
Analytischer Prozess

1) Probenahme

2) Probenaufarbeitung

3) Messung (Anwendung analytischer Techniken

4) Auswertung & Statistik

5) Berichterstattung & Beurteilung der Ergebnisse

6) Bei eigener Analysemethode berücksichtigen

Chromatographie-Check

• Trenntechnik

• Zwei nicht mischbare Phasen

• Eine mobile und eine stationäre Phase

• Trennung beruht auf der Verteilung 
von Substanzen zwischen den Phasen

• Kontinuierliche Abfolge von 

Gleichgewichtseinstellungen

Je kleiner H, umso mehr theoretische Böden und umso effizienter die 

Trennung (→ schmalere Peaks)

Je höher A, B und C, umso ineffizienter die Trennung

Unsymmetrische Peaks meist wegen Überladungseffekten bei 

hohen Analytkonzentrationen

Überladung mobiler Phase (Fronting):

Analyt in stationärer Phase kondensiert und erst später abtransportiert 

→ längere Retentionszeit

Überladung stationärer Phase (Tailing):

Alle Bindungsstellen der stat. Phase belegt und Analyt kann so nicht 

mehr retendiert werden → kürzere Retentionszeit

Van-Deemter-Gleichung

Asymmetrische Peaks
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Je mehr theoretische Böden, umso höher die 

Effizienz der Trennung

Je grösser N bzw. je kleiner H, umso effizienter 

die Trennung

Theoretische Böden & Trenneffizienz

Berechnungen: Chromatogramm & Peakbreiten
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Je höher α, k und N, 

umso besser die 

Auflösung

(Aber: Je höher k und L, 

umso länger die 

Analysendauer)

Ziel der Optimierung: 

effektive Peakauflösung (RS > 1.5) 

in möglichst kurzer Analysenzeit zu erreichen.

Auflösung und Optimierung
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• Analyten in Lösung bringen

• Abtrennen von festen oder gelösten Substanzen

• Aufreinigen und Anreichern der Analyten

• Einstellen einer für Messung geeignete 

Konzentration in geeignetem LöMi

Probenvorbereitung Kalibrierung
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LC-Essentials
Detektor Empfindlichkeit Linearbereich Analyten

UV/VIS + +++ UV/VIS-Absorber

RID -- + universell

ELSD O ++ Universell

Fluoreszenz +++ +++ Fluorophore

Elektrochemisch ++/+++ ++ Reduzier- und oxidierbare 

Analyten

MS +/+++ +/++ Universell +massenselektiv 

+Spektren zur Strukturaufklärung

+Leitfähigkeitsdetektor (mit Supressor) in Ionenchromatographie

Trennmethode Trennung nach...

Normalphasen-HPLC Polarität (tR: polare > apolare Analyten)

Umkehrphasen-HPLC Polarität (tR: apolare > polare Analyten)

Grössenausschlusschromatographie Molekülgrösse

Ionenchromatographie Ladung und Grösse von Ionen

Affinitätschromatographie spezifische biochemische Bindungsaffinität 

(z.B. Antikörper–Antigen)

Chirale Chromatographie Chiralität (R- und S-Form)

Auch geeignet für grosse und thermolabile Moleküle

− kleine ungeladene (polare und unpolare) Moleküle

− anorganische und organische Ionen

− Polymere

− Grosse (Bio-)Moleküle

Einschränkung: 

Analyt muss ausreichend in mobiler Phase löslich sein.

Weitere Kriterien:

− Kompatibel mit der Gradientenelution?

− Preis, einfache oder komplizierte Bedienung, Aufwand für Justage, Wartung etc.

HPLC:

− Verbesserung der Effizienz durch Einsatz kleiner Partikel (μm-Bereich).

→ Dadurch hohe Drücke erforderlich (300-400 bar)

- Verbesserung der Auflösung 

durch Verwendung kleiner Partikel (μm-Bereich)

→ Verbesserung der Trenneffizienz (H) 

und Erniedrigung des Phasenverhältnisses β = VM/VS

Optimierung der Trennung

Isokratische Trennung:

Lösungsmittelzusammensetzung konstant während der Trennung

Gradiententrennung:

Änderung des Eluenten während der Trennung (z.B. Acetonitril-

Wasser-Gemisch in verschiedenen Konzentrationen)

Oft Erhöhung der Elutionskraft im Lauf der Trennung

→ Kürzere Analysenzeiten, schmalere Peaks bei hoher Retention
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GC-Essentials
nur Analyten untersuchbar, welche unzerstört verdampfbar

(ca. 10–20% der bekannten org. Moleküle)

• v.a. kleine, unpolare, flüchtige Moleküle

• Derivatisierung: Überführung der Analyten in flüchtige Derivate

Die Betriebstemperatur muss nicht über dem Siedepunkt der Analyten 

liegen.

Vorteile gegenüber der LC:

− Kapillarsäulen haben sehr hohe Bodenzahlen (bis ca. 200 000)

− schmale Peaks

− hohe Peakkapazität (viele basisliniengetrennte Peaks in einem)

− Untersuchung komplexer Proben

− GC-Detektoren sind sehr empfindlich

− Quantifizierung im Bereich sehr kleiner Konzentrationen möglich

− Spurenanalytik

Typisches Problem: Kapillarsäulen werden leicht überladen

− Überladungseffekte, asymmetrische Peaks

− Abhilfe: Verdünnung der Proben oder Split-Injektion

Optimierung:
− Polarität der stationären Phase → k, α

− Säulenlänge L → N (und Analysenzeit)

− Säuleninnendurchmesser → β → k

− Filmdicke → β → k

− Säulentemperatur T → KC → k

− Gradientenelution (Temperaturprogramm)

Poly(dimethylsiloxan)

Poly(5%-diphenyl-

95%-dimethylsiloxan)

Poly(14%-

cyanopropylphenyl-

86%-dimethylsiloxan)

Polyethylenglykol

Polare Phasen: 

Neben dem 

Siedepunkt ist 

auch die 

Polarität der 

Moleküle ein 
Trennkriterium
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