In der zur analytischen Chromato-
graphie gehorenden Detektion weisen
Gas- und vor allem Diinnschicht-Chro-
matographie bisher noch ein groBeres
Spektrum an Mdglichkeiten als die
HPLC mit iiberwiegend photo- und
fluorimetrischen Messungen in Durch-
fluBdetektoren auf.
Fir diesen Bereich der qualitativen und
quantitativen Analyse gewinnt daher
neben der physikalischen MeBtechnik
die Chemie der zu bestimmenden Sub-
stanzen immer mehr an Bedeutung.
Uber diese Mdglichkeiten der Chemie
in der HPLC-Analytik berichtet dieses
Buch. Es stellt den Versuch dar, eine
Bestandsaufnahme der bisher be-
schriebenen Anwendungen post-chro-
matographischer Derivatisierungen in
chemischen Reaktionsdetektoren zu
geben und dariiber hinaus durch die
Vermittlung detaillierter Angaben zur
experimentellen Technik der Verfahren
Anregungen zu Entwicklungen fiir
eigene Analysenprobleme zu liefern.
Die theoretischen Grundiagen werden
kurz dargestellt, der Schwerpunkt liegt
-~ jedoch in der Vermittlung praktischer
Ergebnigse dieser stéandig an Bedeutung
gewinnenden Analysentechnik.
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1. Einleitung

Innerhalb der analytischen Chromatographie erfiillen
chemische Derivatisierungen der zu bestimmenden Substanzen
eine Reihe wichtiger Aufgaben (Tab.1) und haben insbeson-
dere in den letzten zehn bis zwanzig Jahren eine erheb-
liche Ausweitung erfahren (s. Monographien von LAWRENCE
u. FREI 1976 -(79)- sowie BLAU u. KING 1977 -(8)-).

Tab., 1

Aufgaben chemischer Derivatisierung in der analytischen

Chromatographie

I. Substanzen bestimmten chromatographischen Trenn-

systhemen zugédnglich zu machen.

(Beispiele:

GC - Silylierung und damit Bildung fliichtiger Ver-
bindungen aus polaren, nicht-fliichtigen oder
thermisch instabilen Substanzen wie hoheren
Carbonsduren, Substanzen mit mehreren funktio-
nellen Gruppen wie Aminosduren.

LC - Umwandlung von z.B. Aminen in weniger polare
Amide zur Anwendung der Adsorptions-Chromato-

graphie.)

II. Bestehende Trennmoglichkeiten zu verbessern.

z.B. durch Steigerung der Selektivitat oder durch eine

Verringerung der erforderlichen Trennzeit

(Beispiele:

GC (seltener LC) - Reaktion optisch aktiver Substan-
zen mit chiralen Reagenzien zur Bildung von Dia-
stereomeren und zur Trennung an nicht-chiralen

stationdren Phasen,
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Tab., 1 (Fortsetzung)

LC - Verringerung der Polaritdtsunterschiede inner-
halb einer Substanzgruppe und damit kiirzere

Trennzeit bei isochratischer Elution.,)

IIT. Empfindlichkeit und Selektivitat in der Detektion
zu steigern.

(Beispiele:
GC - Einfiihrung elektroneneinfangender Gruppen oder

Atome (F, NO_, u.a.).

LC - Einfihrung vin Chromophoren mit hohen Extink-
tionskoeffizienten und gleichzeitig batho-
chromem Effekt; selektive Derivatisierung
funktioneller Gruppen; Bildung von Derivaten
mit sehr dhnlichen spektralen Eigenschaften
zur simultanen Detekion unter konstanten

apparativen Bedingungen.)

Diese chemischen Umsetzungen zur Verbesserung von
Trenn- und/oder Detektionsmdglichkeiten lassen sich an
verschiedenen Stellen eines chromatographischen Analysen-
verfahrens entweder als préd-*oder als post-chromato-

graphische Derivatisierung durchfiihren (s. Abb.1).

*s. W.DUNGES, Prd-chromatographische ilikromethoden;
Hiithig: Heidelberq 1979.
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Die weite Verbreitung diinnschicht-chromatographischer
Verfahren ist nicht nur auf die vielfadltigen Trennmoglich-
keiten chemischer Stoffe mit den verschiedensten Methoden
der Fliissigkeits-Chromatographie, sondern auch auf das
breite Spektrum an Detektionsmoglichkeiten zurilickzufiihren.
Ein wichtiger Teil in der DC-Detektion, die Verwendung von
Spriihreagenzien, wird in der Fliissigkeits-Chromatographie

in Sdulen in chemischen Reaktoren durchgefiihrt und in Ver-

bindung mit einem DurchfluBdetektor in "on-line"-Kopplung
als CHEMISCHER REAKTIONSDETEKTOR bezeichnet.

Diese Art von Detektion wird bereits seit mehr als
zwanzig Jahren mit Erfolg in der Aminosdure-Analytik an-
gewendet: Nach dem klassischen Verfahren von SPACKMAN,
STEIN u. MOORE 1958 (Lit. s. in: SCHWEDT 1979b (133): Nr.
22) erfolgt nach der Trennung der Aminosduren an einem
Ionenaustauscher die Umsetzung mit dem Reagenz Ninhydrin
in einem direkt angeschlossenen AutoAnalyzer vor der
photometrischen Detektion im Durchflufl. Im Vergleich zur
Anwendung von Spriihreagenzien in der DC und zu den préa-
chromatographischen Derivatisierungen sind solche post-
chromatographischen Umsetzungen in der Sdulen-Chromato-
graphie bisher erheblich seltener beschrieben worden
(Ubersichten: SCHWEDT 1979b (133), FREI u. SCHOLTEN 1979
-(32)-).

Hierfiir sind drei wesentliche Griinde zu nennen:

1. Als Folge der chemischen Umsetzungen im kontinuier-
lich flieBenden tluentenstrom zwischen dem Ausgang
der Trennsdule und der Durchfluflzelle des Detektors
in einem Reaktor tritt eine Verbreiterung der clu-
tionsbanden und damit eine Verringerung der Auf-
16sung durch Diffusionseffekte auf. Diese Effekte
wirken sich umso nachteiliger auf die Aufldsung aus,

je leistungsfdahiger das flissigkeits-chromatographische
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Trennsystem ist, also ganz besonders in der Hochdruck-
(Hochleistungs)-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC),
der modernen schnellen Fliissigkeits-Chromatographie in

Sdulen.

Bei der Detektion storender Reagenziiberschufl oder sto-
rende Nebenprodukte von Reaktionen lassen sich nicht
oder nur unter weiterem Verlust an Auflosung beseitigen.
Dieses Problem kann bei pra-chromatographischen Deri-
vatisierungen durch eine spezielle Probenvorbereitung,
z.B. Fliissig-fliissig-Verteilung oder durch die chromato-

graphische Trennung selbst gelost werden.

Die durch das Trennproblem festgelegte mobile Phase
schréankt als Reaktionsmedium der post-chromatographischen
Derivatisierungen die Auswahl an chemischen Umsetzungen

ein.

Diesen allgemeinen Nachteilen stehen jedoch eine Reihe

von Vorteilen zur Derivatisierung vor der chromatograph-

isc

hen Trennung gegeniiber:

Das exakte Timing an Reagen#ienzufuhr und die damit
erzielte optimale Kontrolle und Steuerung der Reak-
tionsbedingungen und des -verlaufs ermoglicht besser

reproduzierbare MeBergebnisse (d.h. Ausbeuten) als

bei prd-chromatographischen Derivatisierungen.

Mit den Steuerungsmoglichkeiten im chemischen Reak-

tor ist eine optimale Nutzung von Reaktivitats-

Selektivitidten fiir verschiedene Substanzen verbunden.

Infolge der Selektivitdten in der Reaktion lassen sich
Analysen mit solchen Systemen in vielen Fdllen ohne

aufwendige Probenvorbereitung durchfiihren.

Auch Reaktionen, die unvollstadndig ablaufen oder zu
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mehreren Reaktionsprodukten fiihren, lassen sich

fiir chemische Reaktionsdetektoren einsetzen, voraus-
gesetzt, sie fiihren zu reproduzierbaren Signalen und
auBlerdem zu einer linearen Abhidngigkeit von der Sub-

stanzkonzentration.

—== Derivate, die sich aufgrund sehr &dhnlicher Struktu-
ren bzw. Eigenschaften chromatographisch nur schwer
trennen lassen, konnen jedoch im Hinblick auf die

Detektion besonders vorteilhaft sein: Lassen sich

Substanzen mit relativ niedrigen Molekulargewichten,
sehr unterschiedlichen Absorptionsspektren und dhn-
lichen reaktiven Gruppen mit einem Reagenz hohen
Molekulargewichts und hohem Absorptionskoeffizienten
bzw. intensiven Fluoreszenzeigenschaften umsetzen,

so wird die spektroskopische Eigenschaft im wesent-
lichen vom Reagenz bestimmt, Auf diese Weise lassen
sich Detektionsmoglichkeiten schaffen, die zu gleich
empfindlichen Nachweisen fiir eine Gruppe von Substan-
zen bei hierbei fester spektraler Einstellung des

Detektors fiihren.

Diese Vorteile, die ganz besonders fiir die chemische Spuren-

analytik gelten, haben zu einer Reihe von Anwendungen des
Verbundsystems aus schneller Fliissigkeits-Chromatographie
(mit Trennzeiten unter einer Stunde), chemischer Umsetzung
in einem Reaktor und spektroskopischer Detektion im Durch-
fluB gefiihrt, die anderen Analysenverfahren in vieler Hin-

sicht liberlegen sind.

Die Moglichkeiten der Chemie innerhalb dieser Analy-

senmethodik sind bei weitem noch nicht ausgeschopft und
werden in den ndchsten Jahren sicher zu weiteren interes-

santen Entwicklungen fiihren,
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Ubersichtsarbeiten und Monographien, die sich mit
post-= und préd-chromatographischen Umsetzungen beschafti-
gen, sind in der Tab, 2 zusammengestellt,

Das Kapitel 5 dieses Buches behandelt in ausfiihr-
lichen Zusammenstellungen analytischer Einzelheiten die
wichtigsten beschriebenen Anwendungen aus diesem speziel-

len analytischen Gebiet chromatographischer Analytik.

Tab, 2

Monographien (M) und Ubersichtsarbeiten (U) zur Derivati-

sierung in der Chromatographie

Autor Thema (Titel) Lit.
AHUJA Chemical derivatisation for the liquid
chromatography of compounds of pharma-
ceutical interest (U) (2)
BLAU, Handbook of derivatives for chromato-
KING graphy (M) (8)
ETTRE Selective detection in column chroma-
tography (U) (27)
FREI, Reaction detection in HPLC (U) (32)
SCHOLTEN
JUPILLE UV-visible absorption derivatization
in liquid chromatography (U) (59)

LAWRENCE Fluorimetric derivatization in high-per-
formance liquid chromatography (U) (78)

LAWRENCE, Chemical derivatisation in liquid

FREIL chromatography (U) (79)

ROSS Pre-column derivatisation in high-per-
formance liquid chromatography (U) (104)

SCHWEDT Liquid column chromatography with chemi-

cal derivatizations after separation (U) (133)
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2. Allgemeine Grundlagen -
Aufbau von Reaktionsdetektoren

Zusammenfas sung

Im folgenden Kapital wird ein Reaktionsdetektor als
Analysensystem aus chemischem Reaktor mit Durchfluf3-
detektor fiir den direkten AnschluBl an eine Sdulen-
Chromatographen definiert.

Die drei unterschiedlichen Reaktortypen -—-offenes
oder gepacktes Reaktionsrohr sowie Mischspiralen-
Reaktionseinheit mit luftsegmentierten Fliissigkeits-
stromen- werden vorgestellt und in ihrem Aufbau be-
schrieben.

In den allgemeinen Betrachtungen wird auf die
Rolle der Reagenzienforderung fir die Pumpentechnik,
den Verlauf der Mischungsvorgiange sowie auf Einfliisse
des chromatographischen Eluentenstromes auf den Reaktions-

ablauf im Reaktor eingegangen.

KONZENTRAT

Definition CHEMISCHER REAKTIONSDETEKTOR. Keaktortypen:
offenes Reaktionsrohr, gepacktes Reaktionsrohr, Misch-
spiralen-Reaktionseinheit., Fordertechniken fiir den
Reaktor. Mischungsvorgidnge. ELinfliisse des Eluenten auf

Reaktionsabldufe im Reaktor.

Analysensysteme, welche flissigkeits-chromatographische
Trennungen in Sdulen mit chemischen Umsetzungen nach der
Trennung im DurchfluB3 verbinden, bestehen aus einem (Iloch-
druck-)Flussigkeits-Chromatogrgghen, einem chemischen Re-

aktor und einem DurchfluBdetektor (Abb. 2).
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Abb, 2

Analysensystem aus Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatograph,

chemischem Reaktor fiir Derivatisierungen nach der chro-

matographischen Trennung und DurchfluBdetektor.

(nach SCHWEDT 1979b -(133)-)

FLUSSIGKEITS-CHROMATOGRAPH

l a) offenes Reaktionsrohr

b) gepacktes Reaktionsrohr

REAKTOR
[ c) Mischspiralen-
DURCHFLUSS-DETEKTOR Reaktionssinheld

a) Photometer
b) Fluorimeter

c) elektrochemischer

Detektor

CHEMISCHER REAKTIONSDETEKTOR = REAKTOR_+_ DURCHFLUSSDETEKTOR

Der Eluentenstrom aus der Sdule wird mit geeigneten
Reagenzien bzw. deren Losungen vermischt, gegebenenfalls
erwdrmt, um die Reaktion zu beschleunigen, und dann in
einen konventionellen DurchfluB-Detektor gefiihrt.

Im Englischen ist fiir den Teil des Analysensystems
aus Reaktor und DurchfluB-Detektor die Bezeichnung
"reaction detector" (s. z.B. SNYDER 1976 =(119)-) ge-
brduchlich., Im Deutschen hat sich die entsprechende
Ubersetzung (chemischer) RiISAKTIONSDETEKTOR durchgesetzt.
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Die fiir die Umsetzungen erforderlichen Reaktoren

konnen in drei unterschiedlichen Formen aufgebaut sein:

1.

20

als offenes Reaktionsrohr (tubular reactor; capillary

tubej reaction coil)

Der Kapillarausgang der LC-Sdule wird iiber ein T-
Stiick mit einem weiteren Kapillarrohr verbunden,

durch welches die Reagenzlosung mit Hilfe einer sepa-
raten Pumpe gefordert wird. Die Umsetzung erfolgt in
einem weiteren Kapillarrohr, das direkt mit dem Ein-
gang des Durchflulldetektors verbunden ist. Alle Ver-
bindungen lassen sich bei Verwendung von Stahlkapillaren
iiber totvolumenarme Schraubkupplungen (z.B. "Swagelok" -
Kupplungen) herstellen. Aber auch Teflonschlduche mit
entsprechenden Kunststoffkupplungen (z.B. OMNIFIT-

Teile) lassen sich hier einsetzen.

als gepacktes Reaktionsrohr (packed reactor; bed

reactor)

Die chromatographische Trennsdule ist mit einer wei-
teren Sdule verbunden, deren Packung aus Materialien
besteht, die keine retardierende Wirkung auf die vor-
her getrennten, zu derivatisierenden und zu bestimmen-
den Substanzen besitzt., Als Packungsmaterialien werden
vorwiegend inerte Glaskugeln verwendet. Zur Forderung
der Reagenzienlosungen sind Hochdruckpumpen hdufig

erforderlich.

als Mischspiralen-Reaktionseinheit mit luftsegmentier-
ten Fliissigkeitsstromen (air segmented reactor; segmen-

ted flow reactor)
Die Mischspiralen-Reaktionseinheit hat ihren Ursprung
in den AutoAnalyzernR der Firma Technicon. Die Misch-

spiralen (mixing coils) bestehen aus spiralfdrmig ge-



wickelten Glasrohren. Je nach Reaktion werden mehrere
von ihnen iiber sogenannte Nippel (aus Teflon) und/oder
kurze Schlauchstiicke miteinander verbunden. Sollen mehrere
Losungen vor einer Mischspirale zusammengefiihrt werden,
so bedient man sich sogenannter "Cactus"-Verbindungen
(s. Abb. 3).
Dem Eluentenstrom aus der LC-Sdule wird Luft zugefiihrt,
so da3 der gesamte Fliissigkeitsstrom im Reaktor segmen-
tiert wird (Abb. 4). Vor dem Eintritt in die Zelle des
DurchfluBdetektors wird die Luft mit Hilfe eines Entliif-
ters ("debubbler") wieder entfernt.
Zur Forderung der Fliissigkeiten wird eine peristaltische
Schlauchpumpe eingesetzt, welche durch die DurchfluBizelle
des Detektors eine geringere Fliissigkeitsmenge pro Zeit-
einheit pumpt als die Summe aller Fliissigkeitstrome aus
Eluentenstrom und Reagenzienlosungen betragt. Auf diese
Weise wird die Luft zusammen mit einem Anteil an Fliissig=-
keit (etwa 30 bis maximal 50 %) iiber den £ntliifter abge-
schieden, so dafBl keine Luftblasen die Messung in der
Detektorzelle storen. (Es werden auch AutoAnalyzer-
Systeme ohne Entfernung der Luft beschrieben, die sich
einer elektronischen Unterdriickung der Signale bedienen,
die durch Luftblasen im Fliissigkeitsstrom hervorgerufen
werden. )

Dieser Reaktor zeichnet sich allgemein durch seine
besondere Flexibilitdt im Aufbau aus:
Anwendung von Mischspiralen in verschiedenen GroBen mit
Heiz- oder Kiihlmantel, Kombinationsmodglichkeiten zwischen
Mischspiralen, d.h. einfache Anwendung von Reaktionen
aus mehreren Reaktionsschritten, Einsatz einer peris-
taltischen Pumpe im Vergleich zu mehreren und teueren
Hochdruckpumpen.

Die Einzelteile fiir Mischspiralen-Reaktoren sind im
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Abb. 3

Schematischer Aufbau eines Reaktionsdetektors mit

Mischspiralen-Reaktionseinheit

S: chromatographische S&dule, P: peristaltische Pumpe,
L: Luftschlauch, R: Reagenzschlauch, G: Gesamtforder-
schlauch, C: Verbindungsteil fiir Schl&uche, "Cactus",
MS: Mischspirale (mixing coil), D: DurchfluBdetektor,
A: AbfluB der gemessenen Losung, E: Entliifter (debubbler).
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Abb. 4

Glasteile und Prinzip der Segmentierung in einer

Mischspiralen-Reaktionseinheit

Glasteile: HO - "Cactus" zur Verbindung mehrer Schl&duche,

C5 - Entliifter (debubbler), F: Fliissigkeitsstrom, L: abge-

trennte Luft.,

Segmentierung: L:Luftblase, F: Fliissigkeitssegment,

df: Dicke des stationdren Fliissigkeitsfilmes an der
Innenwandung des Glasrohres,
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Handel als Einzelteile zu den Technicon-AutoAnalyzern
iiber verschiedene Firmen erhiltlich (z.B. Fa. Klein-

feld, Hannover; Fa. Biotechnik, Hamburg).

Die folgende Tab, 3 gibt eine Zusammenstellung der
fiir die verschiedenen Reaktortypen erforderlichen Teile

und Geradte.

Tab. 3

Bausteine der verschiedenen Reaktoren

Reaktortyp Pumpe Bausteine des Reaktors
offenes Hochdruck- Kapillarrohr (Stahlrohr,
Reaktionsrohr pumpe Teflonschlauch), "Swage-

lok" -Verbindungen, *
Kunststoffschraubverbin-

dungen (OMNIFIT-Teile).

gepacktes Hochdruck-  Stahlrohr (-s&dule),
Reaktionsrohr pumpe inerte (silanisierte

Glaskugeln als Packungs-

materialien, "Swagelok" -

Verbindungen.*
Mischspiralen- peristal- Mischspiralen aus Glas
Reaktionseinheit tische (oder Teflonschlauch, ge-
Pumpe wickelt), Misch- und Ver-

bindungselemente (Kakteen),
Verbindungsstiicke aus Teflon
(Nippels), Entliifter (Debubb-

ler), Pumpenschl&uche.

* oder "Miconns", s. Trenncassetten fiir die HPLC-Technologie
und Anwendung, E. OELRICH in: KAISER u. OELRICH (60)
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Vier wesentliche Gesichtspunkte bestimmen die all=-
gemeinen Betrachtungen zur Anwendung der verschiedenen
vorher beschriebenen Reaktortypen (s. auch SNYDER 1976
-(119)=):

1. die Art der Forderung von Reagenzien bzw. LOosungen
2. der Verlauf der Mischungsvorginge

3. der Reaktionsablauf bzw. dessen Bedingungen

4, die Effekte der Dispersion (d.h. Bandenverbrei-

terung im Reaktor) (s. Kap. 3)

zZu 1.:

Von der Fordertechnik, d.h. von der fiir den Reak=-
tor eingesetzten Pumpe, wird verlangt, daB sie in der
Lage ist, konstante Mengen der Losungen kontinuierlich dem
Eluentenstrom zuzufiihren. Das Verhdltnis aus Eluenten-
und Reagenzienstrom muB konstant bleiben, ansonsten kon-
nen Schwankungen in der Signalhohe, Verzerrungen der Ban-
denform, Verdnderungen des Detektorrauschens und eine
Drift der Basislinie auftreten.

Wegen der Druckverhdltnisse im offenen (Kapillar)-
Reaktionsrohr sowie auch im gepackten Kapillarrohr
sind hier in der Regel (Hoch)druckpumpen, meist die
gleichen wie fiir die HPLC, erforderlich. Fir die Misch-
spiralen-Reaktionseinheit wird eine peristaltische
Schlauchpumpe mit einem Schlauchbett filir mehrere Pumpen-
schlduche wie in den AutoAnalyzern eingesetzt. Die Sta-
bilitdt der Schlauchmaterialien begrenzt den Einsatz an

Losungen und LOsungsmitteln.

zu 2.8
Besonderes Augenmerk wird in einer Reihe von Arbei-
ten iliber Reaktionsdetektoren auf die Verbindungen von

Eluenten- und Reagenzienstrom gerichtet (s. auch in:
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FREI u. SCHOLTEN 1979 -(32)-). Es gilt die Forderung,

daf3 der Mischvorgang zwischen Eluent und Reagenz vor
Beendigung der Reaktion und/oder vor Eintritt des zu
messenden Reaktionsgemisches in die DurchfluBzelle ab-
geschlossen sein muB (s. auch SNYDER 1976). Die Misch-
vorgidnge in unsegmentierten Fliissigkeitsstromen verlau-
fen bei sehr geringem Innendurchmesser der Reaktionsrohre

meist sehr langsam.

Zu 3.3

Die mobile Phase des Trennsystems hat in vielen Fal-
len einen erheblichen EinflufBl auf die Kinetik und den
Reaktionsablauf organisch-chemischer Reaktionen. Bei fluo-
rimetrischer Detektion treten auBerdem hdufig fluoreszenz-
mindernde Effekte durch Losungsmittel der mobilen Phase
auf (s. auch in SCHWEDT 1980a =(135)-). In vielen Fidllen
sind jedoch mehrere chromatographische Systeme (z.B.
anstelle einer Reversed-phase-Chromatographie mit widBrigen
Losungen Adsorptions-Chromatographie oder Chromatographie
an chemisch-gebundenen Phasen mit organischen Losungs-
mitteln) fiir ein gegebenes Trennproblem geeignet (s. fir
Steroide: SCHWEDT u. REH =(137)-).

Die Beeinflussung der chemischen Derivatisierung
nach einer fliissigkeits-chromatographischen Trennung in
einer Sdule stellt trotzdem die wesentlichste Einschran-
kung fiir chemische Reaktionsdetektoren dar, die in der DC

kaum eine Rolle spielt,

zu 4,3

Die physikalischen Gesetze der Dispersion, d.h.
der Diffusionseffekte und damit verbundenen Bandenverbrei-
terung von der Sdule eluierter Substanzen, in einem che-
mischen Reaktor fiir die verschiedenen Reaktortypen werden

im folgenden Kap. 3 behandelt.
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