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1 Versuch HPLC

1.1 Aufbau und Funktionsprinzip einer HPLC-Anlage

1.1.1 Einfiihrung:

Der Name Chromatographie geht auf die friihen Anfénge dieser Technik zuriick, bei denen verschiedene Farbstoffgemische
getrennt wurden. Tswett, der als Begriinder der modernen Chromatographie gilt, benutzte ab 1906 als erster die Begriffe
Chromatographie und Chromatogramm. Chromatographie bedeutet wortlich "Farbschreibung".

Nach einer lidngeren Entwicklung entstand in den letzten Jahrzehnten die modernste Form der chromatographischen
Trenntechnik, die Hochleistungs- bzw. Hochdruckfliissigkeitschromatographie. Die Abkiirzung HPLC kommt aus dem
Englischen (High Performance (Pressure) Liquid Chromatography).

1.1.1.1  Prinzip der Chromatographie

Bei allen chromatographischen Verfahren werden Stoffgemische in Einzelkomponenten aufgetrennt. Allen
Chromatographiearten ist gemeinsam, dafl ein Losungsmittel (oder Gas), die mobile Phase, an einer unbeweglichen stationédren
Phase vorbeistromt. Besitzen die Komponenten unterschiedliche Affinitdt zur stationdren bzw. mobilen Phase, kdnnen sie
getrennt werden. Komponenten, welche schwiécher an die stationére Phase gebunden werden, von der mobilen Phase stirker
mitgerissen und verlassen die stationire Phase frither. Umgekehrt wandern Probenbestandteile, welche stark an die stationére
Phase gebunden werden, langsamer.

1.1.1.2  Anwendungsgebiete der HPLC

Die HPLC ist ein sehr vielseitig einsetzbares Analyseninstrument. Anwendung findet die HPLC unter anderem in folgenden
Bereichen:

Lebensmittelanalytik

Umweltiiberwachung

Klinische Chemie

Medizinische Forschung

Biochemie

Prozesskontrolle in verschiedenen industriellen Zweigen

Gegeniiber der Gaschromatographie hat die HPLC folgende Vorteile: Es kdnnen Substanzen untersucht werden, die nicht
fliichtig sind bzw. nicht unzersetzt verdampfbar sind. Meistens sind die Trennzeiten bei der HPLC geringer. Die
Gaschromatographie bleibt, trotz der Fortschritte der HPLC in den letzten Jahren, eine unverzichtbare und vielseitige
Analysentechnik.

2-



1.1.2 Gerdteaufbau:

1.1.2.1  Aufbau einer HPLC-Anlage:
Ein HPLC-Gerit besteht im allgemeinen aus folgenden Teilen:

Eine oder mehrere Kolbenpumpen

Injektor

- Trennséule

Detektor

Schreiber oder Integrator bzw. Rechner (Bei den modernen HPLC-Geréten iibernimmt der Rechner nicht nur die
Aufnahme und Verarbeitung der Me3daten, sondern steuert die gesamte HPLC.)

Prinzipieller Aufbau einer HPLC
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1.1.2.2  Die Trennsdule:

Trennsdulen fiir analytische Zwecke sind meist Stahlrohre mit einem Innendurchmesser von 2-5mm, die mit der stationdren
Phase gefiillt sind. An das Materials des Rohres werden besondere Anforderungen gestellt. Es muf3 korrosionsbestindig sein,
hohen Driicken standhalten und chemisch innert gegeniiber den zu trennenden Substanzen sein. Gelegentlich werden auch
Trennsédulen aus Glas oder Kunststoff verwendet. Da die meisten Sdulenfiillungen empfindlich gegen Druckstdfe sind, sollte
die Forderrate der Pumpe nicht abrupt geédndert werden.
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1.1.2.3  Siulenfiillmaterialien:

Das am meisten verwendete Fiillmaterial fiir Trennsdulen ist chemisch verdndertes Kieselgel. Kieselgel besteht aus
dreidimensional vernetztem SiO,, wobei die freien Enden durch OH-Gruppen abgeschlossen werden. Hergestellt werden
Silikagele durch saure Hydrolyse von geeigneten Siliziumverbindungen wie z.B. Natriumsilikat. Es entsteht dabei
Monokieselsdure, die durch Kondensation (= Wasserabspaltung) Polykieselsdure bildet.

Meistens wird in der HPLC kein reines Kieselgel verwendet, sondern chemisch modifiziertes. Durch ein geeignetes Reagenz
wird an die freien OH-Gruppen ein organischer Rest angekoppelt. Die meistens verwendeten S&ulenfiillmaterialien sind
sogenannte Reversed Phase Kieselgele. (Bei der klassischen Chromatographie wird als stationdre Phase polares, chemisch
nicht verdndertes Kieselgel verwendet und als mobile Phase ein unpolares Losungsmittel. Bei Reversed-Phase Materialien
werden Kohlenwasserstoffketten an die OH-Gruppen gebunden, wodurch das Kieselgel unpolar wird. Als mobile Phase
werden polare Losungsmittelgemische verwendet.) Reversed Phase Sdulen zeigen gegeniiber den normalen Kieselgelfiillungen
hohere Trennleistungen und héhere Belastbarkeit.

Da die Trennleistung einer Sdule mit sinkender Teilchengrofle der stationdren Phase zunimmt, haben die heute verwendeten
Saulenfiillmaterialien eine Korngréle zwischen 4pm und 10pum bei einer engen KorngréBenverteilung. Da die Teilchen in
einer Séule dicht gepackt sind, ergeben sich hohe Stromungswiderstinde, so da} bei den iiblichen Férdermengen der mobilen
Phase von 0,5-2ml/min Driicke zwischen 80 und 200bar entstehen.

Chemisch Modifiziertes Silikagel

Kieselgeloberfliiche mit Silanolgruppen Reversed-Phase Material (C8-Typ)
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Je nach Art der Wechselwirkung zwischen stationdrer Phase, mobiler Phase und Probenkomponenten unterscheidet man
folgende wichtige fliissigchromatographische Verfahren:

1.1.2.4  Chromatographiearten

1.1.2.4.1 Adsorptionschromatographie:

Als stationire Phase dient ein relativ polares Material mit groBer spezifischer Oberfliche (als Adsorbens wird meistens
Silikagel verwendet, wobei die auf der Oberflache sitzenden Silanolgruppen die aktiven Zentren darstellen). Als mobile Phase
werden Losungsmittel verwendet, die gegeniiber der stationdren Phase unpolar sind. Polare Substanzen werden stirker an die
stationdre Phase adsorbiert und eluieren spiter als unpolare Stoffe. Die Methode wird angewendet: zur Trennung
unterschiedlich polarer organischer Substanzen.

1.1.2.4.2  Chromatographie mit Phasenumkehr (Reversed Phase Chromatographie):

Hier sind die Verhéltnisse genau umgekehrt wie bei der Adsorptionschromatograpie. An die Silanolgruppen des Silikagels
werden chemisch unpolare Alkanreste (C8 oder C18) gebunden. Der Eluent ist polar und besteht meisten aus einem Gemisch
von Methanol oder Acetonitril und Wasser. Die Methode wird ebenfalls zur Trennung unterschiedlich polarer Molekiile
angewendet.

Gegeniiber der "normalen" Adsorbtionschromatographie besitzt die reversed Phase Chromatographie einige Vorteile: Hohere
Trennleistung und Reproduzierbarkeit. Die Trennsédulen lassen sich mit groBeren Stoffmengen belasten.

1.1.2.4.3  Chromatographie an chemisch gebundenen Phasen:

Durch geeignete chemische Umsetzungen lassen sich an die Silanolgruppen des Silikagels organische Reste koppeln. Auf
diese Weise lassen sich die Eigenschaften der Trennsdulen in weiten Bereichen gezielt verdndern. Die Reversed Phase
Chromatographie stellt den wichtigsten Spezialfall dieser Technik dar.

1.1.2.44  Sonstige:

Es gibt noch eine Reihe von anderen speziellen Chromatographiearten, die durch andere physikalisch-chemische
Wechselwirkungen zwischen mobiler Phase, stationdrer Phase und Probenmolekiilen eine Trennung der Probenkomponenten
bewirken.

Eine industriell wichtige Abart der HPLC ist die priaparative HPLC. Mit ihr konnen Substanzen in grolerem Maf3stab gereinigt
werden, die auf andere Art und Weise nicht leicht voneinander trennbar oder sehr instabil sind. (z.B. Trennung der seltenen
Erden, Reinigung und Trennung von Proteinen und Peptiden).

1.1.2.5  Die Kolbenpumpe

Die HPLC-Pumpe hat die Aufgabe, die mobile Phase durch die Trennsdule zu fordern. Folgende Forderungen werden an eine
derartige Pumpe gestellt:

1. Ausreichende Forderleistung

2. Geringe Pulsation, um eine stabile Detektion zu erreichen.

3. Konstante Forderleistung, um die Trennungen reproduzierbar zu machen

4. Geringes Innenvolumen, um schnelle Gradientenbildung zu erméglichen

5. Druckstabilitét, da je nach Saulenfiillung hohe Driicke bis 400bar auftreten konnen.

Der tiberwiegend eingesetzte Pumpentyp ist die Kurzhub-Kolbenpumpe. Da die Pumpen hohen Belastungen ausgesetzt sind,
unterliegen sie starkem Verschleif3.
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Zur Dampfung der stérenden Pulsation werden meist zwei Pumpen verwendet die phasenverschoben arbeiten

1.1.2.6  Detektoren

Der Detektor erfat Anderungen in der Zusammensetzung der mobilen Phase. Hierzu werden meBbare physikalisch-chemische
Eigenschaften der Probenkomponenten, wie Brechungsindex, Lichtabsorption, Fluoreszenz, Leitféhigkeit, .... in elektrische
Signale umgewandelt. Die Signale werden dann von einem Schreiber oder Rechner registriert.

Die wichtigsten Detektoren der HPLC sind die UV-Detektoren. Es gibt Festwellenldngen-Detektoren, Detektoren mit variabler
Detektionswellenldnge und Diodenarraydetektoren zur Erfassung eines groBeren Wellenlédngenbereichs. UV-Detektoren
messen die Schwichung der UV-Strahlung durch Probenkomponenten bei einer fest einzustellenden Wellenlénge.

Prinzip eines HPLGC-UV-Detektors mt variabler Wll
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1.1.2.7  Injektoren

Injektoren fiir die HPLC miissen hohen Driicken standhalten und eine exakt reproduzierbare Probenmenge auf die Trennsiule
bringen konnen. Hierzu werden heutzutage nur noch Injektoren mit Dosierschleife verwendet.

Funktion:

Injektoren bestehen aus einem 6-Wegventil und der Injektionsschleife, wobei das Ventil in zwei Positionen (1. Befiillen der
Schleife (LD oder Load-Position; 2. Analysenbetrieb (INJ oder Injekt-Position) geschaltet werden kann. In der ersten Position
kann die Schleife mit Probe befiillt werden, wobei Pumpe und Trennsdule direkt miteinander verbunden sind. Durch das
Umschalten des Ventils in die Arbeitsposition wird die Schleife zwischen Pumpe und Siule geschaltet und die Probe wird
durch den Eluenten auf die Sdule befordert. Die Dosierschleife wird mittels einer Spritze befiillt, wobei mindestens das 5-
fache des Dosierschleifenvolumens verwendet werden muf, um den Eluenten vollstindig durch die Probenlésung zu
verdrangen. Um stérkere Druckstdfle zu vermeiden, sind Injektionsventile ziligig zwischen den beiden Positionen zu schalten.

1.2 Die Auswertung von Chromatogrammen.

1.2.1 Qualitative Auswertung

Anhand der Riickhaltezeiten (Retentionszeiten) kdnnen die im Probengemisch enthaltenen Substanzen identifiziert werden
(unter gleichen Bedingungen: d.h. gleiche Sdule, gleiche Eluentenzusammensetzung und gleiche Forderrate der Pumpe). Die
Retentionszeit setzt sich aus der Totzeit und der Netto-Retentionszeit zusammen. Die Totzeit ist diejenige Zeit, die
Substanzen, die nicht mit der stationéren Phase wechselwirken, bendtigen, um in den Detektor zu gelangen. Die Totzeit kann
angendhert durch die Zeit des Losungsmittelpeaks ersetzt werden.

1.2.2  Quantitative Auswertung eines Chromatogramms

Bei allen Verfahren, bei denen ein zeitabhéngiger Massen- bzw. Stoffmengenstrom auftritt, wird zur Quantifizierung die
Peakfliche verwendet. Die Peakfldche ist im linearen Arbeitsbereich des Verfahrens der Konzentration bzw. Stoffmenge
direkt proportional. Man vergleicht daher die Peakflichen von Standardlosungen bekannter Zusammensetzung mit den
entsprechenden Peakfldchen der Probenchromatogramme. Die Peakfldchen kénnen, sofern kein Rechner zur Datenaufnahme
und Verarbeitung zur Verfiigung steht, folgendermaf3en ermittelt werden:

1. Man ermittelt Hohe und Halbwertsbreite (Breite des Peaks auf halber Hohe) und multipliziert sie miteinander. Diese
Methode kann bei stark asymmetrischen Peaks nicht mehr verwendet werden.

2. Auszéhlen von Kistchen auf Millimeterpapier. (Diese Methode ist sehr zeitaufwendig.)
3. Ausschneiden der Peaks und Wégung auf einer Analysenwaage.(sehr zeitaufwendig).

4. Flachenbestimmung unter Verwendung eines Planimeters.
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1.2.3  Beurteilung der Trennleistung einer Sidule:

Zur Beurteilung der Giite einer Trennung konnen auler den Brutto-Retentionszeiten noch folgende Parameter herangezogen
werden:

Der Kapazititsfaktor k gibt an, in welchem Verhéltnis die Aufenthaltszeiten der Substanz in stationdrer und mobiler Phase
stehen.

ky = t—l = ti _ to
l L Ly
Die relative Retention a ist ein MaB fiir die Selektivitit und das Auflésungsvermodgen des Trennsystems.
k, t,—t C
0=2=2"20 it &>k
kl L=l

Fiir zwei benachbarte Peaks gilt:

o =1: Keine Trennung mdglich:
o =1,5: Trennung ist fiir quantitative Bestimmungen ausreichend.

Relative Retentionen iiber 1,5 gehen auf Kosten der Analysenzeit. Oft kann die Trennung dann noch optimiert werden.




Um die Trennleistungen zweier Sdulen vergleichen zu konnen, konnen aus einem Chromatogramm die effektive Bodenhdhe
und die effektive Bodenzahl einer Saule, bezogen auf eine bestimmte Substanz berechnet, werden.

Effektive Bodenzahl:

_ i \2 {j
Nef f=16 (W) =5,54 by,

Wenn die Saulenldnge L bekannt ist 148t sich die effektive Bodenhohe:
2
Ho e “_L (by
™16 "\ ti 5,54\ t

1.2.3.1  Peakverbreiterung und Peakasymmetrie:

2

Theoretischen Uberlegungen zufolge miifite ein chromatographischer Peak die Form einer GauBkurve haben. Dies ist in der
Praxis jedoch nie der Fall. Es treten in den meisten Féllen asymmetrische Peaks auf, wobei meist das Ende des Peaks
verbreitert ist. Ein MaB fiir die Peakasymmetrie ist der Quotient aus den Abstéinden zwischen Peakende - Peakzentrum und
Peakzentrum - Peakanfang, gemessen in 10% der Peakhdhe.

Man nennt diesen Effekt Tailing. Gute Trennséulen haben einen As-Wert kleiner als 2,5
Griinde fiir extremes Tailing:

- Uberladung der Trennsiule mit Probe

- Schlecht gepackte Trennsdulen

- Totvolumina im Trennsystem

- Schlecht an das Analysenproblem angepalites Trennsystem (falsche Saule und /oder falscher
Eluent).

Eine Peakverbreiterung wird durch verschiedene Effekte hervorgerufen:

1. Streudiffusion: Beim Durchstrémen der stationdren Phase nehmen die Probenmolekiile unterschiedlich lange Wege.
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2. Stromungsverteilung: In der Mitte von Stromungskanilen ist die Geschwindigkeit der mobilen Phase grofer als am Rand
der Kanile.

3. In nicht durchstromten Poren der stationdren Phase bewegen sich die Molekiile langsamer. Die Molekiile konnen nur durch
Diffusion wieder in die stromende mobile Phase gelangen.

Um diese Effekte zu minimieren, miissen Saulenfiillmaterialien eine mdglichst geringe Korngrofe und KorngréBBenverteilung
haben.




1.3 Durchfiihrung der Schmerzmittelanalyse mittels HPLC

1.3.1 Herstellung des Eluenten/Losungsmittel

Folgende Losungsmittel werden bendtigt und miissen falls nicht in ausreichender Menge vorhanden, hergestellt werden:

1. Ein Gemisch aus 20 Vol.% Methanol und 80 Vol.% Wasser

2. Als mobile Phase(Eluent) und Losungsmittel fiir Standard- und Probenlésungen wird etwa 11 eines Gemisches aus
97 Volumenteilen Methanol (20-%ig) und 3 Volumenteilen Eisessig benotigt.

1.3.2 Inbetriecbnahme der HPLC

1. HPLC-Pumpe, Detektor und Rechnersystem einschalten.

2. Eluentenbehélter auffiillen

3. In 0,1ml/min - Schritten eine FluBrate von 0,4ml/min einstellen. Der Druck erreicht nach einigen Minuten 2000 psi.

1.3.3 Herstellung der Tablettenlosung:

1. Eine Schmerztablette (Thomapyrin) wird in ein kleines Becherglas eingewogen. AnschlieBend wird die Tablette mit 20ml
Eluent aufgekocht. Man 1d8t die Mischung Smin stehen und kiihlt danach auf Raumtemperatur ab. Die erhaltene Suspension
wird in einen 50ml-MeBkolben iiberfithrt und das Becherglas wird 4-mal mit einigen ml Losungsmittel nachgespiilt. Die
Spiilldsungen ebenfalls in den MeBkolben iiberfithren. Den MK bis zur Marke auffiillen und gut schiitteln.

2. Mit einem Teil der obigen homogenen Tablettensuspension werden zwei Zentrifugenrdhrchen zu maximal 2/3 befiillt und
beide Rohrchen zur Vermeidung von Unwuchten mit einer Prizisionswaage austariert (0,1g Genauigkeit geniigen!). Bei 4000
Umdrehungen/Minute wird 5 Minuten lang zentrifugiert.

3. Mit einer Kolbenhubpipette Iml der klaren Ldsung aus einem Zentrifugenglas entnehmen und 1:50 verdiinnen. Die
verdiinnte Losung wird zur Analyse verwendet.

1.3.4 Herstellung der Standardlosungen

Bendtigt werden jeweils 10ml dreier verschiedener Standardldsungen:

-Standardlésung I enthélt: 50mg/1 Paracetamol, 25mg/1 Coffein und 50mg/l Acetylsalicylsdure
-Standardldsung II enthilt: 100mg/1 Paracetamol, 50mg/l Coffein und 100mg/l Acetylsalicylséure
-Standardldsung IIT enthdlt 10mg/1 Salicylséure

Strukturen der verwendeten Substanzen

COOH COOH CHj3 Q
N | > HN” TCH
OT§/C—CH_~j OH OJ\N \N/
I
CHjy
OH
Acetylsalicylsiure Salicylsiure Coffein Paracetamol (pharmazeutischer Name)

4'-Hydroxiacetanilid
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1.3.5 Durchfiihrung der Analyse

Zur Untersuchung der Hauptkomponenten wird das System folgendermafen konfiguriert:

1. Detektor auf 275nm einstellen

2. Programm HPLCTOOL aufrufen und folgende Statuseinstellungen vornehmen:
- Messbereich: 1.5V
- Verzogerungszeit 200s
- Wellenldnge 275nm

3. Datenaufnahme starten und Einstellen der Basislinie am Detektor. Nach der Einstellung Programm stoppen.

1.3.5.1  Untersuchung der Elutionsreihenfolge und Retentionszeiten der Substanzen

Zu 10ml Eluent werden 0,5ml der betreffenden Stammldsung zuaddiert. Nach jedem Additionsschritt wird ein
Chromatogramm aufgenommen.

1.3.5.2  Quantitative Bestimmung der drei Hauptkomponenten
Das Gerit wird mit Standard I und II kalibriert; anschlieBend wird ein Chromatogramm der Tablettenldsung aufgenommen.

1.3.5.3  Untersuchung des Hydrolysegrades der Acetylsalicylsiiure

Da die Acetylsalicylsdure in wélrigem Medium hydrolytisch gespalten wird, mu3 der Gehalt an Salicylsdure in
Standardldsung I, IT und in der Tablettenlosung bestimmt werden.

Hydrolyse von Acetylsalicylséiure

COOH COOH
HO.
+H,0 + s

OT)//C—CH3 OH

Einstellungen:

1. Detektor: 305nm

2. Statusdefinitionen
- MefBbereich: 0.15V
- Wellenldnge: 305nm

3. Die Basislinie muf} erneut eingestellt werden.
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1.4 Hinweise zur Auswertung:

Wiederfindungsraten:

Paracetamol: 107%
Coffein: 103%
Acetylsalicylsiure: 104%

Bearbeiten sie folgende Aufgaben:

a)
b)
©)
d)

e)
f)

2)
h)

Beschreiben Sie kurz das von Thnen hier angewendete Analysenverfahren.
Dokumentieren Sie die Probenvorbereitung und die verwendeten Geréte (Hersteller und Typ)
Welche Retentionszeiten hatten die einzelnen Substanzen?

Bestimmen Sie die Substanzkonzentrationen (von Acetylsalicylsdure, Paracetamol, und Coffein) in der verdiinnten
Tablettenlosung (im linearen MefBbereich ist die Peakflache direkt proportional zur Konzentration.)

Schétzen Sie die Streuung Ihrer MeBBwerte mit Hilfe der 10-Punkt-Kalibrierung im Anhang 1 ab.
Bestimmen Sie den Salicylsduregehalt in Standard I, IT und ihrer Tablettenldsung
Fiihren Sie eine Korrektur der Acetylsalicylsduregehalte mit Hilfe der Salicylsduregehalte durch.

Berechnen Sie den Substanzgehalt in mg (fiir alle drei Komponenten) der von ihnen verwendeten Tablette

1. ohne Korrektur

2. mit Korrektur des Acetylsalicylsduregehaltes

3. unter Verwendung der oben angegebenen Wiederfindungsraten.

und vergleichen Sie Ihre Ergebnisse mit den Herstellerangaben. Beriicksichtigen Sie bei [hren Berechnungen Punkt e)

Berechnen Sie den Anteil des Bindemittels in der Schmerztablette

Literatur:

1. Meyer V.(1980), Praxis der Hochleistungsfliissigchromatographie; Diesterweg-Salle-Sauerldnder Verlag, Frankfurt, Aarau

2. Otto Heisz, (1987) Hochleistungs-Fliissigkeits-chromatographie ABC der MeB3- und Analysentechnik, Dr. Alfred Hiithig
Verlag, Heidelberg

3. Hans Naumer, Wolfgang Heller,(1986), Untersuchungsmethoden in der Chemie; Einfiihrung in die moderne Analytik,
Georg Thieme Verlag Stuttgart - New York
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Peakfliache in Vs

Anhang 1 (HPLC)

Acetylsalicylsiurebestimmung mittels HPLC
Standard 10-100mg/1

4 .
[ Nachweisgrenze ca.
[ 0,5mg/l
I 3,65
35 | Erfassungsgrenze ca.
| 1,0 mg/l
I 3,26
r Bestimmungsgrenze ca. o
r 1,5mg/l
3 £
t  (in Anlehnung an DIN 32 645 (Kalibriergeradenmethode))
2,5 7 r=10,9972
2 1
1,5 +
1 1
: 0,7; o Messwerte
L ' - - - -95% Vertrauensbereich
0,5 + Ausgleichsgerade
00— s B s e B
0 . 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
I mg/l
-0,5 —
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Peakflache in Vs

Coffeinbestimmung mittels HPLC
Standard 10-100mg/1

0,46 mg/I*:

Erfassungsgrenze: . / 26,92

0,92 mg/I*:

L,31 mg/*
(in Anlehnung an DIN 32 645
(Kalibriergeradenmethode))
* Bestimmt aus 10-Punktkalibrierung 1-10mg/1

r=0,9990

o Messwerte
—— Ausgleichsgerade

- - - -95% Vertrauensbereich

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

mg/1
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Peakfliache in Vs

Paracetamolbestimmung mittels HPLC
Standard 10-100mg/1

9 -

r Nachweisgrenze:

| 0,55 mg/l*
8 4

L Erfassungsgrenze:

F 1,10 mg/*
7 | Bestimmungsgrenze: S

L 1,55 mg/l* 6,82

in Anlehnung an DIN 32 645 (Kalibriergeradenmethode))
g

6 - * Bestimmt aus 10-Punktkalibrierung 1-10mg/1

L 1=0,9987
5 4
4 4
3 4
2 4

o Messwerte
- - - -95% Vertrauensbereich

14 — Ausgleichsgerade
0+ ‘ 1 1 1 1 1 1 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

8,49

100
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Peakflache in Vs

1,8 +

1,6 +

14

1,2 -

0,8

0,6

0,4 -

0,2

Salicylsaurebestimmung mittels HPLC
Standard 1-10mg/l

0,34 mg/l

Erfassungsgrenze:
0,69 mg/l

0,99 mg/l
(in Anlehnung an DIN 32 645 (Kalibriergeradenmethode))

o Messwerte
—— Ausgleichsgerade
- - - -95% Vertrauensbereich

, 01,65
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