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XIII

Vorwort

In der Chromatographie liegt der Fokus auf der Probenvorbereitung und der 
Trennung selbst. Das ist auch gut so, denn eine schlechte Trennung ist im 
Nachhinein nicht „reparierbar“. Wir haben allerdings den Eindruck gewonnen, 
dass im Alltagsstress der anschließenden Auswertung und auch der Bewertung 
der Ergebnisse nicht immer mit der gebührenden Vorsicht begegnet wird. Man 
verlässt sich gerne auf die Auswerteprogramme – schließlich ist ja die Integrati-
onssoftware validiert und dies wird per Hersteller-Zertifi kat „belegt“. Dass sich 
die Integrationsalgorithmen seit 30 Jahren nur unwesentlich geändert haben 
und dass z. B. die Fläche verschmolzener Peaks stets per Lotfällung bestimmt 
wird, wird kaum als Problem registriert. Auch reduziert sich die Bewertung der 
Ergebnisse oft auf die Frage: „Passt der VK und ist mein Wert „in spec“?“. Das 
mag manchmal ausreichen, manchmal aber auch nicht.

Wir möchten uns in diesem Buch z.B. mit den folgenden Fragen beschäftigen: 
„Wie „richtig“ integrieren eigentlich kommerzielle Systeme?“, „Kann man dies 
überhaupt überprüfen?“, „Wie wichtig sind Einstellparameter, was bewirken 
sie?“ usw. Wir wollten uns aber auch mit Fragen auseinandersetzen, wie: „Wie 
kann ich ein Ergebnis wirklich beurteilen?“, „Wie wahrhaftig kann ein Ergebnis 
sein?“ und schließlich: „Was sagt „die Behörde“ dazu, was muss ich tun, wo 
bin ich frei?“. Dazu haben wir erfahrene Kollegen eingeladen, die ihr Wissen 
in diversen Bereichen zur Verfügung gestellt haben. Diesen Kollegen gilt unser 
herzlicher Dank.

Das Ziel des Buches ist es, zum einen aufzuzeigen, dass man Auswertesys-
temen vielleicht nicht immer blind vertrauen sollte und dass es sich lohnt, ein 
tieferes Verständnis für das Integrieren zu entwickeln. Zum anderen einen Bei-
trag zu leisten, wie chromatographische Ergebnisse kritisch hinterfragt werden 
können, vor allem wenn es um brisante quantitative Aussagen geht. Wir hoffen, 
dem Leser möglichst viele Anregungen und Ideen zu geben, die eigene „rich-
tige“ Auswerte- und Bewertungspraxis zu fi nden. Dem Verlag WILEY-VCH und 
insbesondere Frank Weinreich und Steffen Pauly danken wir für die sehr gute 
Zusammenarbeit.

Saarbrücken und München Stavros Kromidas

Januar 2008 Hans-Joachim Kuss
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XVII

Zum Aufbau des Buches

Das Buch besteht aus drei Teilen.

Teil I: Grundsätzliches zur Auswertung und Bewertung 
von chromatographischen Daten

Im Teil I wird dargestellt, wie chromatographische Daten erzeugt sowie Ergeb-
nisse bewertet werden können. Im Kapitel 1 (Daniel Stauffer) wird dargelegt, 
wie überhaupt ein Chromatogramm entsteht und welche Faktoren die Peakform, 
die Peakhöhe und die Peakfl äche beeinfl ussen. Ferner wird auf die Einstellpara-
meter bei der Integration eingegangen. Kapitel 2 (Hans-Joachim Kuss) widmet 
sich schwerpunktmäßig der Integration. Es wird der Frage nachgegangen, wie 
„richtig“ eigentlich kommerzielle Auswerteprogramme integrieren (können). 
Ferner wird anhand zahlreicher Beispiele eine Möglichkeit aufgezeigt, wie dies 
überprüft werden kann. Schließlich wird der Einsatz der gewichteten Regression 
erklärt und diskutiert. Die allgemeinen Kriterien zur Beurteilung von analytischen 
Daten werden im Kapitel 3 (Joachim Ermer) systematisch vorgestellt und kritisch 
hinterfragt. Teil I wird mit Kapitel 4 beendet, in dem die metrologischen Aspekte 
der Beurteilung von analytischen Daten mit einer detaillierten Diskussion der 
Messunsicherheit behandelt werden (Ulrich Panne).

Teil II: Die Charakteristika der Auswertung in einzelnen LC-Modi

Im Teil II wird auf Spezifi ka in folgenden chromatographischen Techniken 
eingegangen, Spezifi ka, die bei der Auswertung, aber auch bei der Beurteilung 
von chromatographischen Ergebnissen, berücksichtigt werden sollten: Gaschro-
matographie (Werner Engewald), Ionenchromatographie (Heiko Herrmann und 
Detlef Jensen), Gelpermeationschromatographie (Daniela Held und Peter Kilz) 
und LC-MS-Kopplung (Hartmut Kirchherr).

Teil III: Anforderungen an und Umgang mit chromatographischen Daten 
aus Sicht von Organisationen und Behörden

Im Teil 3 werden die Anforderungen seitens Organisationen/Behörden an chro-
matographische Daten dargestellt – sowohl das Formale als auch das Inhaltliche 
betreffend. Hier kommen die am stärksten reglementierten Bereiche zur Spra-
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XVIII

che: Lebensmittel, Umwelt, Pharma. Im ersten Kapitel 9 (Herbert Otteneder) 
werden die Anforderungen an die Beurteilung von analytisch/chromatogra-
phischen Daten in der Lebensmittelindustrie beleuchtet. Günter Papke stellt 
im Kapitel 10 die Vorgaben eines Landesuntersuchungsamtes für den Umgang 
mit analytischen Daten dar. Der am stärksten reglementierte Bereich ist gewiss 
Pharma. Die Anforderungen dort werden aus dreierlei Blickwinkeln erläutert: 
aus Sicht eines Angehörigen des EU-Direktoriats (Ulrich Rose, Kapitel 11), aus 
Sicht der nationalen Behörde BPharm (Susanne Keitel, Kapitel 12) und aus Sicht 
der Pharmaindustrie (Joachim Ermer, Kapitel 13). Statt eines Nachwortes wird 
im abschließenden Kapitel 14 (Stavros Kromidas) kurz der alltägliche Umgang 
mit Zahlenwerten diskutiert.

Die einzelnen Kapitel wurden so verfasst, dass sie abgeschlossene Module 
darstellen, ein „Springen“ ist jederzeit möglich. Dadurch wurde versucht, dem 
Charakter des Buches als Nachschlagwerk gerecht zu werden. Es ist das Anliegen 
der Herausgeber, ein Ideenbuch vorzustellen mit möglichst vielen Anregungen, 
eigene Lösungen zu fi nden. Deshalb wurden abweichende Auffassungen der 
Autoren zu einem Thema akzeptiert, auch manche Wiederholung wurde in Kauf 
genommen, um die Harmonie im textlichen Kontext nicht zu beeinträchtigen. 
Der Leser möge von der unterschiedlichen Darstellung des Themas und der 
individuellen Gewichtung der Autoren profi tieren.

Zum Aufbau des Buches
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Teil I 

Auswertung in der Chromatographie – die Integration
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1 

Das  Chromatogramm

Daniel Stauffer

1.1 

 Chromatographischer Prozess

Eine  chromatographische Trennung ist dann erfolgreich, wenn es gelingt, die 
einzelnen Komponenten des zu trennenden Gemischs unterschiedlich schnell 
durch die Trennstrecke (stationäre  Phase) wandern zu lassen. Die Möglichkeiten, 
unterschiedliche  Wanderungsgeschwindigkeiten der einzelnen Analyten zu rea-
lisieren, lassen sich in zwei Gruppen aufteilen:

1. Die  Retention erfolgt durch unterschiedlich starke Sorption des Analyten an 
die stationäre Phase = unterschiedliche absolute Wanderungsgeschwindigkeit 
(z. B.   Normalphasen-/  Umkehrphasenchromatographie,   Verteilungschromato-
graphie,   Ionenaustauschchromatographie,   Affi nitätschromatographie).

2. Die poröse stationäre Phase teilt unterschiedlich großen Analytenteilchen 
unterschiedlich große Räume innerhalb der Trennstrecke zu, in welchen sie 
sich aufhalten können. Moleküle welche so groß sind, dass sie sich nur im 
Zwischenkornvolumen und somit im strömenden Eluenten aufhalten können, 
wandern am schnellsten. Weil die Wanderungsgeschwindigkeit für alle diese 
Teilchen ungefähr gleich groß ist, werden sie nicht getrennt. Kleinere Mole-
küle können durch Diffusion zusätzlich in die Poren der stationären Phase 
gelangen. In den Poren steht der Eluent. Die Wanderungsgeschwindigkeit der 
Analytenteilchen in Flussrichtung ist somit während ihres Aufenthaltes im Po-
renvolumen der stationären Phase gleich null. Je kleiner die Analytenmoleküle 
sind, umso größer ist das für sie zugängliche Porenvolumen und somit die 
Aufenthaltszeit im stehenden Eluenten. Daraus resultieren für unterschiedlich 
große Moleküle unterschiedlich lange  Wanderungswege = unterschiedliche 
relative  Wanderungsgeschwindigkeit.   Größenausschlusschromatographie 
(  Size Exclusion Chromatography, SEC),   Gelpermeationschromatographie (GPC) 
und   Gelfi ltrationschromatographie (GFC) sind die gängigsten Bezeichnungen 
für diese Art von  Chromatographie.
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1 Das Chromatogramm4

Die Wanderungsgeschwindigkeit der einzelnen Analyten kann durch Verändern 
verschiedener Einfl ussgrößen wie Zusammensetzung der mobilen  Phase, Art der 
stationären Phase, Temperatur etc. mehr oder weniger kontinuierlich verändert 
werden. Man kann von einer analogen1)  Chromatographie sprechen. Quantifi zie-
rung mittels Chromatographie erfolgt in der Regel auf diese Art.

Bei der Chromatographie mittels Sorption können die chromatographischen 
Bedingungen im Idealfall so gewählt werden, dass nur eine Komponente wan-
dert und die anderen Komponenten am Kopf der Trennstrecke total festgehal-
ten werden resp. dass nur eine Komponente festgehalten wird und die andern 
Komponenten wandern. Die am Säulenkopf festgehaltenen Moleküle werden 
anschließend durch Änderung der chromatographischen Bedingungen zum 
Wandern gebracht. Diese, hauptsächlich in der präparativen  Chromatographie 
angewendete, Methode wird oft als digitale1)  Chromatographie bezeichnet.

1.1.1 

 Selektivität und  Effi zienz – Maß für die unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit

In der Chromatographie müssen wir zwischen zwei Arten von unterschiedlichen 
Wanderungsgeschwindigkeiten unterscheiden. Gewünscht ist, dass unterschied-
liche Spezies von Molekülen unterschiedlich schnell wandern. Das führt schluss-
endlich zur Trennung der einzelnen Komponenten. Je größer der Unterschied der 
Wanderungsgeschwindigkeit der unterschiedlichen Komponenten, umso besser 
ist die Trennung. Das System besitzt eine gute Selektivität (s. Abb. 1.1 und 1.8).

Auf der andern Seite haben auch die gleichartigen Moleküle leicht unter-
schiedliche Wanderungsgeschwindigkeiten. Dieser unerwünschte Unterschied 
in der Wanderungsgeschwindigkeit wird als Effi zienz (s. Abb. 1.2) des chroma-

Abb. 1.1  Unterschiedliche Arten von Molekülen wandern unterschiedlich 

schnell. Dieser gewünschte Unterschied der Wanderungsgeschwindigkeiten 

wird als Selektivität des chromatographischen Systems bezeichnet.

Abb. 1.2  Auch gleichartige Moleküle haben infolge von Eddy-Diffusion, 

Längsdiffusion und Massenaustauschverzögerung leicht unterschiedliche 

Wanderungsgeschwindigkeiten, was zu Bandenverbreiterung führt 

(= Effi zienz des chromatographischen Systems).

1) Analog und digital beziehen sich auf die Wanderungsgeschwindigkeit der Analyten.
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5

tographischen Systems bezeichnet. Kleine Unterschiede in der Wanderungsge-
schwindigkeit gleichartiger Moleküle = schmale Peaks = gute Effi zienz = große 
theoretische  Bodenzahl (s. Gl. 1.9).

1.2 

 Chromatographische Kenngrößen

Bei analytischen Anwendungen ist der Zweck der Chromatographie, ein  Chroma-
togramm zu erhalten, welches uns alle gewünschten Informationen liefert [1].

1.2.1 

  Retentionsgrößen

Diese bieten uns die Möglichkeit, Aussagen über die Art einer Probekomponente 
zu machen.

Normalerweise werden Retentionszeiten verwendet; an Stelle der  Retentionszeit 
wird oft auch das  Retentionsvolumen verwendet, weil dieses vom Eluentenfl uss 
unabhängig ist.

= ⋅R RV t F  (1.1)

mit:
VR = Retentionsvolumen, tR = Retentionszeit, F = Eluentenfl uss.

Retentionsgrößen werden im Chromatogramm immer dort 

bestimmt, wo die höchste Probenkonzentration gemessen wird; 

also bei der Peakspitze.

1.2.1.1   Totzeit (tm; t0)

Unter Totzeit versteht man die Zeit, welche ein nicht-retardiertes Teilchen braucht, 
um die Trennstrecke zu durchqueren. Während dieser Zeit halten sich alle Probe-
teilchen in der mobilen Phase auf. Die genaue Bestimmung der Totzeit ist nicht so 
einfach; für die meisten Zwecke genügt es, die Totzeit mit einem sog. „Totzeitmar-
ker“ zu messen (z. B. Methan in der GC resp. Nitromethan, Thioharnstoff, Uracil 
oder KNO3 in der LC). Genauer erhält man die Totzeit durch Berechnung aus den 
Bruttoretentionszeiten von mindestens drei homologen Verbindungen, weil log k 
von Homologen in linearer Abhängigkeit zu deren Molmassen steht [9].

1.2.1.2   Bruttoretentionszeit (tms; tR)

Als Bruttoretentionszeit wird die durchschnittliche Zeit bezeichnet, welche ein Pro-
beteilchen braucht um die Trennstrecke zu durchqueren. Die Bruttoretentionszeit 
setzt sich zusammen aus den Zeiten während welcher sich ein Probeteilchen in der 
mobilen und in (an) der stationären Phase aufgehalten hat. In Chromatogrammen 
werden die einzelnen Peaks in der Regel mit der Bruttoretentionszeit beschriftet.

1.2 Chromatographische Kenngrößen
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1 Das Chromatogramm6

1.2.1.3 Nettoretentionszeit (ts)

Die Nettoretentionszeit sagt aus, wie lange sich eine Probekomponente in (an) 
der stationären Phase aufgehalten hat.

= +ms m st t t  (1.2)

mit:
tm = Totzeit, ts = Nettoretentionszeit, tms = Bruttoretentionszeit.

1.2.1.4   Retentionsfaktor oder   Kapazitätsfaktor (k; k )

Der Retentionsfaktor entspricht der Nettoretentionszeit, ausgedrückt in Anzahl 
Totzeiten. Als relative Retentionsgröße ist der k-Wert praktisch unabhängig vom 
Eluentenfl uss und von den Säulendimensionen.

−
= = = −s ms m ms

m m m

1
t t t t

k
t t t

 (1.3)

mit:
k = Retentionsfaktor, tm = Totzeit, ts = Nettoretentionszeit, 
tms = Bruttoretentionszeit.

1.2.2 

 Peak-Ausdehnung und  Peakform

1.2.2.1  Basispeakbreite (wb)

Die Basispeakbreite wird zwischen den Schnittpunkten der auf- und der abstei-
genden Wendetangente mit der Basislinie gemessen. Bei idealen chromatogra-
phischen Peaks (Gauß-Peaks) befi ndet sich die Basispeakbreite in 13,4% der 
Peakhöhe und entspricht der vierfachen Standardabweichung der Normalver-
teilung (s. Abb. 1.4).

Abb. 1.3  Totzeit und Brutto- resp.   Nettoretentionszeit von Peak Nr. 3. 

tm = Totzeit, ts = Nettoretentionszeit, tms = Bruttoretentionszeit.
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7

1.2.2.2  Peakbreite in halber Höhe (wh)

Weil es nicht ganz einfach ist, die Basispeakbreite zu bestimmen, wird oft die 
Peakbreite in halber Höhe (Halbwertsbreite) in Berechnungen eingesetzt (selbst-
verständlich muss die Formel entsprechend korrigiert werden).

1.2.2.3  Peakhöhe (h)

Die Peakhöhe ist die Ausdehnung des Peaks, von der Peakspitze bis zum Schnitt-
punkt mit der Basislinie (senkrecht zur Zeitachse gemessen).

1.2.2.4 Peaksymmetrie,  Tailingfaktor (T )

Der Symmetriefaktor eines Peaks sagt aus, wie gut seine Form der Idealform 
eines chromatographischen Peaks (Gauß’sche Glockenkurve) angenähert ist. Der 
Tailingfaktor wird in Europa meistens in 10% (manchmal auch 5% oder 15%) der 
Peakhöhe bestimmt (s. Gl. 1.4).

Abb. 1.4  Die Basispeakbreite (wb) und die Peakbreite in halber Höhe (b0,5). 

Bei idealen Peaks befi ndet sich die Basispeakbreite in 13,4% der Peakhöhe.

Abb. 1.5  Die Peakhöhe wird von der Peakspitze bis zur Basislinie gemessen.

1.2 Chromatographische Kenngrößen
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1 Das Chromatogramm8

= b
T

a
 (1.4)

mit:
T = Symmetrie- resp. Tailingfaktor, a = Breite der aufsteigenden Peakseite (in 
0,1 h), b = Breite der absteigenden Peakseite (in 0,1 h).

Nach USP werden die Werte in 5% der Peakhöhe gemessen. Die Berechnung 
erfolgt nach folgender Formel:

+=
2

a b
T

a
 (1.5)

mit:
T = Symmetrie- resp. Tailingfaktor, a = Breite der aufsteigenden Peakseite (in 
0,05 h), b = Breite der absteigenden Peakseite (in 0,05 h).

Langsames Ansteigen und schnelles Abfallen des Peaksignals nennt man Lea-

ding oder Fronting. Das Umgekehrte, schneller Anstieg und langsames Abfallen, 
nennt man Tailing.

Abb. 1.6  Die Peaksymmetrie wird in 10% (5%) der Peakhöhe gemessen, 

wobei a die „halbe“ Peakbreite der aufsteigenden und b der absteigenden 

Peakseite bezeichnet.

Abb. 1.7         Peakleading und  Peaktailing. In der Praxis kommt das Peaktailing 

viel öfter vor als das Leading. Aufgepasst: In vielen Publikationen fi ndet man 

Chromatogramme, bei welchen die Zeitachse von links nach rechts verläuft, 

weil zur Aufzeichnung des Chromatogramms z. B. ein Kompensations-

schreiber verwendet wurde.
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Symmetrischer Peak: T = 1
Peaktailing: T > 1
Peakleading: T < 1

1.2.3 

 Aufl ösungsgrößen

1.2.3.1 Die  Aufl ösung (R)

Die Aufl ösung ist ein Maß, wie gut zwei Komponenten voneinander getrennt sind. 
Als Aufl ösung wird das Verhältnis von Selektivität und Effi zienz eines Systems 
bezeichnet. Sie sagt nichts darüber aus, wie breit die Peaks sind.

Unaufgelöste Peaks (Abb. 1.8 a) können getrennt werden durch:
Vergrößern der Effi zienz des Trennsystems (Abb. 1.8 b), 
Vergrößern der Selektivität (Abb. 1.8 c). 

Abb. 1.8  Unaufgelöste Peaks (a) können getrennt werden durch: 

Vergrößern der Effi zienz des Trennsystems (b) oder Vergrößern der Selektivität (c).

 Selektivität = Maß für den Retentionsunterschied zweier Komponenten

großer Retentionszeit-Unterschied = selektives System

 Effi zienz = Maß für die Peakverbreiterung einer Komponente

schmale Peaks = effi zientes System

Wenn man Gleichung (1.7) etwas näher betrachtet, lassen sich drei wichtige 
Aussagen ableiten:

1.2 Chromatographische Kenngrößen
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1 Das Chromatogramm10

1. Die Selektivität ist die empfi ndlichste Größe zur Beeinfl ussung der Aufl ösung 
[10].

2. Die Aufl ösung lässt sich zwar leicht durch Vergrößern der  Bodenzahl, sprich 
Verlängern der Säule, erhöhen. Weil die Effi zienz aber nur als N  in die 
Gleichung eingeht, sind die Nachteile, wie Verlängerung der Analysenzeit, 
Erhöhung des Gegendrucks etc., oft größer als der Gewinn. Wenn die Aufl ö-
sung über die Verbesserung der Effi zienz gesteigert werden soll, dann ist es 
besser, den Teilchendurchmesser der stationären Phase zu verringern, als die 
Säulenlänge zu vergrößern, weil so die Analysenzeit gleich bleibt.

3. Liegen die Peaks nahe der  Totzeit (k = klein), kann die Aufl ösung durch Ver-
größern von k (Verringern der Elutionskraft des Eluenten) stark gesteigert 

werden. Weil der Term 
+1
k

k
 gegen eins strebt, ist in der Regel ein Wert von 

k zwischen zwei und zehn sinnvoll.

− ⋅ −= = =+ +
R R R R R

b b b h h

(2) (1) 1,177 [ (2) (1)]
(1) (2) (1) (2)

2

t t t t t
R

w w w w w
 (1.6)

mit:
R = Aufl ösung, tR(1) =  Retentionszeit des schneller eluierenden Peaks, tR(2) = Re-
tentionszeit des langsamer eluierenden Peaks, wb(1) = Basispeakbreite des schnel-
ler eluierenden Peaks, wb(2) = Basispeakbreite des langsamer eluierenden Peaks, 

bw  = mittlere Basispeakbreite, tR = Retentionszeit-Unterschied, wh(1) = Halb-
wertsbreite des schneller eluierenden Peaks, wh(2) = Halbwertsbreite des lang-
samer eluierenden Peaks.

−=
+

2
2

2

1
0,25

1

k
R N

k
 (1.7)

mit:
R = Aufl ösung,  = relative Retention (k2/k1), k1 = Retentionsfaktor der schneller 
eluierenden Komponente, k2 = Retentionsfaktor der langsamer eluierenden 
Komponente, N2 = theoretische Bodenzahl der langsamer eluierenden Kompo-
nente.

Damit ein Chromatogramm quantitativ ausgewertet werden kann, ist anzustreben, 
die einzelnen Peaks möglichst so voneinander zu trennen, dass jeder Peak von 
der Basislinie aus startet und wieder zur Basislinie zurückkehrt.

Anzustreben ist eine genügend große Aufl ösung (R  1,5–2), 

nicht eine möglichst große Aufl ösung.

1.2.3.2 Quantitative Größe der  Selektivität

Als Maß für die Selektivität eines Trennsystems wird das Verhältnis der Retenti-
onsfaktoren zweier Peaks verwendet.
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