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Einsatzbereich der elektrochemischen Detektion in der

HPLC

Jorg Frank

In der HPLC werden heute fiir empfindliche
Messungen vor allem UV-, Fluoreszenz-
oder elektrochemische Detektoren (ELCD)
angewendet (1). Es handelt sich dabei um
selektive Detekuonsverfahren (2), welche auf
bestimmte physikalische oder chemische
Eigenschaften der in der mobilen Phase ge-
16sten Komponenten ansprechen. Innerhalb
der verschiedenen elektrochemischen Ver-
fahren hat sich besonders die amperometri-
sche Detektion als sehr empfindliche Nach-
weismethode bewihrt (3).

Sie wird heute vor allem dazu beniitzt, leicht
oxidierbare organische Verbindungen im ng-
und pg-Bereich zu detektieren. Das sind oft
auch die Verbindungen, welche durch UV-
Detektoren nicht im unteren ng-Bereich und
fluorimetrisch nur Gber Derivatisierungen
bestimmbar sind.

Das Funktionsprinzip des amperometrischen
Reaktionsdetektors ist in Abb. 1 schematisch
dargestellt. Die mobile Phase, welche eine
gewisse elektrische Leitfahigkeit (ca. 1 bis
10 mS/cm) aufweisen muss, strémt an einer
Arbeitselektrode mit konstantem Elektro-
denpotential vorbel. Dieses wird gegeniiber
einer Bezugselektrode (RE) konstant gehal-
ten. Der durch die Oxidation einer Substanz
fliessende Strom wird tber eine Hilfselektro-

Etektrode: tJ

Abb. [, Funktionsprinzip
der amperometrischen
(elektrochemischen) De-
tektion: leicht oxidierbare AE —

de (AE) abgeleitet, verstarkt und als Strom-
stirke in Funktion der Zeit in einem Chro-
matogramm aufgezeichnet.

Das Signal ist von verschiedenen Parametern
abhingig: der Polarisationsspannung (U),
der Temperatur (T) und der Fliessgeschwin-
digkeit (F) der mobilen Phase sowie dem
Reaktionsmilieu, das durch die Zusammen-
setzung des Eluenten bestimmt wird.

Als Sensormaterial in der Arbeitselektrode
wird heute vor allem glasartiger Kohlenstoff
(Glassy Carbon) verwendet, der gute elektro-
chemische Eigenschaften (Potentialbereich
in der ELCD ca. —800 mV bis + 1200 mV)
und chemische Bestidndigkeit aufweist (4).
Das Detektorsignal ist der transportierten
Stoffmenge pro Zeiteinheit in einem gros-
sen  Konzentrationsbereich  proportional
{Abb.2). Die Nachweisgrenzen liegen bei
giinstigen Bedingungen (Trennleistung, mo-
bile Phase), wie sie z.B. bei der Bestimmung
der Catecholamine gegeben sind. bei Ein-
spritzmengen von wenigen pg Substanz.

Die Selekuvitdt der amperometrischen De-
tektion 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

oder reduzierbare Verbin- 7
dungen werden an einer r
Arbeitselektrode (Elektro-
de) bet konstanter Polari-
sationsspannung (U) um-
gesetzt. Messgrosse ist der mobile Phase
faradaysche Strom. Fe.T
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oder Aminogruppe aufweisen. Andererseits
kann die Selektivitit innerhalb dieser Stofi-
klassen durch geeignete Wahl der Polarisa-
tionsspannung fiir bestimmte Verbindungen
vergrossert werden. Je niedriger die Span-
nung gewihlt werden kann. umso selektiver
1st die Detekuon (Abb.3).

Der Einsatzbereich der ELCD ist durch die
in Tab.l aufgefithrten Verbindungstypen
vorgezeichnet. Die Methode konzentriert
sich einmal auf die Besimmung von pflanz-
lichen und tierischen Inhaltsstoffen und
Stoffwechselprodukten, die oft aromatische
Hydroxilgruppen enthalten. Entsprechende

Tab. 1. Anwendung der amperometrischen Detektion.
Summarische Ubersicht iiber die wichtigsten Verbin-
dungstypen, die mit Bestimmungsgrenzen im pg-Be-
reich oxidativ detektiert werden kénnen.

Oxidative ELCD bis +1200 mV

R
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Beispiele sind: Tyrosin- und Tryptophan-
Metaboliten, Flavone, Hydroxicumarine.
Methoxiphenole sowie  Ostrogene. Die
HPLC mit elektrochemischer Detektion von
Adrenalin, Dopamin. Homovanillinsiure,
Serotonin u.a. aus Serum, Gewebe und Urin
ist ausfuhrhich beschrieben worden (5). vgl
auch Abb.4 und 3.

Auch leicht oxidierbare Pharmazeutika wie
Morphin. Acetaminophen (Abb.6), Penicill-
amin (Abb.7). f-Cetotetrin, 8-Hydroxicar-
teolol, Isoproterenol. Metotrexat u.a. sind
erfolgreich detektiert worden (5).

Ein weiteres Einsatzgebiet besteht in der
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Abb. 2. Zusammenhang zwischen Probenmengen und
Detektorsignal. Diwe Probemenge sollte 100 ng nicht
iiberstcigen. Stationidre Phase: RP-18, 5 um. wisseriger
Eluent pH 3.2, U= + 800 mV. F =1 ml/min.

gé

Abb. 3. Hydrodynamische
Stromspannungskurven:

a Ascorbinsiiure, b Nor-
adrenahn, ¢ Tryptophan.,
d: Grundstrom {Wasser,
pH 3.2). Stationire Phase:

™ Y i
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Catecholamine in Gewebe

A,
nA
0,2
NA: 15 pg
DA: 40 pg
0,1
NA DA
i 0 r—J
E I T T ral
0 4 8 min

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

Abb. 4. Catecholaminbestimmung aus Gewebe: L-Nor-
adrenalin {NA) und Dopamin (DA), Probenaufberei-
tung itber Alox. Saule: 130 mm x 4,6 mm ID. Stationdre
Phase: Nucleosil 5 SA. 5 um (Kationenaustauscher).
Eluent: Acetat-Citrat-Puffer, pH 3.2 (p(K,H,0..-H,0)
=357 g/l, p(CH;COONa 3 H,0)=68 g/l. p(NaOH)
=24 g/l p(HAc)=1 g/1). F == 1 ml/min, Detektion/
Upy= + 800 mV, =05 nA,

Acetaminophen in Serum
(200 ng/mi)

e 8 16 e

+800 mV, MeOH-H,0O (140:18)
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+800 mV, Acetat-Citrat-Puffer, pH 4.2

Abb. 5. Catecholaminbestimmung aus Urin: L-Noradre-
nalin {NA), Adrenalin (A) und Dopanmin (DA), Proben-
aufbereitung {tber Alox. Stationire Phase: Nucelosil
10 SA. 10 gm (Kationenaustauscher), Eluent: Acetat-
Citrat-Puffer, pH 42 (p(CH0,-H,O=57 g/l
p(CH,COONa-3H,0)=0.8 g/l. p(NaOH)=24 g/l

Detektion: U, = + 800 mV, 1= 50 nA.

Abb 6 Bestimmung von Acetaminophen aus Serum:
;=200 ng/ml Serum.

Stationidire Phase: LiChrosorb RP-18. 5 um, Eluent:
Methanol-Wasser (140:18) mit Ammoniumacetat und
Essigsiure, pH = 5,2 (p{MeOH) = 0,855 p(CH,COONH,)
=52 g/L p(HAc)=7 g/1), F, = 0.8 ml/min.

Detektion: Up,; = + 800 mV, I=35 nA.
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+ 800 mV, Citratpuffer pH 2,2

Abb. 7. Bestimmung von Penicillamin aus Urin durch
Oxidation an  emmer  Goldelektrode:  (Penicill-
amin) =20 yg/ml Urin,

Sdule: 150 mm x 4.6 mm ID, Stationare Phase: Nucleo-
sif 5 SA, 5 pum (Kationenaustauscher), Eluent: Wasser
mit Ammoniumcitrat und Phosphorsidure, pH=22
(P(CHOL(NHY), - H0y=45¢/L. p(H,POD=6g/),
F.=1ml/min.

Detektion: Up, = + 800 mV, 1= 100 nA.

Abb. 9 Bestimmung von a-Tocopherol und f-Carotin
aus Karottensaft. Stationdre Phase: Nucleosil 5 Cg,
5um, Eluent: Methanol mit Lithiumperchlorat und Es-
sigsdure (p(LiICl1O) =2 g/l p(HAc)=1 g/l), F. =1
mi/min,

Detektion: Up, = + 800 mV, =10 nA.
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A Phenol in Wasser

/ (10 pg/h)
nA

Y

—

1 T
6 12 min

+1200 mVY, MeOH-H,0 (1:1)
Abb. 8. Bestimmung von Phenol aus Abwasser:
=10 ug/ 1.
Stationdre Phase: Nucleosil 5 €y, 5 pm, Eluent: Me-
thanol-Wasser (1:1) mit Kaliumnitrat und Schwefei-
siure (p(MeOH)=0,5, p(KNOy) =2 g/l p(H,S0,)=
0,05 g/1), ¥ = 0.7 ml/min.
Detektion: Uy = + 1200mV, 1=75 nA.
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Riickstandsanalytik  und Umweltiberwa-
chung zur Bestimmung von Phenol, haloge-
nierten Phenolen und Anilinen. Abb.8 zeigt
die einfache und empfindliche Detektion von
Phenol in Abwissern.

In der Lebensmittelanalytik kénnen Vitami-
ne (Tocopherole, Vitamin A, Carotine, As-
corbinsdure) sowie Antioxidantien mit einfa-
cher 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 erfullt und eine der Spu-
renanalytik und den Eigenschaften der
ELCD angepasste Arbeitsmethodik befolgt
wird. Dazu gehoren: a) ein einwandfrei
funktionierendes HPLC-System (Pumpe. In-
jektor), frei von Verunreinigungen (Korro-
sion) und Totvolumina, b) konstante Fliess-

;A
nA
PG
40
in Speisefett
HH = BHA
ol J L
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t
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{ T T
0 € 12

+800 mV, MeOH-H,0 (8:2)

Abb. 10. Besummung von Propylgallat und Butylhydro-
xianisol in Speisefett. Stationédre Phase: LiChrosorb RP-
18, Sum, Eluent: Methanol-Wasser (8:2) mit Lithium-
perchlorat und Essigsiure (p(L1ClO ) =2¢g/1,
p(HAc)=5g/1) F, = 0,5 ml/min.

Detektion: Uy, = + 800 mV, 1= 10 nA.

geschwindigkeit der mobilen Phase in der
Detektorzelle (minimale Pumpenpulsationen
werden auch mit Einkolbenpumpen moder-
ner Bauart mit entsprechendem Diampfungs-
system erreicht), ¢) methodengerechte, sorg-
faltige Arbeitsweise.

Gerite und Reagenzien

HPLC-Apparatur: Einkolbenpumpe Altex
Mod. 110 (BECKMAN INSTRUMENTS),
automatisches Probenaufgabesystem ASI45
(KONTRON AG) mit  Schleifeninjektor
Rheodyne (20 pul Schleife), Dampfungssy-
stem gemiss Ventura et al. (6) (Bauteile von
ARBOR AG, Windisch), Stahlsdulen
(KNAUER) 250 mm x 4,6 mm ID (wenn
keine andere Angabe).

Elektrochemischer Detektor: METROHM-
ELCD-System: 0656 Electrochemical Detec-
tor und 641 VA-Detector zusammen mit
einem Linienschreiber 586 Labograph. Fol-
gende METROHM-Elektroden wurden ver-
wendet: Arbeitselektroden: Glassy-Carbon-
Elektrode und Au-Elektrode (Sensordurch-
messer je 3 mm). Hilfselektrode: Glassy-
Carbon-Elektrode, Bezugselektrode: Silber-
Silberchlorid-System  mit  Kaliumchlorid
(3 mol/l). Siulen- und Detektortemperatur
20°C.

Reagenzien: Zur Herstellung der Eluenten
wurden Losungsmittel der Qualitdt puriss.
(FLUKA) oder p.A. (MERCK). sowie deio-
nisiertes Wasser (weniger als 5 uS/cm) ver-
wendet.

Die Eluenten wurden mikrofiltriert und am
Wasserstrahlvakuum wéhrend 15 Minuten
oder durch Einleiten von Helium entgast.
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