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Wie wichtig eine exakte und schnelle
Schwermetallbestimmung in Ober-
flachenwadssern ist, zeigt das Titel-
bild und der Beitrag Einsatz der si-
multanen ICP-AES in der Was-
seranalytik. Die Qualitdtsmerkmale
der hier vorgestellten ICP-Atom-
emissionsspektrometrie sind im All-
gemeinen die der Flammen-AAS-
Technik. Die Analysengeschwindig-
keit bei der ICP-AES betragt jedoch
nur wenige Sekunden. In dieser Zeit
kénnen bis zu 48 Elemente qualitativ
und quantitativ bestimmt werden.
Die Themen Stérungen bei der Aero-
solbildung, spektrale Interferenzen
und richtige Auswahl der Analysen-
kanale werden genauso durchleuch-
tet wie der praktische Anwendungs-
bereich bei Schwermetallkonzentra-
tionen im Wasser (Spectroscania
GmbH, 8036 Herrsching). Seite 18
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Empfindliche und flexible
Kopplung von HPLG und AS

Zur Identifizierung von einzelnen Frak-
tionen bei der Hochdruckfliissigkeits-
chromatografie eignet sich die Kopp-
lung mit der Absorptionsspektroskopie.
Es wird beschrieben, wie man einen Ab-
sorptionsdetektor mit variabler Wellen-
lange mittels eines Kleinrechners mit
integriertem Schreiber und Plattenspei-
cher zu einem empfindlichen Spektral-
photometer ausbauen kann, welches die

Spektroskopie direkt am Sdulenaus-
gang ermaglicht. Einige Kriterien fiir die
Auswahl der Komponenten zum Errei-
chen einer hohen Empfindlichkeit wer-
den diskutiert. Es werden Anwendungs-
beispiele aus dem Gebiet der Photosyn-
thesepigmente gezeigt, darunter die An-
wendung der Derivativspektroskopie
zur spektroskopischen Auflosung iiber-
lagerter Peaks im Chromatogramm.

Hugo Scheer*

Giinter Rauscher*

iiinleitung

Die Analytik schwerfliichtiger Substan-
zen hat sich durch die Entwicklung der
Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromato-

graphie (HPLC) entscheidend verbes-
sert. Damit kombinierte selektive und
positive Identifizierungsmethoden sind
jedoch nur schleppend dieser Entwick-
lung gefolgt. Die iiberwiegende Zahl der
HPCL-Systeme verwendet einen von
drei Standard-Detektoren, welche ent-
weder die Absorption, die Fluoreszenz
oder den Brechungsindex des Eluats mit
hoher bis hochster Empfindlichkeit regi-
strieren. Diese Detektoren liefern eine
.eindimensionale Information: Die jewei-
lige MeBgr68e wird iiber die Zeit ver-
folgt, und die einzige, naturgemiB be-
grenzte Information zur Identifizierung
einer Substanz ist, neben der Reten-
tionszeit, daB die Substanz bei der ge-
wihlten Wellenlinge absorbiert bzw.
fluoresziert. Der erste Schritt in eine
zweiten Dimension ergibt sich, wenn z.B.
die Absorption bei mehreren Wellenlén-
gen gleichzeitig verfolgt wird und, gege-
benenfalls, das Extinktionsverhiltnis re-
gistriert wird. So absorbieren zB.
Chlorophylle der a-Serie maximal bei
etwa 670 und 435 nm, ihre metallfreien
Analoga,die Phiophytine, jedoch bei 670
und 410 nm. Bei einer entsprechenden

*Dr. H. Scheer und G. Rauscher, Botanisches
Institut der Universitdt Miinchen, Menzinger
Str. 67, 8000 Miinchen 19

Wahl eines Wellenldngenpaares lassen
sich diese beiden Substanzenklassen be-
friedigend diskriminieren. Wesentlich si-
cherer fiir die positive Identifizierung
bestimmter Banden im Chromatogramm
ist die Kopplung mit einer spektroskopi-
schen Technik, d.h. im obigen Fall die
Registrierung des gesamten Absorp-
tionsspektrums. Man bekommt auf diese
Weise ein zweidimensionales Muster, in
der einen Dimension wiederum die Re-
tentionszeit, in der anderen die spektro-
skopische Information an ausgewihlten
Punkten auf der Zeitskala.

Die wohl aussagekriftigste und zur Zeit
am besten entwickelte Technik dieser
Art ist die Kopplung von Gaschromato-
graphie und Massenspektroskopie (GC-
MS), welche jedoch fliichtige Substanzen
bzw. fliichtige Derivate voraussetzt. Ver-
suche einer Kopplung von HPLC mit der
Massenspektroskopie sind bisher durch
die Vakuumtechnik und die Physik der
Verdampfung begrenzt. Massenspektro-
meter bendtigen im Analysator Hochva-
kuum. Dazu muB} die mobile Chromato-
graphie-Phase mit ausreichender Ge-
schwindigkeit abgepumpt werden, mit
moglichst geringen Verlusten der zu ana-
lysierenden Substanz. Dies gelingt be-
friedigend nur mit Gasen, aber noch
nic[ht]mit Fliissigkeiten als mobiler Pha-
se [11

Als neue Technik wurde vor kurzem die
NMR-Spektroskopie zur Kopplung mit
HPLC vorgeschlagen, aber diese Tech-
nik ist durch die Schwierigkeiten bei pro-
tonenhaltigen Losungsmitteln und durch
geringe Empfindlichkeit noch sehr be-
grenzt [2]. Eine dritte Moglichkeit ist die
Kopplung mit der Absorptionsspektro-
skopie. Sie ist prinzipiell fiir alle Substan-
zen mit Absorptionen oberhalb etwa
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Schrittmotor Verstdrker

200 nm geeignet, bei Verwendung von
geeigneten Derivatisierungsverfahren
vor oder am Ende der Siule [3] auch fiir
eine Vielzahl anderer Trennprobleme.
Die Technik erfordert ein registrieren-
des Spektralphotometer als Detektor. In
dieser Arbeit soll beschrieben werden,
wie ein kommerzieller HPLC-Detektor
mit variabler Wellenlidnge fiir diesen
Zweck mit einem ebenfalls kommerziel-
len ,intelligenten Schreiber” gekoppelt
werden kann. Die dargestellte Lésung
stellt einen Kompromill zwischen Zeit-
und Kostenaufwand einerseits und der
erreichbaren Empfindlichkeit anderer-
seits dar [4].

Methode

Die verwendete Apparatur ist schema-
tisch in Bild 1 dargestellt. Verwendet
wurde ein Doppelstrahl-Detektor mit
variabler Wellenldinge von 200 bis
750 nm (Latek, Modell LDC II), welcher
zusitzlich mit einem Wellenldngenan-
trieb durch einen Schrittmotor ausgerii-
stet wurde, und ein Kleinrechner mit in-
tegriertem x-y-Schreiber und Platten-
speicher (Bryans Modell BS 8000). Letz-
terer diente auch als Taktgenerator fiir
den Schrittmotor, wobei ein Verstirker
zwischengeschaltet wurde. Zur Unter-
driickung von hochfrequentem Rau-
schen im Ausgangssignal wurde ein low-
pass-Filter vor den Eingang des Rech-
ners geschaltet. In der verwendeten
Konfiguration kénnen gleichzeitig bis zu
8 Detektoren angeschlossen werden.
Zwischen Siulenausgang, Detektor und
AbfluB wurde ein manuell betriebenes
Vierwegeventil eingebaut, mit dem der
Peak im Detektor ,gefangen“ werden
kann (Fangstellung siehe Bild 1).

Spezifikationen

Wesentlich fiir das Erreichen einer ho-
hen Empfindlichkeit ist neben einem
rauscharmen Detektor vor allem das
Verhiltnis von Nichtlinearitit der De-
tektor-Basislinie zur vertikalen Aufls-
sung des Rechners. Am Eingang des
Rechners wird das Signal vom Detektor,
im allgemeinen eine kontinuierlich varia-
ble Spannung von 0 bis 10 bis 100 mV,
digitalisiert, d.h. in diskrete Werte aufge-
16st. Eine Kurve wird so in eine Treppe
umgewandelt, und eine Grundlinie mit
leichtem Rauschen (Bild 2, nachfolgende
Seite) ergibt bei entsprechender Vergro-
Berung das im Kreis gezeigte Bild, bei
dem die vertikalen Ausschlige sich nur
um bestimmte Betridge bzw. ein Vielfa-
ches davon dndern. Die Zahl der verfiig-
baren Stufen, die sogenannte Wortliange
des Rechners, bestimmt das vertikale
Auflésungsvermogen. Es ist im allgemei-
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Grundlinie des Detektors bei stehender Wellenlinge, 0,32 Absorptionseinheiten a)
Vollausschlag. Der eingekreiste Bereich ist ein vertikal um den Faktor 250

gespreizter Ausschnitt, Originalplot.

nen eine Potenz von zwei, wobei der
Exponent die Dimension (bit) hat. Die
verwendete Apparatur digitalisiert mit
12 bit, d.h,, sie hat 22 = 4096 Stufen fiir
die Bewertung des Eingangssignals, wo-
bei ,,null“ dem Minimal- 4095 dem Maxi-
malausschlag  zugeordnet  werden.
Nimmt man an, daB eine signifikante
Bande selbst bei minimalem Rauschen
wie in Bild 2 mindestens 20 ,,Stufen“ hoch
sein sollte, so bedeutet das eine minimale
Héhe von 0,5% des Vollausschlags am
Detektor. Je kleiner man den Vollaus-
schlag wihlt, d.h. je hoher die Empfind-
lichkeit des Detektors, desto kleinere
Banden koénnten demnach im Prinzip
nachgewiesen werden.

Die maximale Empfindlichkeit wird je-
doch durch zwei Faktoren begrenzt. Der
eine ist das Detektorrauschen, welches
bei einem guten Detektor (< 0,0003 Ab-
sorptionseinheiten je nach Wellenlidn-
genbereich) gegeniiber dem zweiten
Faktor, der Nichtlinearitit der Basislinie
vernachlédssigt werden kann. Da HPLC-
Detektoren auf héchste Empfindlichkeit
ausgelegt sind, zeigt die Basislinie iiber
groBere Wellenlingenbereiche selbst
bei Doppelstrahlgeraten nicht unerhebli-
che Nichtlinearititen. Bild 3 zeigt die Ba-
sislinie des Detektors im Bereich von
750—375 nm. Die maximalen und mini-
malen Werte differieren um 0,05 Extink-
tionseinheiten. Dies entspricht der maxi-
mal wiahlbaren Empfindlichkeit, da bei
einer groBeren Empfindlichkeit bereits

die Basislinie des Spektrometers den

MeBbereich iiberschreiten wiirde. Der
im vorliegenden Fall gewihlte Bereich
betriagt zur Sicherheit 0 bis 0.08 Extink-
tionseinheiten. In Verbindung mit der
Wortlidnge, in diesem Fall 12 bit, des
Rechners bedeutet dies theoretisch eine
minimale Peakhéhe von 0,0004, prak-
tisch werden abhédngig vom Wellenlidn-
genbereich und der Scangeschwindig-
keit etwa 0,001 erreicht.

Auch das spektrale Auflosungsvermo-
gen wird durch die Speicherkapazitit
bestimmt, ist aber in Anbetracht der brei-
ten Banden geloster Substanzen weniger
kritisch. Die in Bild 3a gezeigte Grundli-
nie wurde auf 3 x 512 = 1536 Speicher-

fiir V

indli 'edesnat;kgmm Bereich 750 bis 375 nm, Empfindticheit: E = 0,08
b) Unkorrigirtes Spekirum (rohe Date)des Peaks I von Bild 4, MeBbereich wie

bei 3a. Die Zeit zur Aufnahme des Spektrums betrug 51,2 . Fiir die Differenzbil-

plot.

platzen aufgenommen. Das entspricht
etwa 4 Speicherplitzen pro nm und ist
fiir die meisten Fille mehr als ausrei-
chend. Die spektrale Reproduzierbarkeit
wird vor allem mechanisch durch den
Schrittmotor und den Wellenldngenan-
trieb limitiert und liegt bei 1 bis 2 nm. Die
Zeit fiirr den Durchlauf eines Spektrums
hiangt neben dem gewiinschten Wellen-
langenbereich von der Démpfung des
Detektors ab. Da HPLC-Peaks selten
Halbwertbreiten unter 10 Sekunden ha-
ben, sind die Detektoren verhiltnismi-
Big stark geddampft. Bei zu hohen Scan-
geschwindigkeiten fiihrt dies zu Verzer-
rungen, welche bei der anschlieBenden
Differenzbildung (s.u.) die Empfindlich-
keit verringern. Da die steilsten Flanken
im allgemeinen durch die Basislinie und
nicht durch die eigentlichen Absorp-
tionsbanden bedingt sind (Bild 3), be-
stimmt die Giite der Basislinie die maxi-
male Scangeschwindigkeit. Die abgebil-
deten Spektren wurden mit 0,2 s/nm auf-
genommen, aber 0,1 s/nm sind noch ver-
tretbar. Falls nur ein enger Spektralbe-
reich interessiert, kann unter diesen Be-
dingungen auch das flieBende Eluat ver-
messen werden.

]'_ 0.001 Abs. Einh.
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o] 5 do 95 20 25

4 t [min]
HPLC-Chromatogramm von zwei Chlorophyll-
Derivaten. Siule RP-8 Nucleosil 10 um, Eluens:
Methanol/Wasser = 95 : 51,5 ml/min; Detektor:
667 nm. Die Spektren von Bild 3 und 5 sind im
Maximum vom Peak Il (T, = 17,5 min) gemes-
m “

dung ist das gesamte Spektrum um 5% Vollausschlag

angehoben. Original-

Messung

Zur Messung des Spektrums iiber einer V

groBeren Bereich wird ein Peak mittels
des Vierwegventils im Detektor gefan:
gen; wahlweise kann der FluB gestopp:
werden oder, falls nur ein Peak interes-
siert, das restliche Eluat wahrend de:
Messung am Detektor vorbeigeleite:
werden. Die ,rohen” Spektren kénner
abgespeichert und spiter verrechnet
werden. Wenn kein steiler Gradient ge-
fahren wird, geniigt die Aufnahme einer
Basislinie fiir alle Spektren. Vorrausset-
zung dafiir ist, daB alle Spektren und die
Basislinie unter identischen Bedingun-
gen aufgenommen werden. Bild 3a zeigt
die Basislinie und 3b das ,rohe” Spektrum
der Bande III im Chromatogramm in

Bild 4. Das korrigierte Spektrum (Bild 5, |

nichste Seite) wird durch Differenzbil-
dung von 3b und 3a, gegebenenfalls
mehrmalige 5-Punkt-Mittelwertbildung
(zur Rauschunterdriickung) und Normie-
rung erhalten. Es weist die Substanz ein-
deutig als ein Phaophytin der a-Serie aus,
zusammen mit der Retentionszeit er-
moglichte dies die Identifizierung als Py-
rophdophytin a, einem Abbauprodukt
von Chlorophyll a.

Derivativspektroskopie

Neben der Identifizierung einer Sub-
stanz ist eine Spektrenaufnahme auch
dann wichtig, wenn bei quantitativen
Analysen mit {iberlagernden Peaks im
Chromatogramm gerechnet werden
muB. Sind die Absorptionsbanden in den
Spektren der iiberlagerten Substanzen
ausreichend getrennt, ist das Problem tri-
vial. Bei Substanzen mit breiten, iiberla-
gerten Absorptionsbanden reicht jedoch
unter Umsténden die einfache Absorp-
tionsspektroskopie nicht mehr zur Iden-
tifizierung und Quantifizierung aus. Ein
Ausweg daraus ist die hiufig sehr auf-
wendige Verbesserung der chromato-
graphischen Trennung, ein zweiter ist die
rechnerische Trennung der Absorptions-
banden durch Derivativspektroskopie.
Dazu wird nach Erhalt des korrigierter.
Spektrums seine zweite, eventuell auct

Weitere Informationen iiber Kennziffer 25
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jonsspektren von zwei iibergelagerten Substanzen. Kurve 1 zelgt die reine Substanz, einen dimeren
579nm, E_,, im Chromatogramm =

= 0,02 2 0,6 uM). Die Zumischung der zweiten

Substanz mit glewﬁl, aber um 28 nm langwellig verschobenem Spektrum geschah rechnerisch. Die

Mischungsverhaltnisse A : B sind

210:1;3- 10 2;4-10 :3; 5-10 : 4;6-10 : 5; 7-10 : 10. Originalplots
b2 Abteilung der Spektren aus Bild 6a, geglittet und normiert. Die Bezifferung entspricht der in Bild 6a.

Originalplots.

geradzahlig hohere Abteilung gerech-
net. Dies fiihrt allgemein zu einer Verrin-
gerung der Halbwertsbreite, allerdings
auch zu zusitzlichen Seitenbanden und
verstirktem Rauschen.

Bild 6 zeigt ein Beispiel dafiir aus dem
Bereich der Fallenfarbstoffe, welche sich
durch breite, unstrukturierte Banden
auszeichnen. Die beiden Dimeren A und
B haben gleiche Bandenform und Extink-
tionskoeffizienten, aber um 28 nm ge-

geneinander verschobene Absorptions-
maxima. Die Zumischung von B macht
sich im Absorptionsspektrum nur in ei-
ner Bandenverbreiterung bemerkbar,
und selbst bei einem 1:1-Mischungsver-
héltnis erscheint B im Absorptionsspek-
trum nur als Schulter (Bild 6a). Im 2. Deri-
vat-Spektrum (Bild 6b) sieht man dage-
gen bereits im ,reinen“ A eine geringe
Menge B und kann die Zumischung
quantitativ verfolgen.

= TR e e e e
Fazit:

Die geschilderten Beispiele zeigen die
Auswahlkriterien fiir den Ausbau von
HPLC-Detektoren zu empfindlichen, re-
gistrierenden Photometern, und ihre An-
wendungsméglichkeiten bei der Identi-
fizierung und Analyse von HPLC-Peaks
durch die Kopplung. Der Vorteil der be-
schriebenen Kopplung ist die grofe
Flexibilitit des Systems bei wechseln-
den Problemstellungen. Der Nachteil ist
zur Zeit noch, daff abgesehen von Aus-
nahmefillen nicht im fliefenden Eluat
gemessen wird. Wesentlich fiir eine Ver-
besserung ist eine moglichst geringe
Trdgheit des Detektionssystems, da die
Rechner Scanzeiten von <2 Sekunden
und entsprechend schnelles Speichern
zulassen.

Die verwendete Kopplung ist erheblich
teurer als ein HPLC-Detektor mit einge-
bauter Spektren-Scan-Einrichtung. Sie
erfordert jedoch keine Kompromisse
bei der Auswahl des Detektors und ist
bei geeigneter Wahl des Rechners we-
sentlich empfindlicher. Da der Rechner
getrennt ist, ldft er sich auch jederzeit
oder sogar gleichzeitig auch fiir andere
Probleme einsetzen. Eine wichtige An-
wendung bei der Chromatographie ist
die Integration von Chromatogrammen,
oder in Zusammenhang mit registrie-
renden Spektralphotometern sind Dif-
ferenz- und Derivativspektroskopie und
kinetische Analysen maoglich.
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