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tract glycosides will be given. Possibilities 
for both gradient elution and construc- 

a comparison of adsorption to tion of low - cost gradients and their 
:sed phase chromatography examp- application to extracts of senna glyco- 

optimal separation of digitalis sides will be discussed. Various aspects les for 
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of sample application and procedures 
for compound concentration will be 
shown in connection with trace analysis. 

To  increase the selectivity and detec- 
tion of the analysis the range of chemi- 
cal derivatisation of natural products 
will be documented with respect to 
various alkaloids, sugars, cardiac gly- 
cosides and peptides. Advantages and 
disadvantages of derivatisation prior or 
after column separation will bediscussed. 
A combination of these techniques can 
be used for efficient separation. 

Einleitung 

Die moderne Saulenflussigkeitschro- 
matographie, kurz auch H P L C  (High 
Performance Liquid Chromatography) 
genannt, hat ihre Wurzeln deutlich in 
der klassischen, Flussigkeitschromato- 
graphie (Saulen und DC).Die Neuerun- 
gen sind vorwiegend auf dem technolo- 
gischen Sektor zu finden, wie z. B. bes- 
sere Pumpen,Ventile, Saulenmaterialien 
und Detektoren, und man kann rnit 
Recht sagen, daC H P L C  schon jetzt in 
puncto Wichtigkeit einen Platz ein- 
nirnmt, der der Gaschromatographie 
gleichkommt. Fur den Einsatz bei Na- 
turstoffen ist H P L C  besonders geeignet, 
da wir es dort oft  mit temperatur- 
empfindlichen und 1 oder wenig fluchti- 
gen Substanzen zu tun haben. 

Es ist nun nicht die Absicht, hier ei- 
nen Oberblick iiber die instrumentellen 
Entwicklungen auf dem Gebiet der 
H P L C  zu geben; ebensowenig mijchte 
ich Rezepte geben, wie man gewisse Sub- 
stanzgruppen trennen kann. Solche In- 
formationen sind in der Literatur zur 
Genuge vorhanden [I, 21 oder werden 

- 

von den Instrumentenherstellern gelie- 
fert. 

In dieser Darstellung mochte ich den 
Leser rnit einigen Neuerungen auf den 
Gebieten der Trennoptimierung, Pro- 
benaufgabe und Einsatz chemischer Re- 
aktionen zur Verbesserung der Chro- 
matographie und Detektion bekannt- 
machen. Diese Aspekte haben allgemeine 
Gultigkeit, sind aber in unseren Labo- 
ratorien vor allem bei Naturstofien 
eingesetzt worden. Es soll auch aus- 
drucklich erwahnt werden, dai3 eine Dis- 
kussion der praparativen H P L C  ausge- 
lassen wurde, obwohl diese fiir die Iso- 
lierung und Strukturaufklarung unbe- 
kannter Komponenten in Naturstoffge- 
mischen von groCer Wichtigkeit ist. 

Aspekte der Trennung 

W a h l  des cl~romatog~aphischen Systems 
Bei der Suche nach einem optimalen 

isokratischen Trennsystem wird oft ein 
kontinuierlicher Gradient eingesetzt. 
Der groflte Teil aller Probleme wird in 
einem Routinelabor mit im Handel er- 
haltlichem Silikagel oder Umkehrpha- 
sen (C,,, C,, chemisch gebundene sta- 
tionare Phasen auf Silikagel) gelost. 
N u r  in besonderen Fallen werden an- 
dere Materialien, wie z. B. chemisch ge- 
bundenephasen mit verschiedenen funk- 
tionellen Gruppen, ~onenaustauscher, 
Molekularsiebmaterialien oder afiini- 
tatschromatographischeMaterialien (me- 
tallbeladene oder enzymbehandeIte 
Phasen) eingesetzt. Eine gute Obersicht 
uber solche speziellen Phasen existiert in 
[31- 

ZU diesem Gebiet soll ein ~e i sp ie l  ei- 
ner vergleichenden Untersuchung v 
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HPLC in der Analytik von Naturstoffen 3 

- .  . , . . , .  m . . . .  

10 k MIN 

Abb. 2. Trennung einiger Aglykone auf Um- 
kehrphascn. Saule: Cia, 10 ,urn; Lange 30 cm, 
3,5 mm I.D. Mobile Phase: 37OIo Acetonitril 
(Uvasol) in Wasser; Flug 1,4 mlIMin. (Ap 100 
bar); Injektion mit SchIaufe 25 ;(.I; Detektion 
220 nm. 

10 5 MIN 

Abb. I .  Trennung einiger Aglykone mittels Ad- 
sorptionschromatographie. Saule: LiChrosorb SI  
100, Korngrofle 1 0  !tm; Langc 25 cm, 3 mm 
I.D. Mobile Phase: 3,7O/o M e O H  in mit H , O  
gesattigtem Methylenchlorid. Flufl 2,4 ml/Min. 
( d p  70 bar); Injektion mic Spritze 5 pl; Detek- 
tion 230 nm. RO 

Tabelle I 
Chemische Strukturen ciniger Digitalis-Glykoside und Aglykone 

Verbindung Serie" Substituent 
R::. 

Digitoxigcnin 
Gitoxigenin 
Digoxigenin 
Digoxin 
Lanatosid C 
De~ace t~ l lana tos id  C 
Diginatigenin 
Gitaloxigenin 

H 
H 
H 
D-D-D- 
G-AcD-D-D- 
G-D-D-D- 
H 
H 

1 * 
D = Digitoxose; AcD = Acetyldigitoxose; G = Glukose 
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4 Frei 

Digitalisglykosiden auf Adsorptions- Trennung von vier Komponenten aus 
und~rnkehr~hasenchromato~raphie  ge- der C-Serie auf einer C,,-Phase ist in 
zeigt werden [4]. Die Strukturen der Abb. 3 zu sehen. Mit Ausnahme des Ge- 
untersuchten Verbindungen sind in Tab. nins ist auch hier eine Reversibilitat der 
I zu sehen. In Abb. 1 wird die Trennung 
von vier Aglykonen auf Silikagel ge- 
zeigt. Die Trennordnung entspricht der 
Polaritat der Komponenten (Tab. I); 
das Paar  Digitoxigenin-Gitaloxigenin 
ist nicht getrennt. In einem solchen Fall 
ist eine Trennung oft  leichter mit dem 
Einsatz einer Umkehrphase zu erzielen, 
wie aus Abb. 2 ersichtlich ist. Es wird 
auch eine perfekte Reversibilitat der 
Trennordnung festgestellt. 

D a  in unseren Laboratorien die H P L C  
oft  zur  Trennung von Glykosiden aus 
Extrakten oder pharmazeutischen For- 
mulierungen eingesetzt wird, ist das 
Trennverhalten innerhalb einer oder 
mehrerer Serien von Interesse. Die 

-. 

Trennordnung gegeniiber der Absorp- 
tionschromatographie festzustellen. Der 
Einsatz von Umkehrphasen bietet fiir 
die Probenvorbereitung der Glykoside 
erhebliche Vorteile, indem wassrige Lo- 
sungen direkt auf die Saule gespritzt 
werden und auf umstandliche Extrak- 
tionsverfahren verzichtet werden kann. 
Die Anwendung dieses Prinzips auf eine 
Direktaufgabe von 25 p1 Injektionslo- 
sung ist in Abb. 4 dargestellt. Der Wirk- 
stoff De~acet~l lanatosid  C ist von Ne- 
benprodukten und Hilfsstoffen abge- 
trennt. 

Verbesserung der Trennung 
Neben der Wahl optimaler Phasen 

Min 

Abb. 3. Trennung von Digitalisglykosiden der C-Reihe. Mobile Phase: 35°/o(~etrahydrofuran:Di0- 
xan =-= 2: l )  in Wasser. FluR 1,4 rnl/Min. (Ap 100 bar); Injektion mir Schlaufe 25,ul; ~ e t e k t i o ~  i 
220 nm. i 
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HPLC in der Analytik von Naturstoffen 
-. 

5 
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tec 

DESACETYL- 
LANATOSID C I I 

6. 4. Gehalcsbestimmung von Desacetyllana- 
~d C in Injektionslosung (25 , ~ t l  Direktinjek- 
I). Mobile Phase: 3 7 0 1 0  Acetonitril in Was- 
; Flu& 1,4 mlIMin. (Ap 100 bar); Tnjektion 

Scfilaufe 25 ,ul; Detekrion 220 nm. 

die Gradientenelution. Diese braucht 
auch nicht teuer zu sein, wenn nieder- 
druckseitig Stufengradienten eingesetzt 
werden [6],und ist entgegen der Ansicht 
von immer no& vielen Experten echt 
quantitativ, vor allem mit Umkehrpha- 
sen. Das Schema eines ,lowcost"-Stufen- 
gradienten, wie er  in unseren Laborato- 
rien entwickelt wurde [6] ist in Abb. 5 
gezeigt. Die Hauptkomponente ist ein 
elektronisch gesteuertes Motorenventil, 
das das gewunschte E!uens abruft. Die 
Pumpe sollte moglichst ein kleines Ver- 
d r a n g ~ n ~ s v o l u m e n  (< 1 ml) haben. 

Die Trennleistungen, die mit einem 
solchen Gradientensystem erreicht wer- 
den konnen, sind am Beispiel eines Sen- 
naglykosidextraktes im nachsten Chro- 
matogramm (Abb. 6) gezeigt. Die Re- 
tentionszeiten der verschiedenen Peaks 
sind zwischen 0,3 und 5,7O/0 rel. Stan- 
dardabweichung reproduzierbar; die 
~eakflichenre~roduzierbarkeit  schwankt 
zwischen 1,8 und 5,4010 rel. Standard- 
abweichung. 

nnen auch andere Moglichkeiten zur 
ennverbesserung ausgeschopft wer- Aspekte der Probenaufgabe 
n. Eine davon ist der Einsatz g u m  
ulen, die mit le i~tun~sfahigen Pack- 
rfahren hergestellt werden. Ober Vor- 
d NachthleverschiedenerSaulenpack- 
hniken wurde andernorts orientiert 

[SI. Die ublichen Materialien sind zudem 

1 jetzt in gepackter Form als leistungs- 
fihige Normsiulen im Handel erhalt- 

1 lib- Die Herstellung von TopsLlen 
mit sehr hoher Bodenzahl ist allerdings 1 immer noch eine Kunrt und fur ein 
Standardchromatographielabor kaum 
Zuganglich. 

Eine weitere und allgemein zugang- 
Methode der Trennverbesrerung ist i 

Bei der Untersuchung von ~ a t u r s t o f -  
fen sind of t  die interessanten Kompo- 
nenten oder ihre Neben~rodukte  und 
Metaboliten in sehr kleinen Konzen- 
trationen vorhanden. Wir haben es also 
mit echten ~~urenanalyt ischen Proble- 
men zu tun. Bei kleinen Probemengen 
und niedriger Konzentration empfiehlt 
es sich, mit moglichst kurzen und engen 
Saulen zu arbeiten, urn Bandenverbrei- 
terung zu vermeiden. Oft ist zwar ge- 
nug Probenfl~ssi~kei t ,  jedoch in groAer 
V e r d ~ n n u n ~ ,  vorhanden, so daR eine 
Spurenanreicherung, z. B. uber Einen- 
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6 Frei 

Abb. 

RESERVOIR FUR 
MOBILE P H A S E N  

J. Schen~atische Zeichnung eines Stufcngradienten. 

. . 
20 1 0 8 6 4 2 0  

Abb. 6 .  Trennung eines Sennaglykosidextrakres 
rnir dcm Stufengradienten. Fiir Details siehe 
Referenz [6]. 

gung, Extraktion oder Adsorption not- 
wendig ist. Letzteres Phanomen kann 
auch direkt auf der Saule uber grol3e 
Einspritzvolumina ausgenutzt werden. 

L 
DETEKTOR 

Spurenan~eicherun~ uber grope 
Injektionsvolumina 

Die Wichtigkeit grof3er Probenvolu- 
rnina zur Verbesserung der Detektions- 
empfindlichkeit wurde schon friiher dis- 
kutiert [7], jedoch ohne einen Aufkon- 
zentrierungseffekt auf der Siule zu be- 
riicksichtigen. In unseren Arbeiten rnit 
Peptiden [8] haben wir nun kurzlich 
festgestellt, dafi bei der Aufgabe von 
grogen Probemengen in wassriger Lo- 
sung ein A~fl tonzentr ierun~seffekt  am 
Anfang der Saule stattfindet. Bei der 
darauffolgenden Auftrennung mit dem 
Eluens konnen diese angereicherten 
Kornponente ohne nennenswerte Ban- 
denverbreiterung getrennt werden. Die- 
ses Phanomen ist in Abb. 7 dargestellt. 
Nonapeptide mit verschiedenen Reten- 
tionszeiten wurden hier in einem 3 4 0 ~ ~ 1 -  
Volumen auf die Saule gegeben, wobei 
bei wassrigen Proben keine, bei Proben 
irn Eluens jedoch eine erhebliche Peak- 
verringerung (Bandenverbreiterung), 
vor allem bei wenig retardierten Kom- 
ponenten, stattfand. Im letzteren  all 
wandern die Peptide schon wahrend 
der Probeneinspritzphase, was dann bei 
der Trennung zu breiten Banden fiihrt. 
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der weniger polaren Urinbestandteile 
die Elutionskraft durch stufenweisen 
Zusatz von Acetonitril zu erhohen. Auf 
diese Art konnten z. B. Drogen und ihre 
Metaboliten in sehr geringen Mengen 
irn Urin isoliert werden. 

Aspekte der Detektion 

Es besteht Einverstandnis darin, dai3 
die Detektion irnmer noch das schwach- 
ste Glied in der Kette der HPLC-Kom- 
ponenten ist. Die besten Detektoren 
sind Spektrophotometer- und Fluores- 
zenzdetektoren, und es ist nicht erstaun- 
lich, daB in letzter Zeit oft chemische 

Reaktionen und Modifikationen beige- 
zogen wurden, urn die Detektionseigen- 
schaften vieler Substanzen irn Hinblick 
auf UV- oder Fluoreszenzdetektion zu 
verbessern. Dies kann vor oder nach der 
Chrornatographie geschehm. Eine Dis- 
kussion der Derivatisierungsmoglichkei- 
ten in der Fliissigkeitschromatographie 
wurde kiirzlich veroffentlicht [lo]. Hier 
sollen wiederum einige Anwendungs- 
beispiele aus unseren Labors aufgefuhrt 
werden. 

Derivatisierung vor  der Siiule 
Es gibt verschiedene Argurnente, die 

fur eine Derivatisierung vor der Saule 
sprechen. Die Reaktionen werden in 

Abb. 9. Chromatogramm einer Urinprobe (m 2 ml Injekcion). 
Saule: Nucleosil C,,, 5 ,urn; 15 cm; 4 mrn I.D. Stufengradient (siehe Zeichnung, Abb. 5). 
FIuR: 3 rnl/Min. Detektion 237 nm. 
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HPLC in der Analytik von Naturstoffen 9 - 

vitro ausgefuhrt, d. h. die Kinetik der 
Reaktion ist nicht kritisch, so lange sie 
q u a n t i t a t i ~  und relativ einfach ist. Die 
~ ~ e z i f i t a t  des verwendeten Reagenzes 
kann iiber den Derivatisierungsschritt 
der Probenvorreinigung dienen; die Eli- 
rninierung eines Reagenzuberschusses ist 
kein Problem. Die chromatographischen 
~ i ~ e n s c h a f t e n  werden d u r h  die Deri- 
vatisierung oft verbessert. Die Wahl ei- 
ner mobilen Phase ist ebenfalls kein 
Problem. 

Line Gefahr ist bei diesem Verfahren 
allerdings die Bildung von Artefakten. 
Der ~eaktionsverlauf sollte deshalb gut 
bekannt sein. Das wohl bekannteste 
Fluoreszenzderivatisierungsreagenz ist 
Dansychlorid, das mit sekundaren und 
primaren Aminen und phenolischen H y -  
droxygruppen entsprechend untenste- 
hender Gleichung reagiert : (Ref. [ I  01 
kann zur Diskussion der Anwendungs- 
moglichkeiten herangezogen werden). 

In unseren Laboratorien wurden u. a. 
Albaloide untersucht [ I l l  wie sie in 
Abb. 10 gezeigt werden. Die Pfeile deu- 
ten die Moglichkeiten der Derivatisie- 
rung an. Codein reagiert nicht. Eine sol- 
the Reaktion kann nun direkt in einer 
kom~lexen Probe, z. B. einem Extrakt 
oder einer biologischen Probe, durchge- 
fiihrt werden. Die leicht extrahierbaren 
Derivate konnen getrennt werden. Die 

Anwendung dieses Prinzips auf einen 
Hustensirup ist aus Abb. 11 ersichtlich. 
Hier ging es vor allem um die Bestim- 
mung kleiner Mengen von Cephaelin 
(Peak 2), das uber UV-Detektion nicht 
quantifiziert werden kann. Andere 
fluoreszenzerzeugende Reagenzien wie 
4-chloro-7-nitrobenzo-2, I ,  3-oxadiazol 
(NBD-CI) [12]- 0-phthalaldehyd [I 31 
oder Fluram' (Hoffmann-La Roche) 
wurden spezifiisch fiir primare Amino- 
gruppen eingesetzt. Dans- oder NBD- 
hydrazine sind fiir Keto- und Aldehyd- 
gruppen brauchbar [14]: Die Entwick- 
lung neuer Reagenzien fur  moglichst 
alle funktionellen Gruppen wird in ver- 
schiedenen Laboratorien verfolgt. 

In vielen Fallen ist eine im U V  nach- 
weisbareDerivatisierung angezeigt. Eine 
der ersten Anwendungen in der H P L C  
war  die Derivacisierung von Ketoste- 
roiden mit Phenylhydrazin [15]. Ande- 
re Anwendungen z. B. auf Fettsauren, 
biogene Amine, Oestrogene etc., wur- 
den disk,utiert [lo]. Die p-Nitrobenzoy- 
lierung von Digitalisglykosiden [16, 171 
und Zuckern [I81 wurde kurzlich bei 
uns mit Erfolg durchgefiihrt. Die Struk- 
turen der untersuchten Verbindungen 
sind in Tab. I aufgefuhrt. 

Eine v01lstandigeBenzo~lierung kann 
mit diesen Verbindungen in weniger als 
10 Minuten bei Raumternperatur durch- 

so2c1 

AMlN DANS -CI  

R-N-R' 

DERlVAT 
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10 Frei 

EPHEDRIN 

EMETIN 

CEPHAELIN 

MORPHIN 

CODEIN 

I ( 9 i y H 2 i ?  
CHI I\ 

OCH3 

- OH 

HO 

o$NcH3 

HO 
/ 

CH30 

HO 
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HPLC in der Analytik von Naturstoffen 11 

I 
c ; i ; r 3 2 t o  
t (mfn)  

Abb. 11. Trennung von Ephedrin (Peak I) ,  
PJa~cotin (Peak 4), Cephaclin (Peak 2), Emctin 
(Peak 3)  und Codein (Peak 5) in Hustensirup. 
- UV-Dctektion; - - - Fluoreszcnzdetektion. 

gefuhrt werden; allerdings bei 100fa- 
chen oder hoheren Reagenzu berschiissen. 
Das ist bei diesem Mikrornaastab ohne 
weiteresmoglich und eroffnet interessan- 
te Aspekte fur andere Reaktionen. Die 
damit erreichbare Detektionsverbesse- 
rung ist aus dem nachsten Bild ersicht- 
lich (Abb. 12), wo die UV-Spektren von 
derivatisiertern und reinern Digoxin ge- 
zeigt sind. Mit dieser Methode wurden 

bei 260 nrn je nach S ~ b s t ~ t u t i o n s ~ r a d  
Extinktionswerte von uber 100 000 
(also eine enorrne Empfindlichkeitsstei- 
gerung) erzielt. Andere Vorteile dieser 
Technik sind eine Verringerung der Po- 
laritat und damit sowohl giinstigere Ex- 
trahierbarkeit als auch chromatographi- 
sche Eigenschaften. Dies ist aus Abb. 13 
zu ersehen, wo im Vergleich zu Abb. 1 
eine enorme Verbesserung der Trennung 
und der Trennzeit erreicht wurde. Die 
Anwendung der Nitrobenzoylierungs- 
rnethode auf einen Digitalisrohextrakt 
wird in Abb. 14 dargestellt. 

Fiir Substanzen, die nicht leicht deri- 
vatisierbar sind, jedoch eine gute Lewis- 
Sauren- oder Basenaktivitat besitzen, 
kann auch die sogenannte ,,IonenpaarU- 
Chromatographie benutzt werden. 
Theoretische und praktischeAspektedie- 
ser Technik wurden schon friiher er- 
wahnt [19]. 

Eine vereinfachte Gleichung fur die 
Trennung solcher Ionenpaare ist gege- 
ben mit 

k' = V, / V,,EQS [X-1, 

wobei k' der Retentionswert (= Kapa- 
zitatsfaktor) der zu trennenden Kompo- 
nente ist, Va und Vm den Volumina der 
stationaren respektive rnobilen Phase 
entsprechen, EQX den Verteilungskoeff i- 
zienten und [X-] die Konzentration des 
zur Analyse benotigten Gegenions dar- 
stellen. Nehrnen wir nun an, dafl Ad- 
sorptionseffekte vernachlassigbar sind, 
so konnen anhand der Gleichung die Be- 
dingungen errechnet werden, die zum 

lbb. 10. Strukturen einiger untersuchter Alkaloide. Pfeile zeigcn derivatisierbare Stellcn fur 
)ansyl-chlorid. 
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12 Frei 

Abb. 12. UV-Spektren von Digoxin (in Aethanol) und dem 4-Nitrobenzoyl-Dcrivat in Chloroform. 
Die  Derivatisierung bewirkt einc Maximaverschiebung nach 260 nm, was fiir die Detektion giinstig 
isr. 

Abb. 13. Chromatogramm von 4-Nirrobenzoyl- 
Derivaten einiger Aglykone. 
SHule: SI 60, 5 {tm; 15 cm; 3 rnrn I .D.  
Mobile Phase: n-Hexan:Mcthylenchlorid:Ace- 
tonitril:Methanol - 35:6:2,5:1 (VIV). 
FluR: 1,75 ml/Min. (Ap 120 bar); Injektion: 
Schlaufe 20 ,ct l;  Detektion bei 254 nm. 

gewiinschten k'-Wert fiihren sollen. In 
unseren Laboratorien wurden solche 
Trennungen mit Ergot- und Tropa: 
kaloiden und Pikrat als Gegenion durc 
gefiihrt. Besonders bei den Tropaalk 
loiden fuhrte dies zu sehr guten Detek- 
tions- und Selektivitatsverbesserungen 
[20]. Eine Anwendung auf ein naturli- 
ches Gemisch von T r~~aa lka lo iden  i 
in Abb. 15 gezeigt. 

Derivatisierung nach der Saule 
Die Vorteile der Derivatisierung nal 

der Saule liegen in der verringertc 
Ar t e f ak tb i l d~n~  und der ~ i j ~ l i c h k e l  
kombinierte Detektionsverfahren zu b 
rrutzen; z. B. UV-Detektion + Deriv; 
tisierung + Fluoreszenzdetektion. A 
wesentlichster Nahtei l  kann die Bl 
schrankung in bezug auf die Wahl dm 
Eluens genannt werden, da dies' 
schlieRlich die Reaktion beeinfluat. Die 
Kinetik der Reaktion sollte zudem recht 
schnell sein, urn Bandenverbreiterung 
zu verhindern. Die Reagenzien sollten 

I 
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Abb. 14. Chromatogramm von 4-Nirrobenzoyl-Derivaten aus einem Digitalisrohextrakt. ~ o b i l e  
Phase: n-Hexan:Aceronitril:Methylen3110rid = 10:3:3 (V/V). 
Flufi: 1,75 rnl/Min. ( A p  120 bar). Injekrion: Schlaufe 20 p1; Detektion bei 254 nm. 

cht unter den gleichen Bedingungen 
ie die Derivate detektierbar sein. Vie- 

'e dieser Nachteile konnen jedoch tech- 
nisch beseitigt werden, vor allem unter 
Zuhilfenahrne des groRen Wissens, das 
auf dern Gebiet der Autoanalysatoren ' vorhanden ist. 

Bei Sandoz wurden in letzter Zeit 
~olche Arbeiten mit ~onapep t iden  
durchgefiihrt [21]. Als ideales - N H r  

spezifisches Reagenz fiir solche ,,post- 
columnu-Reaktionen wurde ~ l u r a m @  
[22] eingesetzt. (Grundreaktion siehe 
S. 15) 

Die dazu benotigte Apparatur wurde 
ebenfalls im Detail beschrieben [21, 231. 
Besondere Sorgfalt muR auf die Kon- 
struktion der Misch- und Reaktions- 
kammern verwendet werden. Wegen des 
relativ hohen Fluoreszenzuntergrundes 
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Abb. 15. Chromatogramm von Bellafolin@. Die 
Tropaalkaloide sind als Pikrat-Tonenpaare ge- 
trennt. Konzentrationen: Hyoscyamin 7,s p g ;  
Scopolamin 0,37 p g  und Apoatropin 0,02 pg/  
5 ELI-Dosicrmenge. Saule: SI  100, 5 ,u; 15 cm; 
3 mrn I.D. 
Mobile Phase: CHCI, mic scarionarer Phase ge- 
sattigt. 
Stationare Phasc: 0,06 M Pikrinsaure bei p H  6. 
FluB: 0,2 rnl/Min. ( d p  35 bar). Detektion bei 
249 nm. 

sollen auch nur absolut ~ulsationsfreie 
Pumpen verwendet werden. 

Eine Anwendung dieses Verfahrens 
auf Oxytocin und Nebenprodukte ist in 

Abb. 16 gezeigt. Die Detektionsverbes- 
serung gegeniiber UV-Detektion bei 220 
nm [8] betragt das IOfache. In Abb. 16 
liefert die UV-Detektion fur die Ne- 
benprodukte absolut unbrauchbare Re- 
sultate. Da  die Reaktion auch auf alle 
beobachteten Nebenprodukte anspricht, 
kann das Verfahren routinemagig fur 
die Reinheitspriifung in Produktions- 
verfahren eingesetzt werden. 

Kombinationsmoglichkeiten 
O f t  ware eine Kombination mit Gra- 

dientenelution zur weiteren Verbesse- 
rungder Selektivitat wunschenswert. Mit 
kontinuierlichen Gradienten durfte dies 
jedoch schwierig sein, da  eine sich stan- 
dig verandernde mobile Phase auch das 
Reaktionsmedium verandert und somit 
Basislinienprobleme zu erwarten sind. 
Am Fluram-Peptidmodell konnten wir 
nun zeigen, da8  eine solche Kombination 
unter Verwendung eines Stufengradien- 
ten doch moglich ist [ D l ,  da sich auf je- 
der Stufe die Basislinie recht schnell sta- 
bilisiert. Eine solche Basislinie fur einen 
iiblichen Gradienten ist in Abb. 17  dar- 
gestellt. Die Reproduzierbarkeit der Re- 
tentionszeiten und der Peakflachen ist 
auch hier unter 2010, vorausgesetzt daR 
ein Peak nicht in die Zone der Basis- 
linienver~chiebun~ gerat. 

Interessante Aspekte ergeben sich auch 
aus der Koppelung mit dem Aufkon- 
zentrierungseffekt. Wie wir gesehen ha- 
ben, werden bei der Spurenanreicherung 
oft  auch Storkornponenten angereichert, 
die schwer zu eliminieren sind. Eine 
selektive Derivatisierung nach der Saule 
kann uns hier die notwendige ~elektivi-  
tat und oft noch eine zusatzliche De- 
tektionsverbe~serun~ liefern. Die Mag- 
lichkeit dieses Prinzips wurde schon an- 
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HPLC in der Analytik von Naturstoffen 15 

FLURAM PRIM. AMIN FLUORESZIERENDES DERIVAT 

Abb. 16. Chromatogramm fiir Oxytocin und 
Nebenprodukte. Derivatisierung nach der Saue 
mit Furam. Mobile Phase: T H F / C H , C O O H  
0,05 M 100:50. Saule: SI 100, 5 [ i ;  25 cm; 3 mm 
I.D. 
FluR 1,O ml/Min. (Ap 92 bar). Fluramlosung 
0,7 ml/Min., Puffer 1,3 ml1Min. 

dernorts erwahnt [9, 231. Eine Anwen- 
dung ist in Abb. 18 gezeigt. Die 1,77-rnl- 
Probe von Oxytocin wurde so ver- 
diinnt, dafi sie rnit der Gesarntkonzen- 
tration der 20-,~~1-Probe identisch war; 
wir hatten es hier jedoch rnit einern 90- 
fachen Aufkonzentrierungsfaktor zu 
tun. In  diesern Chromatograrnm ist der 
Vorteil der Methode deutlich zu sehen. 
DieFluoreszenzdetektion nach derDeri- 
vatisierung liefert praktisch identische 
Chromatogramrne ohne Storkornponen- 
ten, wahrend die UV-Signale bei der 
1,77-ml-Injektion durch Interferenzen 
erheblich gestort sind. Eine Erhohung 
dieser Injektionsmenge auf 300 rnl 
(15 OOOfache Aufkonzentrierung) brach- 
te keine erhebliche Verschlechterung der 
Fluoreszenzdetektion. 

Am Beispiel der Digitali~~lykoside 
kann man die Komplernentarfunktionen 
der Adsorptions- und Umkehrphasen- 
chrornatographie erkennen. In den rnei- 
sten Fallen wird eine Reversibilitat der 
Trennordnung festgestellt. Idealerweise 
wird jenes System fiir den Routineein- 
satz gewahlt, das eine gute isokratische 
Trennung bei Raumternperatur und in 
der kurzesten Zeit gewahrleistet. Um- 
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Conc. Acetonit r i l  22,5°/o(v/~)  
in Wasser , 4 2 0 "10 17 5'10 

.1. i A 4- 
1 5 "/a 

UV Spur 

4 Fluoreszens sp.1 - - 
i I I I I I 
Zeit (min)  20 15 10 5 0 

Abb. 17. Basislinie bei Fluramzusatz zu einem Stufengradienten. 

Abb. 18. Chromatogramme fiir Oxytocin bei 
verschiedenen Injektionsvolumina und Deriva- 
tisierung nach der Saule. 
- UV-Detektion, - - - Fluoreszenzdetektion 
nach Derivatisierung. 
Saule: Merck RP 8, 5 p ;  5 cm; 4 mm I.D. 
Mobile Phase: Acetonitril: H,O (pH 7) 20:80. 
Flu&: 0,2 ml/Min., 24O C thermostatisiert. 
Fluramflul3: 0,02 ml/Min. (30 g Fluram in 
100 ml ACN).  Detektion UV 220 nm; Fluor. 
A,, -360 nm, I,, - 470 nm. 

kehrphasensysteme haben oft  den zu- 
satzlichen Vorteil, dai3 sie eine einfa- 
chere Probenvorbereitung und bessere 
Detekti~nsmo~lichkeiten im unteren 
UV-Bereich bieten. Diese Phasen sind 
zudem auch fiir Gradientenelution im 
Routineeinsatz gut geeignet, wobei sich 
oft ein einfacher Stufengradient be- 
wahrt. 

Interessante Aspekte fur die Spuren- 
analytik bietet diespurenanreicherungs- 
technik auf der Saule, wobei sie durch 
Koppelung mit Gradientenelution und 
Derivatisieruq no& erheblich gewinnt. 
Auf Umkehrphasen sollte dieses Auf- 
k o n z e n t r i e r ~ n ~ s ~ h a n o m e n  generell fur 
Komponenten von mittlerer bis gerin- 
gerer Polaritat anwendbar sein und ana- 
log auch fur relativ ~ o l a r e  Substanzen 
auf Adsorptionssystemen. Von der Re- 
produzierbarkeit her sind diese Verfah- 
ren auch fur quantitative Arbeiten ge- 
eignet. 

Derivatisierungsverfahren ganz all- 
gemein konnen f,iir die Losung kom- 
plexer Probleme bezugli&Selektivitats- 
und Detektionsverbesserung von gro- 
i3em Nutzen sein. Vie1 kann no& getan 
werden, um das Potential dieses Ar- 
beitsgebietes besser auszuschopfen. Ne- 
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HPLC in der Analytik von Naturstoffen 17 

ben neuen, besseren, selektiveren Rea- 
genzien sind auch verbesserte Pumpen-, 
Misch- und Reaktionssysteme notwen- 
dig. Zur Kinetikbeschleunigung kijnnen 
z. B. thermische, katalytische und photo- 
chemische Prozesse beniitzt werden. Es 
ist auch klar, daf3 die Derivatisierungs- 
techniken nicht auf photo- oder fluoro- 
metrische Detektion beschrankt bleiben 
miissen; andere Detektionsverfahren, 
wie z. B. Chemilumineszenz-, elekro- 
analytische, radiochemische- Emissions- 
und massenspektrometrische Verfahren 
konnen in Zukunft dadurch verbessert 
werden. 
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