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Note 

Bestimmung der Totzeit in der “Reversed-phase” Hochleistungsfliis- 
sigkeitschromatographie 

0. FINI. F. BRUSA und L. CHIESA* 

Abteihutg Qualittitskontrolle. Wander Chitnica S. A., Postfach. 6600 Locartro (Schweiz) 

(Einsqan_een am 27- Oktober 1980: gesnderte Fassun~ eingegangen am 3. Februar 1951) 

uber die Totzeitbestimmung in der Gaschromatographie existieren viele Lite- 
raturangaben _ I-’ Bei der Hochleistungsfhissigkeitschromatographie (HPLC) sind die 
Literaturangaben bisher rar, obwohl die Kenntnis der Totzeit aus folgenden Grtinden 
sehr wichtig ist: 

(1) Aus der Totzeit und den Bruttoretentionszeiten kiinnen die Nettoreten- 
tionszeiten berechnet werden; daraus lassen sich die weiteren wichtigen Parameter 
errechnen (k-Werte, Bodenzahl usw.). 

(2) Aus der Totzeit wird die G&e der Einrichtung geprtift, z.B. Dosiergtite 
(nach Kaiser4). 

(3) Aus der Totzeit lassen sich ungiinstige HPLC-Bedingungen erkennen, wie 
Fig. 1 zeigt. 

Signal 

I 
Paracetomol 

Injektio); * Totzei t 

Fig. 1. Chromatogramm-Schema. 

- 

Retentionszei t 

Im abgebildeten Chromatogramm-Schema ist das Paracetamol zwar von Cof- 
fein getrennt, aber die Spezifitat der Paracetamol-Bestimmung ist sehr gering, und die 
Stiirungsmijglichkeiten sind hoch. Paracetamol wird in diesem Falle von der stationa- 
ren Phase iiberhaupt nicht zuriickgehalten. Von der Verwendung dieses chromato- 
graph&hen Systems zur Paracetamol-Bestimmun, (J ist deshalb (dank der Kenntnis 
der Totzeit) abzuraten. 

Es gibt viele pharmazeutische Wirksubstanzen, die mit bestimmten Fliessmit- 
teln bei der Totzeit, oder sogar vorher (z.B. Acetylsalicylsaure), eluiert werden (vgl. 
Tabelle II). 
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DEFINITION DER TOTZEIT T-u 

Unter Totzeit T2\* versteht man die Verweilzeit der zu bestimmenden Substan- 
zen in der mobilen Phase. Die gemessene Retentionszeit einer Substanz ( TR) ist die 
Summe aus der Totzeit (T,,) und der Verweilzeit der Substanz in der stationaren 
Phase (r,). 

Theoretisch sollte die Totzeit TA,:\r, bei gegebener Saule und Fluss, fur alle Sub- 
stanzen gleich seins und unabhangig von der Fliessmittelzusammensetzung. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Bestimrnrtrzg des prozetztrralerz Anteils van fliissiger und jester Phase in der Siilde tnittels 

Gravimetrie 

Urn das exakte Volumen der in der Sgule enthaltenen Fhissigkeit zu bestimmen 
( = theoretisches Totvolumen), wurde folgende Methode angewendet: 

(a) W%gen der Saule (einschliesslich stationarer und mobiler Phase) = G,,,; 
(b) Quantitative Transferierung des Sauleninhaltes (fest + fhissig) in einen 

tarierten Rundkolben. Verdampfung der fhissigen Phase. Bestimmung des Gewichtes 
der festen Phase = Gr,,,; 

(c) Wagen der leeren S5ule = G,,,,; 
(d) Bestimmung des Totalvolumens der leeren SHule aus dem Gewicht der 

leeren SIule und dem Gewicht der mit Wasser geftillten Saule = V,,,. 
Aus diesen Messungen ergibt sich das Volumen der fliissigen Phase = VFI 

wobei SF, das spezifische Gewicht der mobilen Phase darstellt. Das Volumen der 
stationaren Phase ( V,,) ist gegeben durch: 

llfessrtrzgetz. Bei Knauer-Fertigsiulen (Knauer, Oberursel, B-R-D.), LiChro- 
sorb RP-8, 7 /cm, 25 x 0.46 cm, ergeben sich folgende Werte (XC): Volumen der 
leeren S5ule: 4.11 ml; Volumen der fliissigen Phase: 3.03 ml; Volumen der festen 
Phase: 1.08 ml. Die Erfahrung zeigt, dass sich das Volumen der festen Phase bei 
Anderung der mobilen Phase nicht &tdert (keine “Schrumpfung” oder “Quellung”); 
daraus folgt, dass Vs, eine konstante Grijsse sein muss. Wenn man annimmt, dass bei 
der Chromatographie die gesamte, in der S&.tle weilende Fhissigkeit laufend erneuert 
wird, und wenn die Volumenkontraktion vernachhissigt wird, so stellt das oben ge- 
messene Volumen der fliissigen Phase VFI das theoretische Totvolumen der Saule dar. 

Das Volumen der vor und nach der Saule angeschlossenen Kapillaren ist derart 
klein, dass es vernachl&sigt werden kann; fiir den untersuchten S%.tlentyp ergeben 
sich somit : 
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bei eiaem Fluss von 1.00 ml/min eine theoretische Totzeit von 3.03 min, bei 2.00 
ml/min eine theoretische Totzeit von 1.52 min, U.S.W. 

Besrinmmg der Totzeit nzittels Inertsrtbstanzetz 
Eine Reihe miiglicher Inertsubstanzen wurde unter gleichen HPLC-Bedingun- 

gen eingesetzt, und die Aufenthaltszeit bis zum Detektor wurde gemessen. Die Expe- 
rimente wurden mit verschiedenen mobilen Pasen durchgefiihrt (vgl. Tabelie I). 

Diskussion. Die theoretische Totzeit fiir die gewHhlten Bedingungen (vgl. Ta- 
bellen I und II) ist 3.03 min (s. oben). 

Aus der Tabelle I sieht man, dass diese Zeit mit den gefundenen Zeiten von 
Formamid, Hamstoff und Thioharnstoff gut iibereinstimmt. Aus praktischen Griin- 
den (sehr gute UV-Absorption) empfehlen wir, Thioharnstoff zur Bestimmung der 
Totzeit in der “Reversed-phase” Hochleistungsfliissigkeitschromatographie zu ver- 

wenden. Salze, Natriumnitrat usw. kommen mit bestimmten Fliessmitteln zu friih 
und kiinnen nicht zur Bestimmung der Totzeit verwendet werden. Sauerstoff wird 
hingegen von der stationgren Phase zuriickgehalten und ist demzufolge zur Bestim- 
mung der Totzeit nicht anwendbar. (Sauerstoff ist in organischen Liisungsmitteln 
besser 16slich als in Wasser.) 

Wie aus der Tabelle II ersichtlich ist, gibt es einige pharmazeutische Wirk- 
stoffe. die bei der Anwendung bestimmter mobilen Phasen eine Retentionszeit auf- 
weisen. die kleiner als die Totzeit ist. Dass gewisse Substanzen vor der Totzeit eiuiert 

TABELLE I 

RETENTIONSZEITEN (min) EINIGER INERTSUBSTANZEN, DIE ZUR BESTIMMUNG DER TOTZEIT IN 
FRAGE KOMMEN KONNTEN 

Konstant gehaltene Bedingungen: Fluss: 1,O ml/min; SGle: Knauer-FertigsPule RP-8,7 m, 2.5 x 0.46 cm, Volumen 
der leeren Siule = 4.11 ml; Einrichtung: Hewlett-Packard Fliissigchromatograph Model1 1084; Temperatur: 25 C: 
Bemerkung: Die Leitung vor und nach der S&le bestand aus kurzen Kapillar-StahlrGhren. Das Volumen dieser 
Riihren ( = 0.05 ml) gegeniiber dem Slule-Volumen war derart klein. dass es vernachlissigt wurde. 

S&run=* Mobile Phase 

Meth7noi-Wasser Methanol- 

0.1 M NHaH2POs 

100.0 75:25 jO:50 25:7.5 in IVamer 

(pH 5.4). 
50.50 

MelhanoI- Merhanol- 

0.1 M (NHJ2HP0, NaCI- Liisung 
in Wasser 0.1 M in Waswr 

(pH 8.3/, (pff 6.2), 
JO:50 50:50 

Natriumnitrat 
Pikrinsiure 
Chromotropslure- 

dinatriumsalz 
Formamid 
Wasser 
Hamstotf 
Thiohamstoff 
Uracil 
Sauerstoff 

1.94 2.00 1.93 1.95 2.94 2.96 2.96 
1.78 1.65 I.77 2.92 6.70 6.40 6.05 

1.61 1.59 1.59 1.63 2.58 
3.00 2.94 2.93 3.02 2.91 

- - 2.9s 3.17 - 
- 2.93 2.93 3.09 2.92 

2.90 2.88 2.94 3.15 2.94 
3.23 3.23 3.25 3.48 3.21 
3.68 4.50 5.8 1 7.24 5.95 

2.49 
2.91 

- 

2.91 
2.93 
3.21 
6.01 

2.39 

2.94 

2.98 

2.93 

2.93 
3.27 

6.10 

l In miiglichst kleiner Menge eingespritzt (50 bis 200 ng). Einspritzvolumen: 10 .KI. 
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TABELLE II 

RETENTIONSZEITEN (mm) EINIGER PHARMAZEUTISCHER WiRKSTOFFE MIT BEKANNT KLEINEM 
KAPAZITATSFAKTOR 

Konstant gehaltene Bedingungen: Fh~ss: I .O mi/min; Slule: Knauer-Fertigsaule RP-8. 7 ,um, 25 x 0.46 cm, Volumen 
der leeren Siule = 4.11 ml.; Einrichtung: Hewlett-Packard Fltissigchromatograph Model1 1054; Temperatur: 25-C; 
Bemerkung: Die Leitung vor und nach der Siule bestand aus kurzen Kapillar-Stahlriihren. Das Volumen dicser 
Rtihren (= 0.05 ml) gegentiber dem Saule-Volumen war derart klein, dass es vernachlassigt wurde. 

Subsran=* Mobile Phase 

MeIhanol-Wasser MetltanoI-0. I “/L MetttattoI-O.1 o/O 
Attttttottit~tttcarbottaiis2tng Na-&It> drogettphospht. 

9O:lO 
75:z 90.10 1oo:o 75:x 90:IO 

Clopamid 3.60 3.15 3.03 3.55 3.18 3.20 
Coffein 3.5 ! 3.35 3.30 3.53 3.34 3.50 
Phenobarbital 3.57 3.1’ 3.03 3.24 3.01 3.10 
Acetylsalicylsaure 3.12 3.02 3.07 2.52 2.57 2.64 
Paracetamol 3.12 3.04 2.99 3.09 3.07 3.18 
Aesculin 2.90 2.80 x30 2.70 2.58 2.83 

* In miiglichst kleiner Menge eingespritzt (50 bis 200 ng). Einspritzvolumen: IO pl. 

werden. kann durch die Donnan’s Gleichgewichtsverteilungen erklart werden oder/ 
und dadurch, dass die erw%hnten Substanzen unter bestimmten Bedingungen nicht 
in die Poren der station&en Phase eindringen k(innen (Solvathtille). 

Als Richtlinie zur Erstellung von Analysenmethoden schlagen wir vor, die 
HPLC-Bedingungen so zu wghlen, dass der Peak der zu bestimmenden Substanz 
nach dem Thiohamstoff-Peak kommt und von diesem vollstandig getrennt ist. 

Homologe Reihe 
Analog zur Gaschromatographie besteht such bei der “Reversed-phase” 

HPLC die Moglichkeit, die Totzeit durch das Chromatographieren einer homologen 
Reihe zu berechnetF. Grundlage dazu ist das lineare VerhHltnis zwischen Logarith- 
mus der Netto-Retentionszeit (r, = T, - T,,) und der homologen Zahl (n) der 
entsprechenden Substanz6. 

log ( TR - T.,*:tr) = mz + b 

Wir haben Versuche mit nur einer homologen Reihe (p-Hydroxy-benzoes5u- 
reester) durchgefilhrt (Tabelle III). Die so errechneten Totzeiten weichen ein wenig 
von den direkt gemessenen ab. Es scheint, dass es einen weiteren Einflussparameter, 
wenigstens fur die eingesetzte homologe Reihe, gibt, weil die berechnete Totzeit mit 
abnehmendem Methanol-Anteil in der mobilen Phase, d.h. mit zunehmendem Kapa- 
zitatsfaktor, zunimmt (Tabelle IV). 
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TABELLE III 

RETENTIONSZEITEN (mm) EINER HOMOLOGEN REIHE 

Konstant gehaltene experimentelle Bedingungen: Fluss: 2.0 ml/mm. Same: Knauer-Fertigsgule RP-8, 7 
pm, 75 x 0.46 cm; Einrichtung: Hewlett-Packard Fliissigchromato_gzaph Model1 1084; Temperatur: 
25°C. 

Hontologe Substax Hontologe 
Zahl 

Mobile Phase Methanol- Wasser 

65.35 60.40 5_5:45 

pHydroxybenzoe&iure- 
-methylester 
-aethylester 
-propylester 
-butylester 

1 3.36 2.73 3.29 
2 2.76 3.40 4.44 
3 3.46 4.61 664 
4 4.58 6.71 10.67 

TABELLE IV 

VERGLEICH ERRECHNETER UND GEMESSENER TOTZEITEN 

Konstant gehaltene experimentelle Bedingungen: Fluss: 2.0 ml/min; Slule: Knauer-Fertigsaule RP-8, 7 
F, 25 x 0.46 cm; Eimichtung: Hewlett-Packard Fliissigchromatograph iModel 1084; Temperatur: 
25°C. 

Mobile phase 
Methanol- Wasser 

Torzeit, errechnet aus den 
Rerentionszeiten einer 
hontologen Reihe (Tabelle III) 
(Iterationsntethode) (ntin) 

Totzeit durch 
Thioharttstofl 

gentessen (mitt) 

65:35 1.75 I.62 
60:46 1.85 1.63 
55 :45 I.96 1.65 
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