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VERFAHREN ZUR GLEICHZEITIGEN CHROMATOGRAPHISCHEN QUANTITATIVEN ANALYSE VON
ZWEI ODER MEHREREN GASEN

Verfahren zur gleichzeitigen chromatographischen

quantitativen Analyse von zwei oder mehreren Gasen, bei Flg. 3

dem in einer mobilen fliissigen Phase geloste Gase einer

Flussigkeitschromatographie-Trennsdule (HPLC) mit an- 9 10
schlieRendem vorzugsweise elektrochemischen Detektor

zugefiihrt werden. Der mobilen Phase wird zumindest ein l l

Stoff zugegeben, der mit zumindest einem der zu bestim-
menden geldsten Gasen eine Reaktion eingeht, sodaB das
jeweilige Reaktionsprodukt in der HPL.C-Trennséule gegen-
iber dem bloRen in der mobilen Phase geléisten Gas eine
erhdhte oder verringerte Wanderungsgeschwindigkeit auf-
weist.
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur gleichzeitigen chromatographischen quantitativen Ana-
lyse von zwei oder mehreren Gasen.

Elektroaktive Gase (mit Ausnahme der chemisch weitgehend inaktiven Inertgase) sind vor ai-
lem in der Umweltanalytik, technischen Prozessen, Medizin, okologischen Stoffkreistaufen, Atmos-
pharenforschung und biologischen Systemen von entscheidender Bedeutung. Als Beispiele fur
solche elektroaktive Gase seien genannt: Sauerstoff (O,), Kohlenmonoxid (CO), oder Stickoxide
wie Lachgas (N,O), Stickstoffmonoxid (NO), andere gasformige Stickoxide, usw. Besonders die
Entwicklung von prazisen Analysemethoden fir Stickoxide ist in den letzten 10 Jahren durch das
groRe wissenschaftliche Interesse an diesem Forschungsgebiet stark vorangetrieben worden: seit
kurzem gibt es die Erkenntnis, daR z.B. Stickstoffmonoxid (NO) an zahlreichen biochemischen,
physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt ist (z.B. Alizheimer und Parkinson, Blut-
hochdruck). 1998 wurde deshalb der Nobelpreises fur Medizin und Physiologie an Wissenschaftler
dieses Forschungsgebietes vergeben. An die Analysentechnik auf diesem Gebiet werden dabei
hochste Anforderungen gestellt, da die zellulire NO-Konzentrationen sehr niedrig ist (< 10 nM
-5 uM NO) und die Probenmatrix meist sehr komplex ist (Zelisuspensionen, Blut- und Plasmapro-
ben). Aufgrund der chemischen Reaktivitat von NO ist nicht nur die Messung der freien NO-Kon-
zentration von Bedeutung, sondern auch die gleichzeitige Bestimmung von Reaktions- und Abbau-
produkten (z.B. N,O, NOy). Von besonderem Interesse ist dartberhinaus die gleichzeitige Mes-
sung von O,, da einerseits NO direkt mit O, reagiert und andererseits die zellulare O,-Konzentra-
tion durch NO-induzierte Hemmung der Atmungskette stark beeinflufdt wird.

Die bis jetzt bekannten Verfahren zur Bestimmung von Gasen basieren auf unterschiedlichsten
MeRprinzipien, wobei jeweils eine physikalisch-chemische Eigenschaft (dessen Oxidierbarkeit und
Reduzierbarkeit, Paramagnetismus, Reaktivitst mit Ham-Proteinen oder Lichtemission bei der
Reaktion mit Ozon) zur Detektion genutzt wird. Diese hier angeflhrten MeRverfahren unterschei-
den sich jeweils deutlich hinsichtiich Empfindlichkeit, Selektivitat, Zeitverbrauch, Einfachheit und
Kosten. Beispiele fir solche, dem Stand der Technik entsprechende Verfahren sind:

(Amperometrie) ziert werden, wobei der resultierende Strom proportional zur
Gaskonzentration ist (z. B. O,-Elektrode oder NO-Elektrode).
- Elektronenspinresonanz Die paramagnetische Eigenschaft von Gasen (z. B. Oz und

(EPR) NO sind Radikale) wird zur Messung genutzt.
- Gaschromatographie Gasgemische kénnen mit Gaschromatographie aufgetrennt
(GCIGC-MS) und mit unterschiedlichen Detektoren quantifiziert werden
- Chemilumineszenz Die Reaktion von NO mit Ozon fithrt zur Emission von Licht,
dessen Intensitat proportional zur NO-Konzentration ist
- Photometrie die hohe Affinitat bestimmter Gase (z. B. NO, O,, CO) zu

Ham-Proteinen (z. B. Hamoglobin) erlaubt eine photome-
trische Quantifizierung durch die Auswertung der charakte-
ristischen spektroskopischen Veranderungen.

Gase unterscheiden sich nur geringfugig in ihren chemisch-physikalischen Eigenschafen. Ahn-
liche Molekulargewichte und Polaritaten, bzw. ein &hnliches Loslichkeits- und Diffusionsverhaiten
erschweren somit eine erfolgreiche chromatographische Trennung und anschliefiende Detektion.
Aus diesem Grund wurde auch Flussigkeitschromatographie als Trenn- und Analysenmethode far
Gase bisher nicht in Betracht gezogen. Auch unter optimierten Bedingungen mit einer stark apola-
ren stationaren Phase (Trennsaule) sind die Wanderungsgeschwindigkeiten von Gasen, beispiels-
weise jene von Stickstoffmonoxid 7 und Sauerstoff 8 so ahnlich, daR nur eine teilweise Trennung
erreicht wird, weil aufgrund der sich stark tberlappenden Signale beide gasférmige Komponenten
nicht quantitativ bestimmt werden kénnen.

Uberraschenderweise hat sich herausgestellt, da® man mit Flussigkeitschromatographie auch
zwei oder mehrere Gas simultan quantitativ nachweisen kann. Die Erfindung besteht daher in
einem Verfahren zur gleichzeitigen chromatographischen quantitativen Analyse von zwei oder
mehreren Gasen, bei dem in einer mobilen flissigen Phase geloste Gase einer Flussigkeitschro-
matographie-Trennsaule (HPLC) mit anschliefendem vorzugsweise elektrochemischen Detektor
zugefiihrt werden, wobei das erfindungsgeméaRe Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, dall der
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mobilen Phase zumindest ein Stoff zugegeben wird, der mit zumindest einem der zu bestimmen-
den gelosten Gasen eine Reaktion eingeht, sodal das jeweilige Reaktionsprodukt in der HPLC-
Trenns&ule gegeniiber dem bloRen in der mobilen Phase gelésten Gas eine erhohte oder verrin-
gerte Wanderungsgeschwindigkeit aufweist.

Die Erfindung betrifft somit ein chromatographisches Analyseverfahren, wobei eine Trennung
und eine anschlieRende hochempfindliche Bestimmung von vorzugsweise elektroaktiven Gasen
erzielt wird. Dabei wird eine HPLC-Anlage mit einem Detektor, vorzugsweise einem elektrochemi-
schen Detektor, kombiniert. Die Trennung wird vorteilhaft durch ein Verfahren erzielt, welches die
geringen chemischen und physikalischen Unterschiede der Gase ausnitzt, insbesondere die
Fahigkeit mancher Gase unterschiedlich starke Komplexe mit Ubergangsmetallen zu bilden, die
der mobilen Phase des chromatographischen Systems zugegeben werden, wobei die Retentions-
zeit (Wanderungszeit) der Gase im chromatographischen System, das vorzugsweise mit einer
apolaren HPLC-Trennsaule ausgestattet ist, variabel gesteuert werden kann.

Durch die Erfindung wird die Trennung als Voraussetzung fur die anschlieende simultane,
empfindliche Detektion von Konzentrationen zweier oder mehrerer verschiedener, vorzugsweise
elektroaktiver Gase in der selben Probe beliebiger Zusammensetzung (Flussigkeiten, Festkorper,
Gase und biologische Proben) in einem breiten Konzentrationsbereich erméglicht, beispielsweise
neben Sauerstoff (W098/23939, wobei die dortige Anlage prinzipiell fur das vorliegende Verfahren
verwendbar ist) oder in Sauerstoff-freien Proben.

Das erfindungsgemafe Verfahren ermoglicht eine Empfindlichkeit und MeRgenauigkeit der
Analyse, die je nach Gas im Vergleich zu den derzeit am Markt befindlichen MeRgeraten analog
oder sogar besser ist. Zusétzlich zeichnet sich das Verfahren durch einige entscheidende Vorteile
aus:

- neben einem Gas wie z.B. NO kann gleichzeitig ein zweites oder mehrere Gase wie z.B.
N,O und/oder O, bestimmt werden. Gleichzeitig bedeutet: im selben Analysenschritt der
selben Probennahme.

- eine hohe Selektivitat (Unempfindlichkeit gegeniiber Stérkomponenten, die die Mel3signale
beeintrachtigen kénnen) wird durch die Kombination aus HPLC und der sehr selektiven
elektrochemischen, vorzugsweise reduktiven Detektion auch in komplexen Proben erreicht.

- weitgehende Unempfindlichkeit gegeniiber Temperaturschwankungen

- die Gase kénnen sowoh! in gasférmigen, als auch in flissigen und festen Proben bestimmt
werden.

Grundsatzlich basieren alle chromatographischen Trennungen auf einer unterschiedlichen Ver-
teilung der zu bestimmenden Komponenten einer Probe zwischen einer mobilen Phase und einer
stationaren Phase (Trennséaule). Ist die mobile Phase eine Flussigkeit (z. B. wassrige Lésung oder
ein Gemisch aus wassrigen Losungen und organischen Lésungsmittel), spricht man von Flussig-
keitschromatographie (LC, liquid chromatography, oder HPLC, high performance liquid chroma-
tography). Der Aufbau eines tblicherweise verwendeten chromatographischen Meflsystems ist in
Fig. 1 schematisch dargestelit. Die mobile Phase befindet sich in einem Reservoir 2, das zu Beginn
mit Inertgas 1 gespult wird. Durch eine Pumpe 3 wird ein konstanter FluR der mobilen Phase er-
zeugt. Uber ein Injektionsventil 4 wird die Probe, welche die zu bestimmenden Komponenten ent-
halt, in den chromatographischen Flul eingebracht und durch die Trennséule 5 zur Detektionsein-
heit 6 transportiert.

Unterschiede in den chemisch-physikalischen Eigenschaften der Probenkomponenten bedin-
gen eine unterschiedlich starke Wechselwirkung mit der unbewegten stationaren Phase, was eine
unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit und eine Auftrennung der Probenkomponenten be-
wirken kann. Ziel ist es, die zu bestimmenden Probenkomponenten volistéandig in diskrete Banden
(Peaks) aufzutrennen (Grundlinientrennung). Die Probenkomponenten werden anschlieend an
die Trennung an der Detektionseinheit sowohi qualitativ (aufgrund der spezifischen Wanderungs-
zeit durch die Trennsaule) als auch quantitativ (Uber die Signalhohe) bestimmt.

Die Detektion der Probenkomponenten in der Detektionseinheit kann auf verschiedenen Mef}-
prinzipien beruhen, wobei die elektrochemische Detektion (EC) sich durch eine besonders hohe
Sensitivitat und Selektivitat auszeichnet. Dieses Detektionsprinzip eigent sich besonders zur De-
tektion von Gasen, da einige reduzierbar und/oder oxidierbar sind. Zwischen zwei Elektroden wird
ein Potential angelegt, sodal passierende elektroaktive Komponenten entweder oxidiert (z.B. | -111)
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oder reduziert (z.B. IV -V1) werden. Der resultierende Strom wird aufgezeichnet; er ist proportional
zur Konzentration der Probenkomponente und dient damit zur Quantifizierung.

() NO* - NO"+¢

(1) CO+HO —» CO+2e +2H"
() N,O +H,O +2H+ - 2NO+2¢ +2H"
(IV) NO'+e — NO

(V) O,+4e +4H — 2H,0

(V1) N,O +2¢€ — Np+Hp0

Bei Gasen, die aufgrund der erwahnten Ahnlichkeiten nur schwer trennbar sind, kann man be-
vorzugt vorsehen, daR der mobilen Phase zumindest ein Stoff zugegeben wird, der mit zumindest
einem der zu bestimmenden gelosten Gasen selektiv eine Reaktion eingeht, sodal das Reakti-
onsprodukt in der HPLC-Trennséule gegeniiber dem biofen in der mobilen Phase gelosten Gas
eine erhohte oder verringerte Wanderungsgeschwindigkeit aufweist. Besonders kann man die un-
terschiedliche Affinitat von Gasen zu Metallionen zur Trennung nutzen, um sie in einem Analyse-
schritt simultan quantitativ bestimmen zu kénnen. Durch die Zugabe von Metallionen oder anderen
Komplexbildnern zur mobilen Phase bilden in den chromatographischen Fluf injizierte Gase unter-
schiedlich starke Komplexe aus. Diese Komplexbildung &ndert deutlich die chemisch-physikali-
schen Eigenschaften der Gase, was starker ausgepragte Unterschiede in der Verteilung der Gase
zwischen der stationaren (Trennsaule) und mobilen Phase zur Foige hat, wodurch eine deutlich
verbesserte Auftrennung und Detektion der gasformigen Komponenten einer Probe zur Folge hat.

Das Prinzip dieses erfinderischen Verfahrens wird anhand eines Beispiels, der Trennung und
anschlielenden simultanen Detektion der Gase NO und O,, naher erlautert. NO bildet mit ver-
schiedenen Ubergangsmetalien, beispielsweise zweiwertigen Eisenionen (Fe®*) und vor allem bei
Anwesenheit von weiteren Komplexliganden, beispielsweise Citrat, relativ starke ternare Komplexe
aus (VIl):

2+ . 2+
(viny Me +xL == [Me -Ly

ax
+NO J \ +02
. P 3
[Me - Lx NOJ [Me -Lx O,]

Me?*.... Metallion
Lx... Ligand

Die Fahigkeit von O,, &hnliche Komplexe auszubilden, ist hingegen deutlich reduziert. Durch
Zugabe von Fe** lonen und Citrat zur mobilen Phase wandert NO 9 aufgrund der Komplexbildung
deutlich schneller durch die Trennsaule, wahrend die Wanderungszeit von O, 10 unverandert bleibt
(Fig. 3). Die Erkiarung fur die erhbhte Wanderungsgeschwindigkeit von NO bei Komplexbildung ist
eine deutlich verringerte Interaktion des polaren Gas-Komplexes mit der apolaren stationaren Pha-
se (Trennsaule) im Vergleich zu freiem, unkomplexierten NO. Das komplexierte NO-Gas wird folg-
lich schneller im chromatographischen FluR durch die Trennséule transportiert, wodurch eine Tren-
nung von anderen gasformigen Komponenten, wie in diesem Fall Oy, erzielt wird.

Durch gezielte Variation der Komplexstarke, die durch verschiedene Parameter eingestelit
werden kann (Art und Konzentration des Metallions und/oder des Komplexliganden, pH-Wert), wird
aligemein die Wanderungsgeschwindigkeit von Gasen in einer HPLC-Trennséaule prazise steuerbar
(Fig. 4). Durch dieses Verfahren wird somit nicht nur die Trennung von Matrixbestandteilen und
Gasen, sondern erfindungsgemaf auch die Auftrennung von verschiedenen Gasen einer Probe in
einem HPLC-System in diskrete, quantifizierbare Banden erzielt.
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PATENTANSPRUCHE:

Verfahren zur gleichzeitigen chromatographischen quantitativen Analyse von zwei oder
mehreren Gasen, bei dem in einer mobilen flissigen Phase geldste Gase einer Flussig-
keitschromatographie-Trennsaule (HPLC) mit anschlieRendem vorzugsweise elektroche-
mischen Detektor zugefithrt werden, dadurch gekennzeichnet, dal der mobilen Phase zu-
mindest ein Stoff zugegeben wird, der mit zumindest einem der zu bestimmenden geltsten
Gasen eine Reaktion eingeht, sodal das jeweilige Reaktionsprodukt in der HPLC-Trenn-
sédule gegenuber dem bloRRen in der mobilen Phase gelésten Gas eine erhohte oder verrin-
gerte Wanderungsgeschwindigkeit aufweist.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal der mobilen Phase Komplex-
bildner zugegeben werden.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daR der beispielsweise einen Citrat-
puffer aufweisenden mobilen Phase selektive Komplexbildner, vorzugsweise Metallionen
zugegeben werden.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafl zweiwertige Eisenionen (Fe™),
insbesondere zur gleichzeitigen Analyse von NO und O, der mobilen Phase zugegeben
werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daR eines der ana-
lysierten Gase Sauerstoff O, ist.

HIEZU 3 BLATT ZEICHNUNGEN
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