Editorial

Drei kritische Gedanken zur Chromatographie
von morgen und ein Abschiedswort

Gute Instrumentenausstellungen auf Internationalen Fach-
tagungen sind wertvoll. Sie konnen frithzeitig auf mogliche
neue Arbeitsrichtungen hinweisen und zwar ebenso nach-
haltig wie eine kritisch gefiihrte Diskussion oder ein fulmi-
nanter Vortrag auf der Tagung selbst.

Mir erschienen drei Neuigkeiten — je eine auf je einer Aus-
stellung des Jahres 1977 — als interessant.

Meine Auswahl ist selbstverstindlich subjektiv, bei allem
guten Willen, und das wird ebenso selbstverstindlich
Kritik ausiésen. Ich finde das aber gut so. Ich werde auf
den jeweiligen ,,Haken* extra hinweisen!

1. Dadai Ishii’s Micro Scale HPLC, Friihjahr 77,
Pittsburgh Conference, Cleveland, US.A,

D. Ishii-Nagoya (Japan) fiillt 0,5 mm weite, 1,2 mm wand-
starke und 100 bis 300 mm lange Teflonrohre mit 5u- bis
10u-HPLC Materialien (Adsorptions-, reversed phase-,
Tonenaustausch- etc). Er verschliefit Ein- und Ausgang
mit 5u feiner Quarzwatte, woraus Pfropfen von 1 mm
Dicke im Teflonrohr geprefit werden. Das Fiillen ist pro-
blemlos: Man saugt einen ,slurry mit einer gasdichten
Spritze durch einen Quarzwattepfropfen. Dabei ist nicht
einmal Ultraschall notig, denn durch anschlieffendes
kriiftiges Hindurchdriicken von mobiler Phase wird die
Packung homogenisiert. Das liegt an den Wandeigen-
schaften des Teflons. Hier entschirft sich auch das Pro-
blem ,,Wandgingigkeit.

Gibe es bereits passend dimensionierte Stahlréhrchen,
dann konnte man die z.B. 6—8000 realen Trennstufen
einer 200—300 mm langen Ishiisiule tatsichlich auch

auf den Schreiber bringen. Sicher, die Analysengeschwin-
digkeit ist sehr langsam. ,,b,* ist derzeit noch katastro-
phal. Aber schon die Anschlutechnik begeistert: Mit
einem scharfen Messer Linge passend schneiden. Enden
aufweiten. Auf Detektoreingang aufstecken. Mit 1 Mikro-
literspritze Probenldsung dosieren. Spritze aus Siulen-
eingang herausziehen. Leitung zur ,Pumpe* aufstecken.
Anschalten. Die ,,Pumpe** ist eine dickwandige 250 Mikro-
liter-Glasspritze. Andern der Phasenwahl ist eine Sekun-
denfrage. Der Phasenverbrauch ist ruinds fiir Chemikalien-
lieferanten: Er liegt bei 2—20 Mikroliter pro Minute.

Das gleiche gilt fiir den Verbrauch an stationérer Phase:
60 Milligramm pro Siule. Der Detektor setzt neue Mafi-
stibe: 0,1 Mikroliter Zellenvolumen und als Spektral-
photometer mit vergleichbarer Empfindlichkeit wie jeder
gute UV.Detektor. Druckfeste Zelle, allerdings extrem
flufempfindlich. Mikrobauteile, welche sachgerechten
hinflush, backflush und columnswitching erlauben, sind

in Kiirze verfiighar. Solche Methoden in der HPLC kénnen
sowieso nicht mehr ,,verhindert* werden, seitdem man
die instrumentell-technische Verminderung der von dem
Trennsystem aus lieferbaren Trennleistung quantitativ
exakt erfassen kann. Wir hatten sogar mit 30 mm langen
Ishiisdulen Erfolg!

Die ganze Sache hat nur einen Haken:

Wit alle haben gelernt, dat man HPLC-Saulen unter 2 mm
lichter Weite nicht qualifiziert packen kénne, “the devil
knows why”. Und somit gibt es das gar nicht, was man in
Cleveland, Ohio, im Friihjahr 1977 gesehen hat.

2. CAMAG’s simultaner-4-Phasen-Circular-Chromatograph
(HPTLC), Twelfth International (Zlatkis-) Symposium
on Advances in Chromatography, Amsterdam,
November 1977

Zwei, drei oder vier unterschiedliche (geniigend mischbare,
im TLC -physikalischen Verhalten geniigend dhnliche)
mobile Phasen werden auf eine “*high resolution Diinn-
schicht-Platte” gepumpt, auf der die Probe in einem Ring
scharf fokussiert um die Einspeisestellen herum gelegt
wurde. An den Beriihrungsgrenzlinien der zwei bis vier
Phasen bilden sich selbsttitig alle Mischungsverhéltnisse
der Grundphasen aus, sie bleiben lokal konstant, sofern
geniigend viel Phase bis zur Einstellung stabiler Zustinde
eingestromt ist. Es ,,geht‘ natiirlich nicht immer ,,alles*,
insbesonders, wenn statt chemisch gebundener reversed
phase reines Adsorptions-TLC-Plattenmaterial verwendet
wird. Auch diese Methode hat harte Grenzen. Aber aus
der Lage der Berithrungslinien bzw. aus deren Winkel
folgt recht einfach eine Moglichkeit zur Abschitzung der
dort herrschenden Phasenzusammensetzung. Der Schitz-
wert wird nun experimentell eingestellt, und schon nach
drei Versuchsldufen hat man die wahre optimale Zusam-
mensetzung eng eingekreist.

Ein Beispiel:
Phase 1 sei Wasser : Methanol 90 : 10 vol/vol
Phase 2 sei Wasser: Tetrahydrofuran 95 : 5 vol/vol

Exakt auf der Berithrungslinie zwischen beiden Phasen
bildet sich das Gemisch Wasser : Methanol : Tetrahydro-
furan 92,5:5:2,5 vol/vol/vol (von Mischvolumendefekten
abgesehen). Neben dieser , Mittenlinie* liegen die rasch
zur Grundzusammensetzung der Einzelphase tendierenden
Ubergangsmischungen. Dort ist die Phasenzusammen-
setzung ideal, wo die giinstigste Lage der getrennten Sub-
stanzlinien und deren grofite Einzelzahl liegt. Seit 12 Mona-
ten zeigt das Chromatographia-Titelblatt ein praktisches
Beispiel aus der Adsorptions-HPTLC, dreiphasig simultan
circular getrennt.
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Man kann vier der fiinf schrittmotorgetricbenen Phasen-
pumpen als fluRkonstante Dosierpumpen ,mifibrauchen
und vier Proben zugleich auf der HPTLC-Platte hochan-
reichern. Wir haben es mit 250 Mikroliter versucht. Aus-
gehend von der stoffabhéingigen, aber mitunter enormen
Nachweisempfindlichkeit auf der Platte, im Falle Aflatoxi-
nen z.B. bei 25 Picogramm liegend, errechnet sich bei
250 Mikroliter Dosiervolumen eine Nachweisgrenze von
1078 %, oder 100 ppt, um dieses ungliickliche und mif-
verstindliche Konzentrationsmaf einmal zu gebrauchen.
Da die hochangereicherte Probe auf der Platte von Stor-
stoffen vor-abgetrennt werden und anschliefend scharf
fokussiert werden kann, und da in der TLC Stoffe mit
grofem k (kleiner Rf-Wert) besonders empfindlich nach-
gewiesen werden konnen, zeigt sich an diesem Beispiel,
wie ungliicklich (und theoretisch wie praktisch falsch)
eine Diskussion ist, die HPLC gegen HPTLC stellt und
mit dem schlimmen Fehlurteil endet, TLC sei “obsolete”.

Die ganze Sache hat jedoch einen Haken:

Der Berichterstatter kann unmoglich von dem Verdacht
freigesprochen werden, subjektiv vorbelastet zu sein, u.a.
mit dem sogenannten ,,IH-Faktor*. Man weify inzwischen,
daf} das Gegenteil des IH-Faktors, der ,,NIH-Faktor*, den
instrumentell-technischen, ja leider auch den methodischen
Fortschritt in der experimentellen Chromatographie nach-
haltig behindern kann. (Fiir unsere medizinischen Leser:
NIH heifit: not invented here!)

3. Leistungsfihige Kleinrechner (anstatt oder zusitzlich
zu unterdimensionierten Mikroprozessoren) informativ
mit dem Chromatographen zusammengeschaltet,
Interkama, Diisseldorf, Oktober 1977

Ganze Serien neuer Chromatographen sind jetzt endlich
mit Microprozessoren ausgeriistet. Ein verzweifelt wirken-
der Fachkollege von seiten eines Instrumentenherstellers
fragte, was man denn mit den Microprozessoren machen
solle? Ich habe Bedenken, ihn trostend beraten zu kénnen,
Nach meiner ganz subjektiven Meinung sind seine Micro-
prozessoren nimlich hoffnungslos unterdimensioniert.
Hitte sein Instrument das, was Philips (siche oben) zeigte,
dann wire moglich und enorm praktisch nitzlich:
® zum Beispiel drei Peakdaten aus einem Testgemisch
zur automatischen Flufoptimierung heranzuziehen
und diese zu halten;

® vier Peakdaten aus dem Probengemisch zur automati-
schen Polarité tsoptimierung heranzuziehen (nach
D.R.Deans, H. Purnell und V.Pretorius), indem man
zwei Siulen hintereinanderschaltet und mit unter-
schiedlichen Drucklevels und in einerm Thermostaten
(trotzdem) mit unterschiedlichen Temperaturen be-
treibt. Wir haben dazu die elektronischen Schaltbau-
teile und die instrumentelle Technik. Der Rechner
konnte aus

® vier Wiederholmessungen bei jeweils unterschiedlicher
Dosiermenge die Signallinearitiit feststellen und als
Grenzkontrollwert dem Integrator mitteilen, damit
dort nicht mehr so viel ,,gelogen* wird;
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® erkonnte in der isokratischen GC den entscheidend
wichtigen Totzeitwert aus mehr als drei Retentions-
index-Bruttoretentionszeit-Wertepaaren optimal be-
rechnen, welcher die Retentionsindices der getrennten
Stoffe um nahezu eine ganze Gréfenordnung richtiger
zu berechnen gestattet als dies bislang moglich war
(die hierdurch erreichbare Prézision ist so unglaublich,
daB ich mich nicht getraue, dariiber unaufgefordert zu
publizieren);

@ und nicht zuletzt konnte ein leistungsfihiger Klein-
rechner on-line Chromatographie dann, wenn man sich
schneller Trennsysteme bedient, welche es allein er-
lauben, vier Wiederholanalysen zu machen, folgendes:
aus vier Wiederholwerten nach den unausweichlichen
Gesetzen statistisch-mathematischer Datenbehandlung
jene Endresultate zu berechnen, die allein Basis ernst-
zunehmender Entscheidungen sind. Eines Tages wird
man ja doch Rechenmethoden anwenden, welche
zeigen, daf} fehlerhafte oder unsichere Analysenergeb-
nisse viel teurer sind als eine noch so teure instru-
mentelle Chromatographie. (Die automatische Detek-
toroptimierung geht iibrigens auch so!)

Die Sache hat allerdings einen Haken:

Wenn man falsch Probe nimmt oder Dosiermethoden
falsch beurteilt (bitte nicht Wiederholbarkeit mit Ver-
gleichbarkeit und diese mit Diskrimination verwechseln!),
oder wenn man das gleiche Problem durch Titration hiitte
richtiger 16sen kénnen, dann helfen auch ausreichend
dimensionierte Mikroprozessoren on-line in closed loop
zum Chromatographen geschaltet nicit!

Ich hitte Ihnen gern iiber theoretische Grundlagen zu den
,,drei Gedanken‘‘ und iiber die Anwendung der Ganzheits-
methode in der Chromatographie berichtet, die selbstver-
stindlich auch in der HPLC dem Praktiker wirklich hilft,
genauso, wie sie theoretisch sauber abgesichert ist, aber
wir Chromatographia-Editoren waren uns dariiber nicht
so recht einig.

Der bisherige managing editor verabschiedet sich von
Thnen als Chromatographia-Leser.

Ich wiinsche Ihnen Erfolg in Ihrer sicher schwierigen, aber
sicher auch so schonen Arbeit im Bereich der wichtigsten
analytischen Methode von heute!

Auch in Zukunft werde ich mich bemiihen, an der Ver-
tiefung theoretischer Gemeinsamkeiten aller chromato-
graphischer Methoden und an deren voller Nutzung in

der Praxis mitzuarbeiten.

(o -~

R. E. Kaiser

Dezember 1977



