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Einsatzbereich der elektrochemischen Detektion in der
HPLC
Jörg Frank

In der HPLC werden heute für empfindliche
Messungen vor allem UV-, Fluoreszenzoder

elektrochemische Detektoren (ELCD)
angewendet flf. Es handelt sich dabei um
selektive Detektionsverfahren (2). welche auf
bestimmte physikalische oder chemische
Eigenschaften der in der mobilen Phase
gelösten Komponenten ansprechen. Innerhalb
der verschiedenen elektrochemischen
Verfahren hat sich besonders die amperometri-
sche Detektion als sehr empfindliche
Nachweismethode bewährt (3).
Sie wird heute vor allem dazu benutzt, leicht
oxidierbare organische Verbindungen im ng-
und pg-Bereich zu delektieren. Das sind oft
auch die Verbindungen, welche durch UV-
Detektoren nicht im unteren ng-Bereich und
fiuorimetrisch nur über Derivatisierungen
bestimmbar sind.
Das Funktionsprinzip des amperometrischen
Reaktionsdetektors ist in Abb. 1 schematisch
dargestellt. Die mobile Phase, welche eine
gewisse elektrische Leitfähigkeit (ca. 1 bis
10 mS/cm) aufweisen muss, strömt an einer
Arbeitselektrode mit konstantem
Elektrodenpotential vorbei. Dieses wird gegenüber
einer Bezugselektrode (RE) konstant gehalten.

Der durch die Oxidation einer Substanz
Iiiessende Strom wird über eine Hilfselektro¬

de (AE) abgeleitet, verstärkt und als Stromstärke

in Funktion der Zeit in einem Chro-
matogramm aufgezeichnet.
Das Signal ist von verschiedenen Parametern
abhängig: der Polarisationsspannung (U).
der Temperatur (T) und der Fliessgeschwindigkeit

(Fc) der mobilen Phase sowie dem
Reaktionsmilieu, das durch die Zusammensetzung

des Eluenten bestimmt wird.
Als Sensormaterial in der Arbeitselektrode
wird heute vor allem glasartiger Kohlenstoff
(Glassy Carbon) verwendet, der gute
elektrochemische Eigenschaften (Potentialbereich
in der ELCD ca. -800 mV bis + 1200 mV)
und chemische Beständigkeit aufweist (4).
Das Detektorsignal ist der transportierten
Stoffmenge pro Zeiteinheit in einem grossen

Konzentrationsbereich proportional
(Abb. 2). Die Nachweisgrenzen liegen bei
günstigen Bedingungen (Trennleistung, mobile

Phase), wie sie z.B. bei der Bestimmung
der Catecholamine gegeben sind, bei
Einspritzmengen von wenigen pg Substanz.
Die Selektivität der amperometrischen
Detektion ist einerseits dadurch gegeben, dass
von den elektroaktiven Substanzen nur leicht
oxidierbare Verbindungen nachgewiesen
werden (Tab. 1), also z. B. alle Verbindungen,
die mindestens eine aromatische Hydroxil-

ELCD / HPLC

Elektrode: U

Abb.l. Funktionsprinzip
der amperometrischen
(elektrochemischen)
Detektion: leicht oxidierbare
oder reduzierbare Verbindungen

werden an einer
Arbeitselektrode (Elektrode)

bei konstanter
Polarisationsspannung (Li)
umgesetzt. Messgrösse ist der
faradavsche Strom.
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oder Aminogruppe aufweisen. Andererseits
kann die Selektivität innerhalb dieser Stoff-
klassen durch geeignete Wahl der
Polarisationsspannung für bestimmte Verbindungen
vergrößert werden. Je niedriger die Spannung

gewählt werden kann, umso selektiver
ist die Detektion (Abb. 3).
Der Einsatzbereich der ELCD ist durch die
in Tab. 1 aufgeführten Verbindungstypen
vorgezeichnet. Die Methode konzentriert
sich einmal auf die Bestimmung von pflanzlichen

und tierischen Inhaltsstoffen und
Stoffwechselprodukten, die oft aromatische
Hydroxilgruppen enthalten. Entsprechende

Beispiele sind: Tyrosin- und TryptophanMetaboliten.

Flavone, Hvdroxicumarine.
*

Methoxiphenole sowie Östrogene. Die
H PLC mit elektrochemischer Detektion von
Adrenalin. Dopamin. Homovanillinsäure.
Serotonin u.a. aus Serum, Gewebe und Urin
ist ausführlich beschrieben worden (5), vgl.
auch Abb. 4 und 5.

Auch leicht oxidierbare Pharmaz.eutika wie
Morphin, Acetaminophen (Abb.6), Penicill-
amin (Abb.7). /J-Cetotetrin. 8-Hydroxicar-
teolol. Isoproterenol. Metotrexat u.a. sind
erfolgreich delektiert worden (5).
Ein weiteres Einsatzgebiet besteht in der

Tab. 1. Anwendung der amperometrischen Detektion.
Summarische Übersicht über die wichtigsten
Verbindungstypen, die mit Bestimmungsgrenzen im pg-Be-
reich oxidativ delektiert werden können.

Oxidative ELCD

Aromatische Hydroxiverbindungen

Aromatische Amine

Indole

Mercaptane

bis *1200 mV

R

OH

R

nh2

VH

-S H

Detektor - Linearität

Phenothiazine ooo
H

Abb. 2. Zusammenhang zwischen Probenmengen und
Delektorsignal. Die Probernenge sollte 100 ng nicht
übersteigen. Stationäre Phase: RP-1S-. 5 /im. wässeriger
Fluent pH 3,2. — 4*800 mV. I ml/min.

f.

nA

I-U-Kurve

+ 600 +1000 +1200

Abb. 3. Hydrodynamische
Stromspannungskurven :

a: Ascorbinsäure, b:
Noradrenalin, c: Tryptophan,
d: Grundstrom (Wasser,
pH 3.2). Stationäre Phase:
RP-18. 5 (im, TT— l ml/"
min.

12



Catecholamine in Gewebe

0,1 -

f
nA

NA: 15 pg
DA: 40 pg

t
min

+ 800 mV, Acetat-Citrat-Puffer, pH 5,2

Abb. 4. Cateeholaminbestimmung aus Gewebe: L-Nor-
adrenalin (NA) und Dopamin (DA). Probenaufberei-
lung über Alox, Säule: 150 nun X 4,6 mm ID. Stationäre
Phase: Nucleosil 5 SA. 5 am (Kationenaustauscher).
Elueni: Aeetat-Citral-Puffer, pH 5,2 (/)(K6HgO--H.O)

5.7 g/1. /t(CH,COONa - 3 H,0) 6,8 g/1, /ifNaÖH)
2,4 g/1. p(HAc)= 1 g/1). Pg.âsl m! nun. Detektion/

et 800 mV. 1=0.5 nA.

Catecholamine in Urin

NA: 807 »g/24h
A: < 10 «g/S4h

OA: 463/«g/24h

r
+ 800 mV, Acetat-Citrat-Puffer, pH 4,2

Abb. 5. Catecholaminbestimmung aus Urin: L-Noradre-
nalin (NA), Adrenalin (A) und Dopamin (DA),
Probenaufbereitung über Alox. Stationäre Phase: NuceloSii
10 SA. 10 /im (Kationenaustauscher), Eluent: Acetat-
Cilral-Puffer. pH 4.2 (/i(C,HsOr H,0 5.7 g/1.
//(CHjCOONa• 3 H,0) 6,8 g/1. /i(NaÖH) 2.4 g/1.
/s(HAc):-» 10 g/1), F<. 2eil.mm
Detektion: UP„i= + 800 mV, 1 50 nA.

Acetaminophen in Serum
(200 ng/ml)

+ 800 mV, MeOH-H,0 (140:18)

Abb. 6. Bestimmung von Acetaminophen aus Serum:

p= 200 ng/ml Serum.
Stationäre Phase: LiChrosorb RP-18. 5 /mt. Eluem:
Methanol-Wasser (140:18) mit Ammoniumacetat und
Essigsäure, pH 5,2 (jt(MeOH) 0,855 /2(CHjCOONH4)

5,2 g/1, //(HAe) - 7 g/1), F, 0,8 ml/ntin.
Detektion: El,,, + 800 mV. 1 5 nA.
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Penicillamin in Urin
(20 M3f#t)

_

nA

Phenol in Wasser
(10 ug/l)

t
min

r 1

0 6 1:2

+ 1200 mV, MeOH-HjO (1:1)
Abb. 8. Bestimmung von Phenol aus Abwasser:

10;/g/l.
Stationäre Phase: Nucleosii 5 Cij. 5 /mi. Elueni: Me-
thanol-Wasser {i : I mit Kaliuninitrat und Schwefes
säure (?>(MeOH> 0,5. /•>(KNO-,i 2 g/1, /xH,S0„>-
0.05 g/i). Fc 0.7ml/inin.
Detektion: UM« + 1200 mV. t nA.

+ 800 mV, Citratpuffer pH 2,2

Abb. Bestimmung von Penicillamin aus Urin durch
Oxidation an einer Goldelektrode: (Penicillamines#

20/ig/ml Urin,
Säule: 150 mm x4,6 mm ID, Stationäre Phase: Nucleo-
sil 5 S.A. 5 pm. (Kationenausiauscher), Eluent: Wasser
mit Ammomumcitrat und Phosphorsäure, pH # 2,2

t/HC, H607(NH<)J-H.O) 4,5g/L 6g/l),
Fe im Î ml/min.
Detektion: üPti.= +800 mV, Is 100 nA.

Ahb.9. Bestimmung von a-Tocopherol und //-Carotin
aus Karottensaft. Stationäre Phase: Nucleösil 5 Cm
Sßm, Eluent: Methanol mit Lithiumperchlorat und
Essigsäure (p(LiC104) 2 g/1, />(HAc)=l g/1), Fc— 1

ml/min.
Detektion: UPu(= + 800 mV, fas 10 nA.
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ß -Carotin
93 mg/l

Li!

ai -Tocopherol
3,5 mg/f

in Karottensaft

\_

+ 800 mV, MeOH



Rückstandsanalytik und Umweltüberwachung

zur Bestimmung von Phenol, haloge-
nierten Phenolen und Anilinen. Abb. 8 zeigt
die einfache und empfindliche Detektion von
Phenol in Abwässern.
In der Lebensmittelanalytik können Vitamine

(Tocopherole, Vitamin A, Carotine, As-
corbinsäure) sowie Antioxidantien mit einlacher

Probenvorbereitung bestimmt werden,
vgl. Abb. 9 und 10.

Experimentelles

Allgemeines

Die elektrochemische Detektion wird nur
dann die erwarteten Resultate zeigen, wenn
das verwendete HPLC-System bestimmte
Voraussetzungen erfüllt und eine der
Spurenanalytik und den Eigenschaften der
EL,CD angepasste Arbeitsmethodik befolgt
wird. Dazu gehören: a) ein einwandfrei
funktionierendes HPLC-System (Pumpe.
Injektor). frei von Verunreinigungen (Korrosion)

und Totvolumina, b) konstante Fliess-

JÇ
nA

40

20 -

PG

in Speisefett

BHA

~r~
12 t

min

+ 800 mV, MeOH-H.O (8:2)
Abb. 10. Bestimmung von Propylgallat und Butylhydro-
xianisol in Speisefett. Stationäre Phase: LiChrosorb RP-
18, 5,f/rn, Eluent: Methanol-Wasser (8:2) mit Lithium-
perchlorat und Essigsäure (/>(LiC104)=t2g/l.
/>(HAc) 5 g/1) Fc 0,5 ml/min.

geschwindigkeit der mobilen Phase in der
Detektorzelle (minimale Pumpenpulsationen
werden auch mit Einkolbenpumpen moderner

Bauart mit entsprechendem Dämpfungs-
svstem erreicht), c) methodengerechte,
sorgfältige Arbeitsweise.

Geräte und Reagenzien

HPLC-Apparatur: Einkolbenpumpe Altex
Mod. 110 (BECKMAN INSTRUMENTS),
automatisches Probenaufgabesystem ASI45
(KONTRON AG) mit Schleifeninjektor
Rheodyne (20 //I Schleife), Dämpfungssystem

gemäss Ventura et al. (6) (Bauteile von
ARBOR AG. Windisch). Stahlsäulen
(KNAUER) 250 mm X 4,6 mm ID (wenn
keine andere Angabe).
Elektrochemischer Detektor: METROHM-
ELCD-System: 656 Electrochemical Detector

und 641 VA-Detector zusammen mit
einem L.inienschreiber 586 Labograph.
Folgende METROHM-Elektroden wurden
verwendet: Arbeitselektroden: Glassy-Carbon-
Elektrode und Au-Elektrode (Sensordurchmesser

je 3 mm). Hilfselektrode: Glassy-
Carbon-Elektrode, Bezugselektrode: Silber-
Silberchlorid-System mit Kaliumchlorid
(3 mol/1). Säulen- und Detektortemperatur
20 °C.

Reagenzien: Zur Herstellung der Eluenten
wurden Lösungsmittel der Qualität puriss.
(FLUKA) oder p.A. (MERCK), sowie
deionisiertes Wasser (weniger als 5 //S/cm)
verwendet.

Die Eluenten wurden mikrofiltriert und am
Wasserstrahlvakuum während 15 Minuten
oder durch Einleiten von Helium entaast.
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Detektion: LE : +800 mV, I ü 10 nA.

A dresse des A utors:

Jörg Frank
Metrohm AG
CH-9100 Herisau
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