Was bedeutet HPLC

Hauptsachlich zur Messung von kleinen Molekullen bedient man sich heute in vielen
Laboratorien der Hochdruckflissigchromatographie (HPLC, engl. High Pressure
Liquid Chromatography). Die Bestimmung mittels HPLC gilt als ein
Referenzverfahren flr eine Vielzahl von Analyten. Der HPLC-Analyse ist haufig eine
Probenvorbereitung vorgeschaltet. Hierbei werden stérende Substanzen entfernt.
Desweiteren kann anhand von spezifischen Derivatisierungsverfahren das zu
bestimmende Moleklil selektiv in sehr niedriger Konzentration sichtbar gemacht
werden.

In einem technologisch aufwendigen Verfahren werden die Probenbestandteile auf
einer speziellen Trennsaule aufgetrennt. In der Trennsaule befindet sich ein
modifiziertes Kieselgel, welches in Abhangigkeit von der Zusammensetzung der
mobilen Phase die Probenbestandteile selektiv zurickhalt. Die Trennsaulen sind sehr
dicht gepackt, sodass Hochleistungspumpen konstante Volumenstrome bei einem
Druck von ca. 100 bar leisten miussen. Nach einer, fur jedes Molekul spezifischen
Zeit, passieren die Analyten eine Detektionseinheit. Die am meisten eingesetzten
Detektionssysteme in der Vitaminanalytik sind der UV-Detektor und der Fluoreszenz-
Detektor. Bei dem UV-Detektor wird die Eigenschaft der Analyten genutzt,
eingestrahltes Licht einer definierten Wellenlange zu absorbieren. Bei der
Fluoreszenzdetektion wird die Eigenschaft eines Molekuls genutzt, eingestrahltes
Licht einer definierten Wellenlange in einer anderen Wellenlange wieder
abzustrahlen.

Die Intensitat des Detektorsignals wird Uber einen bestimmten Zeitraum
aufgenommen und grafisch dargestellt. Das so erhaltene Chromatogramm zeigt ein
charakteristisches Signalmuster, wobei die Flache unterhalb eines Peaks der
Konzentration des jeweiligen Analyten entspricht. Zur Quantifizierung wird die
Konzentration der Probe mit einem mitgefuhrten Kalibrator verglichen. Zur
Uberprifung der Qualitat werden bei jeder Messreihe Kontrollen mit definierter
Konzentration mitbestimmit.

Die Firma ImmuChrom GmbH (www.immuchrom.de) liefert eine Vielzahl von
spezifischen HPLC Testkits zur Bestimmung von Vitaminen, Oxidantien und
Antioxidantien.
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