auflosung

Die Auflosung R wird beeinflusst durch:

* Relative Retention a (Selektivitat des Trennsystems)

Selektivitat

Selektivitat:
* Mal fir den Abstand zweier Peaks (je groRer a desto grofler der Abstand)
* Die Selektivitdt hat den groRten Einfluss auf die Auflosung

* Kann Uber die chemische Zusammensetzung des Eluenten beeinflusst werden

-v/N {(a = 1))

* Die Selektivitat ist besonders groB, wenn die Wechselwirkungen der Komponenten mit der

mobilen/stationdren Phase sehr unterschiedlich sind
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Auflosung

Die Auflosung R wird beeinflusst durch:

Trennstufenzahl N (Trennleistung der Saule = Effizienz)
- Erhéhung von N liefert schmalere Peaks

Trennstufenzahl N wird beeinflusst durch:

Lange der Saule

GleichmaRige Packung der Saule
Lineare Stromungsgeschwindigkeit u
PartikelgroRe

Diffusionskoeffizient des Anylaten

16
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1000 2000 3000 4000
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Auflosung

Die Auflésung R wird beeinflusst durch: 1 %
 Retentionsfaktor k (Verteilung zwischen stat./mob.) R= 4 VN-(a—1)- k+1
n t'
o = Nstat. P "
Nmob. to -

0.7 1
0.6 1

Der Retentionsfaktor ist ein MaR fur die Zeit, die ein Analyt in einer stationdren  °]

Phase verweilt, im Verhaltnis zu der Zeit, die er in der mobilen Phase verweilt 03
0.2

Der Retentionsfaktor kann durch die Anderung der Elutropie der mobilen Phase 0.1
stark verandert werden 0.04

15 20

o
w
[
=]

Eine Erhohung von k verbessert die Auflésung, aber erh6ht die Retentionszeit

Retentionsfaktoren zwischen 1 — 10 (k > 10 fdhrt fast nur noch zur Erhéhung der
Analysenzeit - breitere Peaks) 2



Verbesserung der Auflosung

Praktische Moglichkeiten zur Verbesserung der Auflésung

a) Veranderung des Retentionsfaktors k
Variation in der Zusammensetzung des Eluenten (Polaritdt der verwendeten Losemittel)

— Erhohung der Selektivitat o

b) Erhohung der Trennstufenzahl N (engl.: , efficiency”)
* Stromungsgeschwindigkeit u der mobilen Phase optimieren
* Eine Trennsadule mit kleineren PartikelgroBen einsetzen

* Langere Saule einsetzen (oder zwei Saulen koppeln)
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Verbesserung der Auflosung

Kopplung von Saulen:

Es gilt: R ist proportional zu VN !

- doppelte Auflésung erzielbar durch vierfach langere Saule!

Bei der Kopplung zu beachten:

* Langere Saule - hoherer Stromungswiderstand! (Leistungsfahigkeit der HPLC-Pumpen ausreichend?)
* Nur zwei ,gute” Saulen ergeben eine verlangerte ,gute” Saule

* Neue Saulen brauchen etwas Zeit zum Equilibrieren (d.h. erreichen eines Gleichgewichts = ruhige Basislinie)
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Gaullpeak

Die Retentionszeiten der Einzelmolekiile sind um eine mittlere Retentionszeit verteilt, da individuelle
Wanderungsgeschwindigkeiten variieren

Idealer ,GauBpeak"”

Die ideale Peakform lasst sich mit einer Gau3-Funktion beschreiben: Peattzre
Y: Peakhohe an beliebiger Stelle des Peaks |
x_z Yo: Maximale Peakhdhe
y =79, e20’ x: Zeit
o: Standardabweichung (beschreibt die Peakbreite) a
_I;{)% Peakhdhe
Praxis: Idealer Peak: a=b

Vollstandige Gleichgewichtseinstellung praktisch nie erreicht

- langsame Kinetik der Gleichgewichtseinstellung - Peakdeformation
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Peaksymmetrie

Asymmetrische Peak-Form:

Fronting

Verkleinert die Zahl der theoretischen Béden N Leading

Verschlechtert die Auflésung R

Peakflaichenermittlung wird unsicherer

Peakflache ist verlasslicher als Peakhohe!

Zeit
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Ursachen fur Peakdeformation

Peak-Tailing:

Bindungsstellen, die den Analyten besonders fest binden, verursachen Tailing Tailing

- Molekiile eluieren spater als erwartet

Ursachen fiir Peakdeformation (Tailing)

* Locher oder Risse in der stationdren Phase
—> Alterung der Saule durch aggressive Probenbestandteile (Hydrolyse)

detector response
peak height

!

- Schlecht gepackte Sadule (= Saulenpackung rutscht zum Sdulenausgang)
* Chemiesorption:
* Adsorption an Oberflachen im System allgemein

* Unerwiinschte Adsorption an stationdrer Phase (besonders polare Analyten z.B. Carbonsauren,

Aminosduren - H-Briicken mit Silanolgruppen. o on S0 —
e . - |
- Silanisierung reduziert Tailing: —?1—0—?1— + (CH,),SINHSI(CH,), — —?i—o—?i— + NH,
° TotVOI u m i n a Feste Phase mit

freiliegenden Hexamethyldisilazan geschiitzte Obertliche
—OH-Gruppen



Ursachen fur Peakdeformation

Totvolumina (tragen nicht zur Trennung bei)

Uberwurfmutter zur Kopplung
. . . . : Totvol i i
Kapillaren, Ventile und Verbindungselemente zwischen den B vy darelien Rapliareaden

einzelnen Geratekomponenten

Diffusion z.B. in Verbindungskapillaren - Peakverbreiterung

miteinander gekoppelte Kapillarenden; eines davon

Totvolumen der Anlage so klein wie moglich halten nicht exakt rechtwinklia abaelénat
- dinne Kapillaren, kleine Detektorzelle

Riickvermischung in Totraumen durch Verwirbelung
(z.B. zwischen Verschraubungen)

- zusatzlichen Retardierung von Analyten - Peaktailing / Peakverbreiterung
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Ursachen fir Peakdeformation

Gauss-Peak

Peak-Fronting S

Molektle eluieren frither als erwartet

Fronting-
002 Peak

%

Detektorsignal

Typische Ursachen fiir Peak-Fronting: -

«  Uberladung der stationiren Phase

¢ Co-elution zweier Peaks (- testen durch Anderung der mobilen Phase)

O

o)
Q)‘\OH = Q)LO- . o

Detektorsignal

Zeit



Ursachen fur Peakdeformation

S

Hiufigste Ursache fiir Fronting ist die Uberladung der Trennsiule: Fronting

Die Partikel der stationdren Phase besitzen eine endliche Oberflache

Analyten, die keinen ,freien Platz“ mehr auf dieser Oberflache finden,
eluieren schneller

detector response

Anhaltspunkte fiir die Beladung der Trennsaule (Silicagel):

* 1 pg Analyt pro g stationarer Phase - Saule sicher nicht iiberladen
- Zur Bestimmung der Bodenzahl verwenden
* 10 pg/g: Saule wahrscheinlich nicht tiberladen (maximale Trennwirkung gewahrleistet)

e >100 pg/g: Saule wahrscheinlich tiberladen
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Quantitative Bestimmung der Peaksymmetrie

Quantitative Bestimmung der Peaksymmetrie

Asymmetriefaktor T (EU) Peak Tailing Factor PTF (USA)
b a+b
T=- PTF = ( )
a 2a
-y
h
: | oosnh
a b 0.1h . 1 TL-
_J S~ ’ 1 R

Zeit”

10 % der Peakhohe 5 % der Peakhohe
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Peaksymmetrie

* Asymmetriefaktor T = 1 - GauBpeak
* T (bzw. PTF)=1-1,2 wird in der Praxis toleriert

T>1 - Tailing

detector response
peak height

Q
+
g
2
2
Eall
z
a
=
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Verstandnisfragen

Verstandnisfragen

1
2
3
4.
5
6
7

Der Retentionsfaktor k beschreibt ....
Die relative Retention a ist ein Mal} fir ....

Die Auflésung R ist ein Mals fur ...

Eine Basispeaktrennung erreicht man ab einer Auflésung von ....

Die Bodenzahl bzw. Bodenhdhe wird verwendet, um ....
Eine Trennmethode ist selektiv, wenn ...

Eine Detektionsmethode ist spezifisch, wenn ...
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Wichtiger Hinweis

Dieses Skript ist als unterstitzende Lernhilfe nur zum personlichen Gebrauch von
Studierenden des Studienganges Biotechnologie (Bachelor) an der Hochschule

Weihenstephan-Triesdorf freigegeben.

Jede unbefugte Vervielfaltigung und Verbreitung, sei es in Papierform oder in elektronischer
Form, ist urheberrechtlich verboten.
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