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EINLEITUNG

In der organischen Chemie bedient man sich seit 1931 [2a] der
prdparativen Adsorptionsflﬁssigkeitschromatographie (LC); 1938
wurde die Durchlaufelutionstechnik eingeflihrt [2b] . Diese
Arbeitsweise, im folgenden als "konventionelle Sdulenchromato-
graphie" bezeichnet, hat sich fir priparative Zwecke bis heute

im wesentlichen unverdndert erhalten.

Als analytische Methoden sind ab etwa 1960 die Diinnschicht-
chromatographie (DC) und ab ca. 1970 die Hochdruck- oder Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) hinzugekommen. Die
auBerordentlich leistungsstarke HPLC wurde geboren, als die in
der viel frilher entwickelten Gaschromatographie erarbeiteten
allgemeinen theoretischen Grundlagen der Chromatographie auf
die Fliissigkeitschromatographie angewendet wurden. Die analy-
tische HPLC hat infolge starker Nachfrage durch industrielle
Produktkontrolle, klinische Chemie, Pharmazie und Umweltschutz
einen enormen Aufschwung genommen und darf wohl als nahezu aus-

gereifte Methode angesehen werden [3,4].

Infolge von Unkenntnis oder Nichtbeachtung der Bedilirfnisse

des organischen Chemikers wurde die Entwicklung der prédparati-

ven LC fast vdllig vernachl&ssigt, obwohl die konventionelle

Siulenchromatographie eine sehr uneffektive Methode ist. Als

ihre Hauptnachteile erscheinen

- niedrige Trennleistung

- geringe Reproduzierbarkeit und deshalb starke Abh&dngigkeit
von der Geschicklichkeit der Ausfiihrenden

- miilhsame und ungenaue Auswertung der Resultate (iiblicherweise
durch DC)

- hoher Zeitaufwand

- in der Regel nur einmalige vVerwendung und daher Verschwendung

des Adsorbens.

Einen ersten bedeutenden Fortschritt bei der {iberwindung dieser
Nachteile stellen die 1973 auf dem Markt erschienenen Lobar-
Fertigsidulen der Fa. Merck dar (Erfinder: F.EisenbeifB und

S.Ehlerding [5]). Sie zeichnen sich gegeniiber den konventionel-



len Siulen durch hdhere Trennleistung bei kiirzerer Chromato-
graphiedauer aus. Den Erfindern kommt das Verdienst zu, das
schwierige Problem der Substanzauftragung fUr belicbige Sdulen-

durchmesser optimal geldst zu haben.

Die im folgenden beschriebenen eigenen Arbeiten wurden 1974
mit dem Ziel begonnen, die relativ teuren Fertigsdulen -
die Fiillmethode wird geheimgehalten - 2zu reproduzieren. Dieses

war nicht schwierig [6].

Im Laufe der Zeit muBSten sdulen und chromatographisches System
in vielfdltiger Weise modifiziert und verbessert werden, um
den Bediirfnissen des prdparativen organischen Chemikers optimal
zu dienen. Insbesondere mufite es narrensicher gemacht werden,
denn der durchschnittliche Benutzer zeigte wenig Neigung zur
Vertiefung in die Feinheiten der Apparatur. Es wurde schliefB-
lich ein einfaches, vollig reproduzierbares Verfahren zur
Packung prédparativer siulen mit bisher nur in der analytischen

HPLC erreichter Trennglite gefunden.

wihrend unserer Bemiihungen wurden von Chromatogréphiespeziali—
sten vereinzelt Untersuchungen iiber Trennsdulen "prdparativen
Formats" publiziert. Diese Arbeiten werden bei der Diskussion
unserer Resultate zitiert, da sie in der Regel mit relativ
speziellen Punkten befaft sind. Daneben wurden und werden zahl-
reiche einfache "neue" Methoden angepriesen. Die entsprechen-
den Arbeiten gehdren meist in den Bereich der "wissenschaft-
lichen Trivialliteratur", erkenntlich an der Vernachldssigung
jeglicher Theorie und fehlender Charakterisierung der Trenn-
leistung anhand inzwischen allgemein akzeptierter MeBgrdfBen.

Derartige Arbeiten werden hier nicht beriicksichtigt.



1. GRUNDBEGRIFFE DER FLUSSIGKEITSCHROMATOGRAPHIE

Der apparative Aufbau eines modernen Chromatographiesystems ist

in Abb. 1 schematisch dargestellt.

A
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A
VB Eluens-Vorrats- A Substanz- S Schreiber
behédlter aufgabe Fraktionen-
P Pumpe F Filter sammlung
PD Pulsationsdédmpfer TS Trennsdule v Eindampfen der
M Manometer D Detektor Fraktionen
EA Eluensauf-
bereitung

Abb. 1 Schema eines Fliissigkeitschromatographen

Eine mdglichst konstant f&rdernde Dosierpumpe (P) transportiert
das Eluens aus dem Vorratsbehdlter (VB) iiber das Substanzauf-
gabesystem (A) nach Passieren eines Filters (F) durch die Trenn-
siule (TS). Konventionelle Pumpen ben&tigen einen Pulsations-
dimpfer (PD) zur Glattung des Eluensstromes. Ein Manometer (M)
dient zur Uberwachung des Drucks und indirekt zur Messung der
Strdmungsgeschwindigkeit. Die in A aufgegebenen Substanzen er-
zeugen nach ihrer Elution im Detektor (D, UV-Spektrometer oder
Differentialrefraktometer) Signale, die verstirkt und mittels
eines Schreibers (S) registriert werden. Nach MaBgabe des auf
dem Schreiber gezeichneten Chromatogramms werden Fraktionen (F)
aufgefangen und schlieBlich eingedampft (V). Die hierbei an-

fallenden LOsungsmittel miissen vor ihrer Wiederverwendung als



Eluens im allgemeinen speziell aufbereitet werden (EA). Bei
analytischer Arbeitsweise fallen die Teile F, V und EA im
allgemeinen fort.

1.1 Charakteristische Daten einer Trennsdule

Retentionszeit, Varianz, Symmetrieindex. - Die Beurteilung der
Leistungsfihigkeit einer Trennsdule erfolgt durch GréBen, die

aus dem chromatographischen Verhalten einer reinen Substanz ab-
geleitet sind. Das vom Detektor erzeugte Signal, der Peak, ent-
spricht im Idealfall einer Gauffunktion, sofern der Schreiber-

ausschlag der Konzentration proportional ist (Abb. 2).

Konzentration

w=a+b

Zeit —=

Abb. 2 Chromatographische Charakterisierung eines Peaks
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Lage und Form des Peaks werden durch die Retentionszeit tR1)'

die Zeitspanne zwischen Aufgabe der Substanz und Auftreten des
Peakmaximums im Detektor, und die Varianz ot, den halben Ab-
stand zwischen den Wendepunkten der Peakflanken, beschrieben.
In der Praxis findet man oft von der GauBform abweichende Peak-
formen; Ursache dafiir kann eine mangelhafte Sdulenpackung oder
Nichtlinearitidt der Adsorptionsisotherme sein. Derartige Ab-

weichungen werden durch den sog. Symmetrieindex SI grobz)
charakterisiert (vgl. Abb. 2).

SI = b/a, wobei a + b =w Gl. 1
Bodenzahl, Bodenhdhe. - Je schmaler ein Peak bei gegebener

Retentionszeit ist, desto grdBer ist die Trennleistung der
Siule. Zur zahlenmiBigen Erfassung dient die "Zahl der theo-
retischen B8den" N, kurz Bodenzahl N:

B 2
N = (tR/ot) Gl. 2

Statt der Varianz Oy benutzt man im allgemeien die dem Chro-
matogramm leichter zu entnehmenden GrépBen "Peakbreite auf
halben Hohe" by, oder die Basisbreite w (vgl. Abb. 2); w ist
die Strecke zwischen den Schnittpunkten der Wendetangenten mit

der Basislinie:

2 2
N =8 1ln 2 (tR/bllz) = 5.54 (tR/bvz) Gl. 3
bzw.
3 2
N = 16 (tR/w)

N ist ndherungsweise, aber nicht vollstédndig substanzunabhdngig;

es miissen Testsubstanz und Eluens daher stets angegeben werden.

1) Eine fundamentalere Gr&Be ist das Retentionsvolumen V_; im
Gegensatz zu t_, ist V_ von der Geschwindigkeit des Elﬁens
unabhdngig. V_"wird selten direkt gemessen, vielmehr nach
Ve = tg°F beréchnet (F = DurchfluBgeschwindigkeit [volumen/
zeit]) .

2) Ahnlich einfach ist der "Peakasymmetriefaktor” [7] definiert.
Eine exakte Erfassung crfordert aufwendige Computerberech-
nungen. Das Problem %ist ausflihrlich in [7] daiskutiert.



Fiir eine homogen gepackte Sdule ist die Bodenzahl N der Sdulen-
ldénge L'proportional, N~L, weshalb zur Charakterisierung der
Packungsqualitdt das "HOhendquivalent eines theoretischen
Bodens" H, kurz die BodenhShe H, dient:

H = L/N Gl. 5

Oft werden mehrere (n) Sdulen hintereinandergeschaltet. Die
Gesamtbodenzahl NG ist dann nicht gleich der Summe der Boden-
.zahlen Ni der einzelnen Siulen; vielmehr ist die Gesamtboden=—
‘héhe HG das nach der Linge Lj der Finzelsiulen gewichtete
axithmetischo Mittel (bei gleichem Durchmesser der Finzel-
sdulen) [8]:

o]
i

n
1/L §=1 LiHi Gl. 6

No

i

L/H Gl. 7

G
Hieraus ist als wichtige Lehre zu ziehen: die schlechteste Sdule
bestimmt die Gesamtbodenzahl entscheidend, d. h. eine schlechte
Szule kann ein Ensemble guter Sdulen verderben. Man sollte also
nur Siulen gleicher Bodenhdhe koppeln. Genaue Angaben fiir be-

liebige Kombinationen findet man in [8].

van Deemter-Gleichung: Einflus der Korngrdfie und der Eluens-—

geschwindigkeit auf die Bodenhdhe. - Bodenzahl und damit Boden-

hdhe &ndern sich mit der Geschwindigkeit des Eluens. Der Zu-
sammenhang wird durch die van Deemter-Gleichung, eine der Grund-

gleichungen der Chromatographie, beschrieben (vgl. Abb. 3):

H=A+ B/u + C-u Gl. 8

u ist die Lineargeschwindigkeit des Eluens, d. h. die Geschwin-
digkeit mit der ein "Eluens-Fliissigkeitspaket" durch die Sdule
transportiert wird. Die Konstanten A, B, C besitzen folgende

Bedeutung:

A=22A_; B=2+yD ; C=wd?/D_ +C Gl. 8a,b,c
m p’m

P S
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d : Durchmesser des Adsorbens-Korns.

A : "pPackungsfaktor" genannte empirische Konstante, welche
die Qualitit der Packung charakterisiert (A~2 1)

o

Diffusionskoeffizient der Testsubstanz im Eluens. D_ kann
niherungsweise aus der sog. Wilke-Chang-Gleichung  [9]
berechnet werden.

y : Als "Labyrinthfaktor" bezeichnete empirische Konstante
(<1), welche die Behinderung der freien Diffusion durch
die Adsorbensk&rner beriicksichtigt.

w : Empirische Konstante, abhdngig von Packung, S&dulendurch-
messer und -form.

CS . Dieser Term beschreibt Diffusionsvorgdnge auf den Adsor-
benskdrnern; er kann in der IC vernachlidssigt werden
(C. =0).
s

Die Diskussion von Gl. 8 sei auf einige fiir die Praxis grund-

legende Punkte beschrdnkt:

- Die Funktion H (u) besitzt ein Minimum Ho(uo). Es muB bei
Eluensgeschwindigkeiten u> U, gearbeitet werden. Nach Halasz
[11] kann bei u >1mm/s und dp >10p der B-Term vernachldssigt
werden.

- Eine Chromatographiesdule ist um so besser, je kleiner A und
C sind. Der wichtigste Parameter ist eindeutig dp' der Teil-
chendurchmesser. Da A bestenfalls gleich 1 sein dirfte, be-
trdgt die Bodenhohe HO einer bestmdglich gepackten Sdule 2
Teilchendurchmesser.

- Es ist demnach "unfair", die H-Werte von Sdulen aus Teilchen
von verschiedener Durchmesser zu vergleichen. Ein faires Masg

ist die sog. reduzierte Bodenh&he h:
h = H/d Gl. 9
/ p

Halasz und Mitarbeiter [11] haben sich bemiht, "praxisnahe"
Richtwerte fiir die Konstanten A, B, C von Gl. 8 anzugeben. Sie
zen A=1.5,v=1, D =3.107> cm2/s (apolare Eluention, z. B. KW und
Methylenchlorid; Molmasse der Testsubstanz 100-~250). Setzt man
diese Werte in Gl. 8 ein und verwendet die Dimensionen H[u]
dp[u], u[mm/s], so folgt als Ndherung

H - 3d + =+ -£u Gl. 8d
p u 16



Die TeilchengrdBe d_, die in der Praxis natiirlich nie eine Kon-
‘stante-darstellt, wird "dynamisch" nach Gl. 23 (s. u.) bestimmt.
Die Kurven in Abb. 3 sind fir den Fall dp =20u berechnet worden.

Kapazitdtsfaktor (RFeWert), Totzeit, Totvolumen. - Das chromato-

graphische Elutionsverhalten einer Substanz kann durch die Re-
tentionszeit tR nicht eindeutig charakterisiert werden, da diese
von der Geschwindigkeit des Eluens sowie den Sdulendimensionen
und anderen apparativen Gegebenheiten abhédngt. Eine physikalisch
signifikante GrdBe ist der Kapazitdtsfaktor k', der bei gegebe-
nen physikalischen Bedingungen (Eluens, Adsorbens, Temperatur)
eine Stoffkonstante analog zum RF—Wert der Dinnschichtchromato-
graphie darstellt:

k' (tR - to)/tO = (VR - VO)/VO Gl. 10

Zwischen dem k'- und dem RF—Wert besteht der einfache Zusammen-

hang1):

kl = (1/RF) _1 Gl. 11

Die physikalische Bedeutung von k' resultiert aus der Tatsache,
daB k' der Gleichgewichtskonstanten K fir die Verteilung eines

Stoffes zwischen Eluens und Adsorbens proportional ist.

k' ~ K Gl. 12

1) Diese Beziehung besitzt flir die DC2) nur ndherungsweise
Gliltigkeit, da im allgemeinen die S&dulen- und die Dilinnschicht-
chromatographiebedingungen einander nicht wvollstdndig dgqui-
valent sind.

2) Zur Erinnerung: - Eluensfront

R, = da/f

S f

|
ceedi x| start
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to, die sog. Totzeit, entspricht der Zeit, welche jede Substanz

in Totrdumen verbringt, d. h. R&umen ohne Wechselwirkung mit
dem Adsorbens; Totrdume sind etwa Leitungen, der Detektor und
die Hohlriume zwischen den Kdrnern des Adsorbens. t_ entspricht

o]
gleichzeitig der Retentionszeit einer nicht adsorbierten Sub-

stanz. Diese bewegt sich mit der Lineargeschwindigkeit u durch

die sdule, weshalb gilt:

to = L/u Gl. 13

Den entsprechenden Peak bezeichnet man als Inertpeak.

Die Bestimmung von t  bzw. u bereitet Schwierigkeiten [10]. Als
exaktes Verfahren ist vorgeschlagen worden, das isotopenmarkier-
te Eluens als Inertsubstanz zu verwenden, was natlirlich Detek-
tionsschwierigkeiten aufwirft. Als anndhernd inert gilt bei
Eluentien, die Kohlenwasserstoffe enthalten, das niedrigere
Homologe des Kohlenwasserstoffs; im allgemeinen wird Pentan als
Inertsubstanz verwendet.

Vielfach wird die folgende Methode benutzt. Flir ein gerades
Rohr mit dem Innenradius R besteht zwischen der sehr leicht zu
messenden DurchfluBgeschwindigkeit F (Volumen/Zeit) und der
Lineargeschwindigkeit u der triviale Zusammenhang

F = mR%u Gl. 14

Der Tatsache, daB die Chromatographiesiule mit Adsorbens gefillt
ist, wird durch einen "Porositdt" genannten Korrekturfaktor
Rechnung getragen:

F = eTﬂRzu Gl. 15
€n muf empirisch bestimmt werden. Fiir ﬁbliche? Kieselgel der
Porenweite 60 A wurde e_ = 0.84%0.05 gefunden ) [11] - Aus den
Gl. 13 und 15 folgt: '

— 2
tO = LmR sT/F Gl. 16
Eine sehr viel bessere, vor allem fiir prdparative Sdulen geeig-
nete Methode wurde von uns gefunden; sie scheint in der chroma-
tographischen Literatur noch nicht erwihnt zu sein. Man fillt
die Chromatographiesidule samt Zu- und Ableitungen nacheinander
mit zwei Fliissigkeiten unterschiedlicher Dichte, 4, und 4., und
wigt sie, was die Massen M, und M, ergibt. Das Flﬁssigkeiésvolu—
men der Sdule, das dcm Totvolumen‘v0 gleich ist, berechnet sich

1) Nach eigenen Messungen und Literaturangaben erscheint dieser
Wert etwas hoch; realistischer diirfte sein: € = 0.75+0.1.



aus diesen Werten zu

VO = (MI_MZ)/(dl—dZ) Gl. 17

Aus der trivialen Beziehung F = Vo/tO folgt
to = VO/F Gl. 18
bzw. (Gl. 18 kombiniert mit Gl. 13):

u = L'F/VO Gl. 19

zeitbedarf cines chromatographischen Laufs, Druckabfall, Permea-

bilitit. - Die Zcitdauer eines chromatographischen Laufs wird
durch die Retentionszeit des letzten interessierenden Peaks, mit
dem Kapazitidtsfaktor k', bestimmt. Wie man aus Gl. 10 und 13
leicht herleitet, gilt:

t =

R (1 + k') Gl. 20

el

Die Siulenldnge L und der Kapazitdtsfaktor k' sind durch die

zur Trennung erforderlichen chromatographischen Bedingungen im
allgemeinen vorgegeben. In weiten Grenzen variiert werden kann
die Geschwindigkeit u des Eluens. Daher ist Schnelligkeit der
Chromatographie weitgchend mit hoher Iluensgeschwindigkeit
synonym. Die Einstellung einer gewiinschten Lincargeschwindigkeit
u muB8 aber durch Uberwinden eines Druckes Ap erzwungen werden.

Es gilt die wichtige Beziehung1):

_ 1.
Ap = R nlu Gl. 21
A . 2 2 _'6
p: Druckabfall der Trennsé&ule [dyn/cm 11 dyn/cm” = 1.000-10
bar = 1.0197'10—6 kp/cmz).

n : Viskositdt des Eluens [Poise] (1cP = 10_2

Poise)

: "Spezifische Permeabilit&t" [cm2] genannte Konstante, die den

1) Bei Berechrmungen von K bereitet die Wahl der Dimensionen gele-
gentlich Schwierigkeiten. Die "zusammenpassenden” CGS-Einhei-
ten sind deshalb explizit angegeben.



Druckabfall der Siulenpackung charakterisiert. Je grdBer K,
desto weniger Druckabfall wird durch die Sdulenpackung ver-

ursacht;
L{cm], u[em/s].

Neben der "spezifischen Permeabilit&t" K, die die relativ prob-
lematische Messung der Lineargeschwindigkeit u erfordert, wird
hiufig eine auf die Volumengeschwindigkeit F bezogene "Permea-
bilitat" Kb,angegeben:

K, = ¢€_-K Gl. 21a

Der Zusammenhang zwischen Ko und F kann leicht durch Kombination
von Gl. 21 mit Gl. 15 hergestellt werden:

L
R?

3
o)
H
—_

=

=1 .
AP-—K—E?—K F Gl. 22

=3

(Dimensionen im CGS-System: Wie unter Gl. 21, zusitzlich
F[cm3/s], R[cm], KF[cmz]).

K. ist fir zylindrische Sdulen leichter zu messen als K; deshalb

wird iliberwiegend KF angegeben.

K. ist eine wichtige Gr&Be noch aus einem anderen Grund. Empi-

risch wurde einZusammenhang zwischen KF und der TeilchengrdéfBe dp
gefunden [12]. Unter den Voraussetzungen

1)

(a) irregulidre (nicht-sph#rische) por&se Teilchen °,

(b) Siulen vom Durchmesser 3-6 mmz)

gilt in guter N&herung

1) Adsorbentien mit kugelfdrmigen pordsen Teilchen besitzen einen
erheblich hdheren K_-Wert. Derartiges Material ist neuerdings
auf den Markt gekommen.

2) Sdulen grdBeren Durchmessers (R>10 mm) besitzen offenbar eine
geringere Permeabilit&dt als typische analytische S&dulen, die
in den oben angegebenen Bereich fallen.



— 2
K, =10 3 dp , (naB gepackte S&dule) Gl. 23a

5-10_4 d, (trocken gepackte Sdule) Gl. 23b

~
ol
]

Gl. 23a und b sind auBerordentlich niitzlich und werden viel ver-
wendet. Sie ermdglichen eine experimentell sehr einfache Korn-
groBenbestimmung. Insbesondere helfen sie aus der Verlegenheit,
auf welche KorngrdBe die van-Deemter-Kenngréfien zu beziehen sind,
falls ein Adsorbens mit einem breiten Korngré&fenspektrum vor-
liegt. Man bezeichnet die nach Gl. 23a,b bestimmte Korngr&fe aus
naheliegenden Griinden als "dynamische Korngrdfe". In dieser Ar-
beit wird hierfilir das Symbol de benutzt.

Gl. 21 zeigt, warum man die moderne Fliissigkeitschromatographie
als "Hochdruckfliissigkeitschromatographie" bezeichnet: Kurze
Chromatographiedauer (Gl. 20) bedingt hohe Eluensgeschwindigkeit
und diese hohen Druckabfall.

Der Druckabfall einer Chromatographiesdule wird oft durch eine
Gleichung beschrieben, die man durch Kombination von Gl. 22
und 23a erhdlt:

103nL 1

- a7 R? F Gl. 24
P

Gleichung 24 suggeriert, dafl ein durch Teilchenverkleinerung be-
dingter Anstieg des Druckabfalls durch VergrOBerung des S&ulen-—
radius unter Erhaltung der chromatographischen Eigenschaften
einer SHdule kompensiert werden kdnne. Diese Ansicht ist falsch.
Durch die VergréBerung des Siulenradius kann nur der DurchfluB F
bei gleichem Druck erhalten bleiben. Die Lineargeschwindigkeit
dagegen sinkt! Die Lineargeschwindigkeit aber bestimmt die Zeit-

dauer des chromatographischen Laufs!

Es folgt hieraus: schnelle Hochleistungschromatographie kann nur
durch hohen Druck errcicht werden. Eine Mittel- oder Niedrig-
druckchromatographie steht der Hochdruckchromatographice entweder

in der Zeitdauer oder in der Trenngiite nach.
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1.2 Beschreibung der Trennung eines Substanzgemisches

Mit Hilfe der oben definierten Gréfen kann das chromatographi-
séhe Verhalten, inshesondere die Leistungsfihigkeit einexr Trenn-
sdule gekennzeichnet werden. Zur Beschreibung der Trennung eines
Substanzgemisches bendtigt man weitere Ausdriicke. Die Theorie
beschrénkt sich im allgemeinen auf die Behandlung von Substanz-
bzw. Peakpaaren. In Abb. 4 ist der Standardfall dargestellt.

tay tr2 Zeit ——

Abb. 4 2Zur Charakterisierung eines Peakpaares bendtigte
GCrdBen

Trennfaktor. - Physikalische Grundgrdfe zur Charakterisierung

des relativen Adsorptionsverhaltens ist der Trennfaktor a
(trp> tgy):
t_ .-t .

o=k} /Kl = o0 Gl. 25
R1 (e}
Da, vgl. S. 9, k' der Gleichgewichtskonstanten fiir die Vertei-
lung eines Stoffes zwischen Eluens und Adsorbens proportional
ist, folgt aus Gl. 25 nach dem iiblichen thermodynamischen For-

malismus



A(AG) = =-RT lna Gl. 26

o bzw. A(AG)sind von apparativen Gegebenheiten unabhdngige
Stoffkonstanten fir Substanzpaare.

a kann niherungsweise aufgrund Gl. 11 aus dem Diinnschichtchroma-

togramm bestimmt werden:

VR, ,) -1
= ! ! =
o k2 /k1 W ~ RFl/RFZ Gl. 27
F1
Aufldsung. - Zur Charakterisierung der Trennung zweier Substan-

zen in einem spezifischen Chromatogramm dient die Aufldsung Rs:

2 (t - t_.)
_ R2 R1
R, = (tR2 > tRl) Gl. 28
w1 + w2

Es ist anhand Abb. 4 leicht ersichtlich, daB fiir die vollstdndige

Trennung Rsz1 erforderlich ist.

Die Aufldsung ist eine Funktion des Trennfaktors a, der relativen
Peakverbreiterung widhrend der Chromatographie (ausgedriickt durch
die Bodenzahl N der Trennsdule) und der Verweilzeit des Stoff-
paares auf dem Adsorbens (ausgedriickt durch den Kapazitdtsfaktor
des spidter eluierten Peaks):

k!

1 a - 1 2
R, =7 /N =) (

s kT 1) Gl. 29
2

Diese Gleichung ist eines der Fundamente der Chromatographie.
Sie ermdglicht es, drei filir die Praxis wichtige Gesichtspunkte

quantitativ zu erfassen:

1. Die Aufldsung RS ist der Wurzel aus der Bodenzahl proportional.
Da N ~ L, bedeutet dies: zur Verdopplung der Aufldsung eines
Stoffpaares ist eine Vervierfachung der Sdulenldnge nétig, bzw.
die Verdopplung der S&dulenlidnge verbessert die Aufldsung nur
um das 1.4-fache.

2. Der Zusammenhang von Aufldsung und Kapazitdtsfaktor wird aus
Abb. 5, in welcher der in Gl. 29 enthaltene Quotient ki/(ké +1)
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als Funktion von k! graphisch dargestellt ist, eindriicklich

2
sichtbar.
1 - — R e s e+ et s it
k2
kvt 4
0.5 ;
- T i' ¥ T Y v ¥ T 1
2 4 6 8 10
ko

Abb. 5 2Zur Abhingigkeit der Auflésung RS vom Kapazitdts-
faktor k! [RS ~ k5 / (k) + 1]

Der Quotient ké/(ké + 1) und damit die Aufldsung vergrbBert
sich mit steigendem Kapazititsfaktor bis zum Grenzwert 1

fir ké+w. Da der Kapazitdtsfaktor die Zeitdauer der Chroma-
tographie bestimmt (vgl. S. 11), muB ein KompromiB geschlos-
sen werden. Als optimaler Wert erscheint k§= 3, da im Bereich
darunter eine sehr starke, dariliber nur noch eine schwache Ab-

hidngigkeit der Aufldsung von ké vorliegt.

Dem Wert k' = 3 entspricht im DC nach Gl. 27 ein RF—Wert von
nur 0.25! Zu frilhe Elution der zu trennenden Substanzen ist
wohl die h#iufigste Silinde, die beim Chromatographieren be-

gangen wird.

Gleichung 29 ermdglicht eine Vorausberechnung der Trennstufen-—
zahl, die fiir eine prdparativ vollstidndige Trennung (RS > 1)
gegebener Schwierigkeit - ausgedriickt durch den Trennfaktor a-
erforderlich ist. a kann unter analytischen Bedingungen (HPLC
oder DC, vgl. Gl. 27) leicht bestimmt werden. Der Zusammen-
hang ist in Abb. 6 graphisch dargestellt (ké = 5).
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100000,
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Abb. 6 Zur vollstindigen Trennung (R_=1) n&étige Bodenzahl N
in Abhdngigkeit vom Trennfaktdr a (k'=5) (halblogarith-
mische Auftragung).
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Man erkennt, daB die fiir eine vollstindige Trennung ndtige Boden-
zahl im Bereich bis o ~ 1.2 nur wenig variiert, fir a < 1.1 aber
extrem ansteigt. Fir die Praxis ist hieraus eine wichtige SchluB-
folgerung zu ziehen: Eine Trennung mit a < 1.03 ist mit den heu-
te verfiigbharen Sdulen (maximale Bodenzahl ca. 30'000) kaum durch-
fiilhrbar. Wie man Abb. 6 entnimmt, ist es praktisch wenig sinn-
voll, durch Kopplung von Siulen grdBere Bodenzahl N bereitzustel-
len. Man suche vielmehr geduldig nach einem Eluens, filir das
grBere a-Werte gelten. Falls dies nicht gefunden wird, sollte
ein anderes Adsorbens gewdhlt werden.

1.3 Substanzbeladung

Alle bisher angefiihrten Kennzahlen und Gleichungen setzen ideale
Verhiltnisse, d. h. eine unendlich geringe Menge an zu trennen-
der Substanz voraus. Abweichungen vom idealen Verhalten treten
bei handelsiiblichem Kieselgel (spez. Oberfldche ~ 400 mz/g, Poren-

weite 60 X) bereits ab ca. 2'10"4 g Substanz pro g Adsorbens auf.

Es sind verschiedene Methoden benutzt worden, um die Belastbar-
keit zu charakterisieren. Als Beladung B sei definiert: g Sub-
stanz pro g Adsorbens. Man miBt entweder die Bodenh&he H oder

die Retentionszeit tR’ bzw. den Kapazitdtsfaktor k', in Abhdngig-
keit von B. Die Funktionen H(log B) und tR(log B) zeigen einen
Verlauf wie er in Abb. 7 dargestellt ist. Als "lineare Kapazitd&t"
B, wird definiert: (a) Der B-Wert bei dem eine 10-prozentige
verringerung von tR bzw. k' eintritt [13]; (b) Der B-Wert des
Knickpunktes der Funktion H(log B). Die beiden Definitionen fih-
ren in etwa zum gleichen BO—Wert1).

Fiir analytische Messungen und Testuntersuchungen arbeitet man

im Bereich B<B.. Das pridparative Arbeiten findet fast ausschlieB-

0]

lich im Uberladungsbereich B>BO statt.

1) Als weitere Definition ist in der Literatur [14] zu finden:
(c) Der B-Wert, bei dem eine Erhdhung von H um 100 % eintritt.
Diese Definition ist unbrauchbar, da der B,-Wert in starkem
MaBe vom Minimalwert fiir H abhidngt. Man wi¥d auf diesen Punkt
im Zusammenhang mit eigenen Ergebnissen zurilickkommen.



N\
\
=== =0--0:0-0 v —=

-log B

Abb. 7 Abhidngigkeit der Bodenhthe H ( ) bzw. des Kapazi-
tdtsfaktors k' (-------- ) von der Beladung B (g Substanz
pro g Adsorbens)

Leider liegen iber das Verhalten von Trennsidulen im Bereich B>BO
keine systematischen Untersuchungen vor. Von erheblicher Bedeu-
tung konnte die Beobachtung sein [14], daB offenbar der B,-Wert
flir Substanzen mit sehr kleinem k'-Wert (k'<0.3) ca. 10-fach
héher ist, als fir solche mit tiblichen k'-Werten (k' > 1). Eine
sorgfdltige Untersuchung dieses Phinomens kdnnte interessante
Aufschllisse ergeben. Vorausgehen miifte allerdings Grundlagen-—
arbeit llber die Charakterisierung von "iiberladenen Peaks".

Diese besitzen keine GauB-Form. Daher sind die oben angefiihrten
Definitionen der chromatographischen Kennzahlen nur bedingt sinn-

voll.

1.4 Dosiervolumen

AuBer einer infinitesimalen Substanzbeladung wird in der
"Standard-Theorie" ein vernachldssigbar kleines Dosiervolumen
(VD) angenommen. Diese Annahme ist natirlich in der Praxis nur
bedingt gliltig, denn im allgemeinen wird die Substanz in geo-
16ster Form dosiert. Speziell das priparative Arbeiten erfor-
dert oft hohe Probenverdiinnung, z. B. wegen schlechter L&slich-
keit. Es ist deshalb von einigem Nutzen, die Auswirkung des

Dosiervolumens VD auf die Trennleistung - ausgedriickt durch die



Varianz 0 bzw. Bodenhdhe H - zu kennen. Der Effekt kann mittels

der folgenden Gleichung (Ableitung s. u.) leicht berechnet wer-

den.
v 2
H 1 1 D
i ' 7 pT No T Fx0T V.2 Gl. 30
0 0]

it BodenhShe der Testsubstanz bei Applikation im Dosier-—
volumen VD;

HO: Bodenhthe filir den Idealfall VD > O;

% -1: ist demnach die relative Zunahme der Bodenhdhe gegeniliber

0] dem Fall VD + 0; z. B. bedeutet eine 100%ige Zunahme:
H=2 HO, d. h. (H/HO)—1 = 1;

D: ist eine Konstante, die bei Dosierung der Substanzldsung
als "sauberer" Propfen 3.5 betrdgt. In der Praxis ist D
wegen Unvollkommenheit des Dosiersystemsin der Regel
kleiner, D ~ 2-3 (vgl. [15]);

NO: Bodenzahl fiir den Idealfall VD -+ 0O;

k': Kapazitidtsfaktor der Testsubstanz (vgl. S. 9)

V.: Dosiervolumen, d. h. leumen, in dem die Testsubstanz in

D . . . . L
die Trennsidule ecingefiihrt wird;
v, . Totvolumen der Trennsdule (vgl. S. 11)

Als vielleicht wichtigste Lehre fliv die Praxis kann aus Gl. 30
gefolgert werden: ist es infolge schlechter Loslichkeit notwen-—
dig, die zu trennende Substanz stark zu verdiinnen, d. h. VD groB
zu machen, so kann die dadurch drohende Verschlechterung der
Trennleistung durch Vergrdferung von k' aufgefangen werden. Al-
lerdings muB ein Nachteil in Kauf gerommen werden: hohes k' be-

deutet spidte Elution, dieses lange Zeitdauer des Chromatogramms.

Gl. 30 ermdglicht nach Umformung in einfacher Weise die Berech-
nung des maximalen Volumens, das bei noch tolerierbarem Verlust
an Trenngiite (H) aufgegeben werden kann (Aufldsen nach vy und

Z2ichen der Wurzel):

1 ' D(1 + k'
v, =/ﬁ— _q DO+ k1) v, Gl. 30a
0 /NO
V_. 1ldBst sich aus dem Leervolumen V der Sidule nach V_ = €_V
o} leex 0 T leer

1)

berechnen ’.

1) Gl. 16 wird beidseitig mit F multipliziert und F-tO=VO (G1.18)
eingesetzt. Fir Kieselgel gilt:eT = 0.75%0.1.
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Ein praktisches Beispiel mége den Wert der obigen Gleichungen
demonstrieren: Welches Volumen darf maximal in eine gute prdpa-
rative Kieselgel-Sdule (I = 40 cm, R = 2 cm, NO = B8000) injiziert
wurdén, wenn eine Verschlechterung von HO (Fall VD»O) um nur 20 %

toleriert werden soll (k' sci 3)7?

v, = €, LTR? = 0.75-40-7-2% cm° = 377 em>
VD — ‘/0.2 . 2.:5_(_11'3_). . 377 cm3 = :‘]zg_:gg[z
v 8000

Die Ableitung von Gl. 30 wurde aufbauend auf Angaben von Karger
und Mitarbeitern [15] durchgefiihrt. Im Gegensatz zur bisherigen
Gepflogenheit, wird das Volumen, nicht die Zeit, als chromato-
graphische Variable gew&dhlt (vgl. FuBin. 1, S. 5). Die entspre-
chenden Gleichungen erhdlt man aus den angegebenen sehr einfach,
indem man alle Zeiten mit F (DurchfluBf) multipliziert. Die so er-
haltecnen Gleichungen werden im folgenden mit der friiheren, aber
mit cinem Strich modifizierten Nummer bezeichnet.

Theoretische Grdfie zur Charakterisierung der Peakbreite ist die
Varianz oy (Ov=°t'F)‘ Es kann gezeigt werden (Litcraturangaben

s. [15]),"daB sich die Varianz o_ cines Peaks aus der Summe der
Quadrate der Varianzen aller zur Peakverbreiterung beitragenden
Effekte ergibt, hier die Dosierung o und die durch die S&dule

verursachte "natiirliche" Peakverbrei%grung 9o im Falle vV, >0:

2 2 2
Oy = Oyp + 9o (Gl. A)

In [15] wird nun angesetzt:

1
% " b 'p (Gl. B)
Einsetzen ergibt:
2 Vg 2
Oy 7 2 %vo (GL. €

Gl. C enthiilt die gesamte relevante Information. Die Konstante D
kann experimentell leicht bestimmt werden!): ¢g? wird iiber die

Bodenzahl N (Gl. 2') bei Applikation von V_, ¢ y,2us der auf den
Fall VD+()extrapolierten Bodenzahl N, bereBhne®’?2) .

= —— = ——— ' = "
N = 5 5 (G1. 2') NO 5 (G1. 2")
e Iy %vo

1) D ist von Interesse zur Charakterisierung des Aufgabesystems;
dieses ist um so besser, je grdBer D.

2) Die Messung erfolgt auf die ilibliche Weise nach Gl. 3 oder 4.
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Es schien uns sinnvoll, die Bedeutung der Gl. C dadurch zu er-
hellen, daB die iblichen charakteristischen Daten, Bodenhohe H
und Bodenzahl N, explizit vorkommen. Man geht folgendermafien
vor:

Finsetzen gon Gl. 2' bzw. Gl. 2" in G1l. 5 ergibt:
o, H

M (Gl. D) und A V;’{ (Gl. E)

H = 1 ;72— O
VR VO 1,

Gl. A und E werden in Gl. D eingesetzt:

(62 + g2 )H H o2
H = vDh vo o = _9_¥2 + H (G1. F)
o o 0
VO Vo

Gl. F wird umggordnet zZu

(o)
%_ -1 = E¥2“~ (G1. G)
(@) Vo

Mit Gl. G ist ein glinstiges praktisches MaB fiir die Verschlech-
terung der Trennqualitdt infolge von Vp gewonnen. VD erscheint
explizit bei Einsetzen von Gl. B in Gl. G:

2
%; -1 = 2202._ (G1. H)
VO
Syo kann via Gl. 2" ersetzt werden durch
ol = Vi/N, (G1. I)

V_ ist keine fundamentale GrofBe; es wird nach Gl. 19 und 20
(mit tRF = VR) eliminiert:

= + ' .
VR (1 k') VO (Gl. J)
Einsetzen von Gl. J in I fihrt zu
1
2 = 1y 2¢72 .2
930 (1 + k') VO No (Gl. K)

Einsetzen von Gl. K in H ergibt schlieslich Gl. 30.



- 23 -

2. KONZEPTLON FINER CHROMATOGRAPHIESRULE

Bei der Entwicklung eines neuen Typs chromatographischer Trenn-

sdulen miissen primdr folgende Faktoren beachtet werden:

- Sdulenform, Substanzaufgabe

- Sdulendurchmesser

- Sdulenlédnge

~ Werkstoff

-~ Art des Adsorbens

- Teilchendurchmesser und Kornverteilung

~ Packungsmethode.

2.1 Sdulenform und -dimension

Sdulenform, Substanzaufgabe. - Als Standardform der Fllissigkeits-

chromatographiesdule hat sich der Zylinder bewidhrt. Bei Siulen
grbBeren Durchmessers bereitet es allerdings erhebliche Schwie-
rigkeiten, das Eluens am Sdulenanfang so einzuleiten, dag -
entgegen der durch Abb. 8a veranschaulichten "natiirlichen"
Stromung - eine lber den gesamten Querschnitt gleichmédBige Eluens-
geschwindigkeit, entsprechend Abb. 8b resultiert. Falls dieses

nicht gelingt, treten erhebliche Verluste an Trennleistung und

a b C

Abb. 8 Strodmungsprofile am S&uleneingang



"seltsame" Peakformen auf, z. B. Doppelpeaks oder Schwanzbildung.
Im allgemeinen werden komplizierte Zusammenstellungen von Sieb-
platten, Fritten, Glaskugeln und dergleichen auf die Adsorbens-
packung gelegt; dennoch gelingt die L&sung des Problems in der
Regel nur unvollkommen.

Wie in der Einleitung erwdhnt, wurde eine optimale L&sung durch
EisenbeiBf und Bhlerding aufgezeigt [5]: konische Form von S#dulen-
anfang und ~ende entsprechend Abb. 8c. Die Wirksamkeit dieses
Prinzips scheint darauf zu beruhen, daf dic "toten Ecken” des
zylinders (Abb. 8a) einfach abgeschnitten sind. Nach eigenen
Untersuchungen ist die spezielle Geometrie, d. h. der Neigungs-
winkel u. dergl., des Konus unwichtig. Bei Versuchen mit Farb-
stoffen wurden stets vollkommen scharfe, gerade Zonen unabhdngig
von Eluensgeschwindigkeit, Sdulendurchmesser, Substanzbeladung

und -konzentration gefunden.

Die konische Form besitzt einen Nachteil: die Sdulenlédnge ist
praktisch festgelegt. In einem speziellen Fall wdre variable
Sdulenlidnge erwlinscht, fiir sog. Reversed-phase-Adsorbentien,

d. h. Kieselgel, dessen freie OH-Gruppen durch langkettige Alkyl-
gruppen modifizicert sind. Das gepackte Bett derartiger Adsorben-
tien ist elastisch und seine Lidnge variiert mit der Strdmungs-
geschwindigkeit. Es sollte daher bei hoher Stromungsgeschwindig-
keit irreversibel durch Verschieben der Sdulenverschliisse zu-

sammengepreft werden.

Siulendurchmesser. - Neuere Untersuchungen [16] iliber die Abhdn-

gigkeit der Trennleistung vom Durchmesser ergaben, daB - entge-
gen frﬁherei Vorstellungen - die Bodenhthe mit steigendem Durch-
messer abnimmt. Als Grund dafiir werden im allgemeinen die Ein-
fliisse der Sidulenwandung angesehen. So konnten Knox und Mitar-
beiter [17] zeigen, daB die Packungsstruktur noch in einer Ent-
fernung von ca. 30 Teilchendurchmessern von der Wand deutlich
von derjenigen weiter im Innern der Siule verschieden ist. In
dieser Randzone liegt eine inhomogence Packung mit schlechten

chromatographischen Eigenschatten vor. Man sollte daher den
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Durchmesser der Sdule so grof widhlen, daB die Menge des Adsor-

bens in der Wandregion weniger als 5 % der Gesamtmenge betrdgt.

Kin orlgineller Vorschlag zur Vermeidung von Wandeffekten stammt
von Knox und Parcher [16]: Man konnte Substanzen in der Mitte

der Siule derart auftragen, daB sie auf ihrem Weg durch die Sdule
lediglich in der Mittelregion verbleiben, die Wandregion aber
nicht erreichen. Man errechnete, daB dies bei punktfdrmiger Sub-
stanzaufgabe méglich ist, wenn die Sdulendimensionen folgende Be-
dingung erfiillen:

v

4R?
A -a—PI Gl. 31

Die experimentelle Uberpriifung dieses sogenannten "Infinite—-dia-
meter~Effekts" ergab [18} , daB mit A-Werten bis zu 45 eine Ver-
ringerung der Bodenh&he H zu erreichen ist. Obwohl der Beitrag
des Infinite-diameter-Effekts bei, wie in der Praxis iiblich,
nicht punktfdrmiger Substanzauftragung undefiniert ist1), erweist
sich der A-Wert als brauchbare empirische Kennzahl einer Trenn-

sdule.

Es sei nochmals (vgl. S. 13) darauf hingewiesen, daB der Durch-
messer der Trennsidule theoretisch keinen chromatographisch sig-
nifikanten EinfluB auf den Durckabfall besitzt (s. Gl. 21). In
der Praxis findet man allerdings eine Verminderung der Permea-

2)

bilitit mit zunehmendem Durchmesser .

Linge. - Im Gegensatz zu konventionellen Chromatographiesdulen,
die nur auf einer Seite fest verschlossen sind und somit nicht
hintereinandergeschaltet werden konnen, muf man bei modernen beid-
seitig verschlossenen Sdulen wenig Uberlegungen bezliglich der

Sdulenlidnge anstellen, da sie je nach Schwierigkeit des Trenn-

1) Erstaunlicherweise bestimmen viele der wenigen mit prdparati-
ven Siulen befaBten Autoren die Bodenzahlen, bzw. -h&hen mit
"Infinite-diameter"-Aufgabe. So gewonnene Kennzahlen miissen
als unzulissig bezeichnet werden, denn beim prdparativen Ar-—
beiten ist die nur mit "analytischen Mengen" mdgliche "Infi-
nite-diameter"-Substanzaufgabe v6llig sinnlos.

2) Das Problem wivrd bei der Priscntation der Resultate diskultiert.



problems durch Hintereinanderschaltung mehrerer Sdulen variiert
werden kann. Die Gesamtsidulenldnge wird lediglich durch den
Druckabfall (s. Gl. 21) begrenzt.

GesamtgrdBe. - Die GesamtgrdBe der Sdulen, ausgedriickt durch

die Adsorbensmenge pro Siule, muB sich den Erfordernissen der
Praxis anpassen. Wir haben mit Sdulen des Inhalts 60 g, 300 g
und 1000 g Kieselgel Erfahrungen gesammelt. Die bei einmaliger
Dosierung auftrennbare Substanzmenge hdngt natiirlich von der
Schwierigkeit des Trennproblems, d. h. dem Trennfaktor a ab.
Als iiber viele typisch organisch-chemische Gemische gemittelte

Erfahrungswerte kédnnen etwa gelten (KorngrdBe 20 y, N ~ 10000)

60 g Kieselgel: bis 1 g Substanz
300 g Kieselgel: bis 5 g Substanz
1 kg Kieselgel: bis 20 g Substanz

Die 1 kg-Sdule hat sich aus mehreren Griinden als nicht glinstig
erwiesen. 1. Beim Ldsungsmittelwechsel - moderne Chromatographie-
siulen werden wiederverwendet - sind zur Umkonditionierung grofSie
Mengen an Losungsmitteln erforderlich. Je nach dem Unterschied

in der Polaritit von neuem und altem Eluens ca. 3-10 1 pro 1 kg
Kieselgel. 2. Filir uncrfahrene Benutzer, im Hochschullaboratorium
fast die Regel, ist die Vorausabschitzung der richtigen Detektor-
einstellung und die Beurtclilung des Chromatogramans im Entstehen,
d. h. der Fraktionenwechsel, sehr problematisch. 3. Es fallen
relativ groBe Volumina pro Fraktion an, u. U. mehrere Liter,
deren Eindampfung mit den iliblichen Rotationsverdampfern unprak-

tisch ist.

Als bester KompromiB zwischen Okonomie und Mengendurchsatz er-
scheint die 300 g-Siule und mehrfache Dosierung. Bei einem leich-
ten Trennproblem, a > 2, kdnnen pro Tag ca. 30 - 50 g, bei einem
mittleren, a = 1.5-2, ca. 10 g, bei einem schwierigen Trennprob-

lem, o < 1.3, ca. 2 g Substanz durchgesetzt werden.

Werkstoff. - Ublicherweise verwendet man Trennsiulen aus Edel-

stahl in der Fliissigkeitschromatographie. Da die Herstellung von
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Siulen aus diesem Material, insbesondere von solchen mit koni~
schen Enden, sehr aufwendig ist, entschieden wir uns fiir Glas
als Werkstoff. Die Herstellung beliebig geformter Glasrdhrchen
ist trivial. Allerdings ist der Druckbereich der Sdulen be-
schrédnkt.

2.2 Adsorbentien, Korndurchmesser, Druckbereich

Kieselgel, Druckabfall, Zeitbedarf. - Unter den vielen heute im

Handel angcbotenen Adsorbentien nimmt Kieselgel aus folgenden

Grinden cine iiberragende Stellung cin:

- relativ glinstiger Preis

- fiir viele Substanzklassen verwendbar

- in den meisten L&sungsmitteln unl&slich

- ausgezeichnete chromatographische Eigenschaften (hohe Porosi-
tit, groBe spezifische Oberfldche, gute mechanische Stabili-
tét)

- in vielen engklassierten Korngrdfen erhdltlich

- glinstige Packungseigenschaften

- hohe Lebensdauer, regenerierbar

- relativ leicht chemisch modifizierbar (z. B. Reversed-phase-
Adsorbentien, s. u.)

- gute Qualitiit von Kicselgel-bDC-Platten und daher ceinfache und

schnelle Vorproben mdglich (Ermittlung des Eluens) .

Alle diese Punkte spielen fiir die prdparative LC eine wichtige
Rolle.

Entscheidender Parameter fiir die Konzeption der Chromatographie-
sdulen ist die KorngrdBe dP. Hierdurch wird einerseits die Boden-
hoéhe H (s. Gl. 8-8d) und damit die Qualitdt, andererseits der
Druckabfall (s. Gl. 21-23) festgelegt. Der Druckabfall, genauer
gesagt die Permeabilitdt, determiniert wesentlich den apparativen

aufwand, die maximale Sdulenldnge (d. h. auch maximale Bodenzahl)
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und den Zeitbedarf des chromatographischen Laufs1).

Wir scetzen Vurau51), dan die Korngrdfe so klein wie m8glich sein
sollte. Die Wahl wurde durch zwei Punkte diktiert, 1. den Preis
und 2. den EntschlufB, Glas als Werkstoff zu verwenden, was den

Druckbereich auf ca. maximal 20 bar begrenzt.

Um die Preissituation zu beleuchten, sind in Abb. 9 die Preise
eines bekannten Herstellers in Relation zur KorngrdB8e und zur
Kornverteilung gesetzt. Als guter KompromiB erscheint das Mate-
rial mit der nominellen KorngrdBe 15-25 p. Bei guter Packung,

H~3 dP im Minimum der van Deemter-Kurve, sollten bei einer Sdulen-
linge von 30-50 cm ca. 5000-10000 theoretische Bdden pro S&ule er-
reicht werden kénnen. Das entspricht in etwa der Trennleistung von

Standard-HPLC-Sdulen (analytisch).

Die Situation des Druckabfalls bzw. Werkstoffs Glas, sei indirekt
diskutiert. Wichtigste Konsequenz aus dem Druckabfall ist der Zeit-
bedarf eines chromatographischen Laufs. Die zur Berechnung ndtige
Formel ist Gl. 20; durch Kombirnation mit Gl. 21, 2%la, 22 und 23a

bzw. b erhdlt man:

- . 1 L?
tR-—n(1+k)ET Ap ‘Ea'z' Gl. 32
P
(n = 1 naB oder n = 0.5 trocken gepackte Sdule)

Wie frither ausgefiihrt (vgl. S. 11), entspricht der Zeitbedarf
des chromatographischen Laufs der Retentionszeit des letzten
Peaks. Wenn man dessen k'-Wert grofziigig mit 10 ansetzt, erhdlt

man die in Abbildung 10 dargestellten tR (Ap) ~Kurven fir eine

tpyische prdparative Séulez). Da 20 bar fir Glassdulen den maxi-

1) Weitere Punkte sind: "Substanzdurchsatz" (Menge an getrennter
Substanz/Zeit) und Losungsmittelbedarf. Die Frage nach der op-
timalen Korngrdfe beziiglich des Substanzdurchsatzes wird in
der chromatographischen Literatur viel diskutiert, sie ist
aber noch nicht in durchsichtiger Weise geklirt. Der LOsungs-
mittelbedarf ist natiirlich um so geringer, je¢ kleiner dic
Bodenhdhe ist, da die Konzentration der Substanz der Banden-
breite umgekchrt proportional ist.

2) Es wurde n = 1 gesetzt, es muf allerdings hinzugefiigt werden,
daf Gl. 23a nur fir analytische S&ulen gilt.
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Abb. 10 Zeitbedarf eines chromatographischen Laufs als Funktion
der KorngrdBe des Adsorbens und des Druckabfalls (nach
Gl. 32; L=40 cm; Eluens: Ethylacetat, n=0.441 cP; n=1)



malen Druck darstellt, muB mit einem Arbeitsbereich von 10-15 bar
gerechnet werden. Mit einer typischen Chromatographiedauer von
ca. 15 - 30 min bietet die KorngrdBe ~20 u auch hier einen guten
KompromiB.

Es sei auf die interessante Struktur der Gl. 32 bzw. der in
Abb. 10 dargestellten Kurven hingewiesen. Offensichtlich gibt
es einen steilen, ungiinstigen und einen sehr flachen Ast; Korn-
gréBe bzw. Druckbereich sollten so gewdhlt werden, daf der
typische Arbeitsbereich gerade hinter dem Knickpunkt, also am
Anfang des flachen Astes liegt. Man kann die Kurven aber bei
jeder KorngridBe durch Verdnderung von L nach Wunsch adjustieren,
denn t, ~ (L/d )?. Es erhebt sich die Frage: Welche d_-L-Kombi-
nation isL dtcpgﬁnstigste? Die Antwort kdnnen wir z. P zt. noch
nicht qetb(,-n1 4

Reversed-phase-Adsorbens. - Die Trennwirkung des Kieselgels be-

ruht im wesentlichen auf der unterschiedlichen Wechselwirkung
der an der Oberfliche angeordneten Silanolgruppen mit den zu
trennenden Substanzen. Je nach ihrer Entfernung voneinander

(4-5 Hydroxylgruppen/100 Rz)vliegen die Silanolgruppen frei vor
oder bilden Wasserstoffbriicken untereinander (Abb. 11). Da sie
verhiltnismdBig sowohl reaktiv als auch sauer sind (pH [siOH]
~3-5), eignet sich Kieselgel schlecht zur Trennung sehr polarer
oder sdurcempfindlicher Substanzen, da solche tcilweise irrever-
sibel adsorbiort oder zersetzt werden. Ebenfalls schlecht werden
Substanzen ohne Wasserstof(briickenakzeptoren oder —-donatoren,

z. B. Kohlenwasserstoffe, getrennt.

H
H OH No TN

Abb. 11 Schematische Darstellung der Oberflidche des Kieselgels

1) An dem Problem wird gearbeitet.
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Infolge seiner hervorragenden chromatographischen Eigenschaften
bemiht man sich seit ca. zehn Jahren, die Oberfliche des Kiesel-
gels durch Belegung mit Substanzen anderer Funktionalitit zu
modifizieren, um seine hohe Adsorptionsenergie bzw. Reaktivitit
herabzusetzen und/oder andere Selektivitidt zu erzielen. Wdéhrend
dies in der Gaschromatographie durch physikalische Belegung

des Trédgers mit verschiedenen Fliissigkeiten seit Jahren prakti-
ziert wird, treten in der Flissigkeitschromatographie - insbe-
sondere bei prédparativer Arbeitsweise - infolge der L&slichkeit
der Phasen im Eluens Probleme auf. Man versucht daher, die Pha-
sen Uber die in der Abb. 11 dargestellten Silanolgruppen che-

misch zu binden.

@1OH + X-CR, Th% @1O—CR3 (a)

<E}OH + X—S:LR2--CR3 THX <E}O—81R2-CR3 (b)

Es zeigte sich, daB nach (a) modifizierte Kieselgele infolge
ihrer Hydrolysempfindlichkeit nur unter FeuchtigkeitsausschluB
gehandhabt werden k&nnen, nach (b) modifizierte jedoch Uber
einen groBeren pH-Bereich (~2-8) hydrolysebestdndig sind (Uber-
sicht: [19]).

Von den derzeit auf dem Markt angebotenen nach (b) modifizierten
Kieselgelen hat sich das sogenannte C18—Reversed—phase—Adsorbens
(ODS-Phase) in der Analytik als wertvolle Ergdnzung zum Kiesel-

gel besonders durchgesetzt. Es wird folgendermaBen hergestellt:

@103+Sic13-(cuz)17cn3 s~ (Sio-sicl,-(cmy cH, (o)

H_ O (CH3)3SiCl
(:%}O-Sl(OH)z—(CH2)17CH3

2
@10—31[051 (CH3) 3} . (CH2) 17CH3

Infolge seines Kohlenwasserstoffcharakters zeigt es lipophile,
nicht wie Kieselgel hydrophile Eigenschaften. So werden unpola-
re Substanzen, die mit Kieselgel nur wenig wechselwirken, stark

adsorbiert, wdhrend polare Verbindungen, die auf Kieselgel nur



schlecht oder iiberhaupt nicht eluiert werden, wenig zurlickge-
halten werden. Analog dazu kehrt sich die eluotrope Reihe des
Eluens um. So wirken beispielsweisc Hexan oder Benzol stérker
eluotrop als Methanol oder Wasser. Als Eluentien werden in derxr
Regel Gemische von Wasser (oder Pufferldsungen) mit Methancl,

Acetonitril oder Essigsidure verwendet.

Die Herstellung von Reversed-phase-Adsorbentien ist nicht ganz
unproblematisch. Zum einen tritt neben den obigen Reaktionen
leicht Polymerisation auf, wenn Wasser nicht rigoros ausge-
.schlossen ist. Zum anderen ist es schwierig, alle OH-Gruppen

des Kieselgels zur Reaktion zu bringen. Bis heute gibt es offen-
bar kein Voll befriedigendes, reproduzierbar belegtes Handelgs-
produkt.

Ublicherweise werden die Belegungsreaktionen im Batch-Verfahren
durchgefihrt und das modifizierte Adsorbens wird dann gepackt.
Kriterien zur Beurteilung derartiger S&dulen sind die chromato-
graphischen Kennzahlen, der Kohlenstoffgehalt (ca. 18 % flir die
ODS-Phase) und Tests zur Erkennung freier OH-Gruppen (Methylrot-
Test, chromatographischer Test [20]).

Eine interessante Alternative wurde neuerdings von Gilpin und
Mitarbeitern erprobt: chemische Modifizierung auf fertig ge-
packten Kieselgelsdulen [21]. Die Resultate sind allerdings bis
jetzt wohl nicht brauchbar. So wurden nur die ersten beiden Reak-
tionen der obigen Sequenz c¢ durchgefiihrt, dabei lediglich eine
Belegung von ~1 % Kchlenstoff [22] erreicht. Beim Studium der
Gilpinschen Arbeiten erkennt man leicht, daf hier versucht wur-
de, eine gute Idee mit schlechter organischer Chemie zu reali-
sieren. Wir haben uns des Problems angenommen und auf einfache
Weise 18-20 % Kohlenstoff-Gehalt erzielt bei weitgehender Er-
haltung der chromatographischen Eigenschaften der urspriingiichen
Sidulen [1].
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2.3 Packungsmethoden, Lebensdaucr

Im Lauf der Zeit sind zahllose Packungsmethoden erprobt worden.
Nur wenige haben sich bewdhrt. Leider haben sich mehrere Dogmen
gebildet, die falsch und der Entwicklung hinderlich waren. Um
einige Beispiele zu nennen: Wdahrend langer Zeit glaubte man, das
Sidulen mit Durchmessern >10 oder <3 mm schlechte Packungen er-
geben. Ersteres ist sicher, letzteres nach neueren Untersuchun-
gen wahrscheinlich falsch. Ein anderes allgemein akzeptiertes
Dogma besagt, daB Sedimentation strikt vermieden werden muf.
Wie unsere im folgenden dargelegten Resultate belegen, stimmt
auch das nicht. Ferner wird immer wieder behauptet, Trockenpacken
sel einfacher als NafBpacken. DieQes mag fiir die maschinelle Aus-
fithrung stimmen. Bei manueller Arbeitsweise besteht nach unserer
Erfahrung kein signifikanter Unterschied. Einige Regeln scheinen
indessen richtig zu sein, zumindest haben wir sie bestdtigt ge-
funden:

- Entscheidend filir eine gute Packung ist die Vermeidung von
Teilchenagglomeration. Offenbar deswegen sollten Partikel mit
dp <20-30 p naB gepackt werden!

- Die Permeabilitdt trocken gepackter Sdulen ist geringer als
die naB gepackter (s. Gl. 23a,b). Schon aus diesem Grund ist
die NagSpackung vorzuziehen.

- Wichtig scheint bei NaBpackung der Einfluf der Fliissigkeit
zu sein, in der suspendiert wird. Kieselgel wird offenbar in
Wasser oder wasserhaltigen Flissigkeiten quasi "solvatisiert”,
was der Agglomeration entgegenwirkt.

- Jedes kdufliche Adsorbens, so gut es auch klassiert sein mag,
enthdlt infolge von Abrieb sehr feine Teilchen. Diese miissen
durch Sedimentieren oder Windsichten entfernt werden; andern-
falls ist die Permeabilit&dt der S&dulen schlecht.

Unsere Erfahrung ist: Es gibt keine universell anwendbare Pack-
kungsmethode. Fir jeden Sdulentyp und jedes Adsorbens muf ein

Optimum durch Experimentieren gefunden werden.

Neben den chromatographischen Kennzahlen ist die "Lebensdauer”

der S3ulen ein wichtiges Kriterium zur Beurteilung der Packung.



So erhilt man bei manchen Methoden S&ulen, die widhrend kurzer
Zeit nach der Herstellung exzeptionell gute Eigenschaften auf-
weisen, dann aber schlagartig und irreversibel nachlassen.

Der Grund dafilr ist offenbar, daB8 zundchst ein lockeres Korn-
gitter mit besonders guten chromatographischen Eigenschaften
vorliegt, das unter Kanalbildung und dergleichen kollabiert.
Packungsmethoden, bei denen solche S&dulen hé&ufig anfallen, sind
unbrauchbar. NaturgemiB neigen ihre Erfinder dazu, nur die be-
sonders guten Eigenschaften hervorzuheben. Aus diesem Grunde
sind Chromatographiespezialisten meistens sehr skeptisch gegen-
ilber ungewdhnlich guten Ergebnissen.
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3. DAS VERFAHREN

3.1 Beschreibung der Apparatur

Das Grundschema der Apparatur ist in Abb. 1 (S. 3 ) dargestellt.
Fiir alle in unserer Werkstatt hergestellten Teile liegen tech-
nische Zeichnungen vor, die auf Wunsch zur Verfiligung gestellt

werden (Kennzeichnung im Text durch A).

Eluensvorratsbehilter. - Die Ansaugleitung der Pumpe ist ein

Teflonschlauch (Linge 1.20 m) vom Innendurchmesser 2 mm, dessen
Ende mit einem dariibergezogenen dicken Glasrohr (Ldnge 30 cm)
beschwert ist. Jedes beliebige transportable GefdB kann als
Eluensvorratsbehilter dienen. Nach unseren Erfahrungen (Siemens
Flissigkeitschromatograph S 100) sind irgendwie fest eingebaute
Vorratsbehiilter von konstantem Volumen auferordentlich unprak-

tisch.

Pumpe. - Gut bewdhrt hat sich eine Dosierpumpe Typ FL 1 der
Firma Lewa, Leonberg (Kolbendurchmesser 12 mm, Keramik—-Kolben,

PTFE-Dichtungen). Die Pumpe ist stufenlos regulierbar und f&rdert

bei einem Maximaldruck von 45 bar maximal 150 ml/min1).

Stdrungen: Gelegentlich werden die Ventile durch Fusseln oder
Plastikstiickchen verschmutzt; die Pumpe fdrdert dann trotz der
Kolbenbewegung nicht. Zur Beseitigung schraubt man die Ventile
auf (zuerst das (untere) Ansaugventil) und spiilt die Kugeln.

Es empfiehlt sich nicht, die Ansaugleitung der Pumpe mit einem
Filter zu versehen; wenn doch, dann allenfalls mit einem Sieb
oder einer diinnen groben Fritte. Druckabfall auf der Saugleitung
Ist zu vermeiden.

Leitungen. - Ausgenommen die Ansaugleitung der Pumpe, bestehen

alle Leitungen aus Teflonschlauch 1x1.5 mm. Der Schlauch wird

1) Fiir agressive Medien diirfte eine Membranpumpe mit PTFE-Aus-
kleidung besser sein.

Frilhe Versuche, das Eluens durch Inertgasdruck aus einem ge-
schlossenen Behidlter zu fdrdern, waren sehr unbefriedigend.

So ist der Eluenswechsel sehr umstdndlich, das Eluensvolumen
ist begrenzt und u. U. treten Gasblasen im Detektor auf. Vor
allem stellt jedes komprimierte Gas eine enorme Gefahrenquelle
dar, falls nicht wohldurchdachte und gepriifte Sicherheitsvor-
kehrungen getroffen werden.
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entweder iilber Metallrdhrchen geschoben oder nach der in Abb. 12
schematisch dargestellten Methode fixiert (A)Y. Die Fixierung
ist fiir alle Verbindungen vor dem Ausgdang des Manometers not-
wendig. Die Handhabung des glatten Teflonschlauchs erfolgt mit-

tels eines Dorns (zur Aufweitung) und cines Sandpapierstreifens
(zum Festhalten).

Abb. 12 Fixierung von Schlduchen
a Teflonschlauch
~-~- Gewinde
Pulsationsdimpfer (A). - Wir verwenden einen Pulsationsdédmpfer

Typ MPD 3 der Firma Lewa, Leonberg. Er ist in Abb. 13 schema-
tisch dargestcllt. Das Totvolumen betrigt nur 2 ml. Der Ddmpfer
arbeitet einwandfrei im Bereich "Gasdruck:Eluensdruck" 1:1 bis
1:3. Die Einstellung des Gasdrucks muB ohne Fliissigkeitsgegen-

druck erfolgen (d. h. bei abgestellter Pumpe)1).

Eluens Abb. 13 Pulsationsddmpfer

| |
72077

vom Eluens durchstrdmter Raum
Stickstoff

Stahlmembran (Fa. Lewa)

Ventil (Fa. Lewa)

Stickstoffbombe mit Reduzierventil
und Manometer

o0 UTw

1) Die mechanische Dampfung arbeitet nach demselben Prinzip wie
die elektrische, d. h. es ist ein Kondensator (= Dimpfer) und
ein Widerstand notwendig. Den Widerstand stellt die Trenn-
siule dar. Die Dimpfung ist allerdings deutlich besser, wenn
zwischen Dampfer und Manometer eine Stahlkapillare als Wider-
stand geschaltet wird.
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Manometer. - Es wird verwendet: ein Rohrfeder-DruckmefBigerdt mit
Drosselorgan zwischen Druckfilter und MeBgeraf, Gehduse Glycerin-
gefillt, der Fa. Haenni, Stuttgart, Typ DRO 63/411.111, 0-25 bar,
FUD 06/1/33. Der Einbau in die Apparatur wird von unserer Werk-
statt vorgecnommen (A). Das Gerdt arbeitet aus dem unten angege-
benen zweiten Grund nicht einwandfrei. Die Ausristung mit einer
Uberdrucksicherung ist geplant (von derselben Firma erhdltlich;

ebenso auch Manometer mit eingebautem Schutz).

Auf zwei generell wichtige Punkte, betreffend Manometer in der
LC, sei hingewiesen: 1. Das Manometer muB gegeniiber dem Eluens
vollstdndig abgeschlossen sein. Ubliche Rohrfeder—-Manometer sind
offen, was zu manchmal sehr &drgerlicher "Verschleppung" des
Eluens fiihrt. 2. Der Maximaldruck mufl mindestens 30 % lber dem
héchsten Arbeitsdruck liegen, andernfalls tritt bei Unachtsam-—
keit sehr leicht "Uberdrehung" und irreversible Verbiegung der
Rohrfeder auf; dieses ist daran zu erkennen, daB der Zeiger
nicht in die Nullage zurlickgeht. Ein solches Manometer zeigt

im allgemeinen zu niedrige Werte an und ist deshalb eine Ge-

fahrenquelle!

Filter. - Es ist unbedingt notwendig, daB zwischen Injektions-
system und Trennsdule sowie vor Ventilen Filter eingeschaltet
sind. Diinne G3-Glasfritten, mit Teflon gegen Stahl abgedichtet,
haben sich ausgezeichnet bewdhrt. Das essentielle Filter ist
im Aufgabesystem eingebaut.

Aufgabesystem. - Ein gut funktionierendes Aufgabesystem ist

auferordentlich wichtig. Jede Unvollkommenheit an diesem Teil

der Apparatur ist eine Quelle stdndigen Argers. Die praktischen
Erfahrungen Uber mehrere Jahre zeigten, daB drei sich wenig ilber-
schneidende Aufgabestellungen vorkommen: 1. Fiir die im folgenden
beschriebenen Sdulen betrdgt das iibliche Aufgabevolumen ca. 1-10 ml;
die Pumpe wird wdhrend der Dosierung abgestellt (stopped-flow-
Technik) . 2. Bei sehr schlecht 1&slichen Substanzen ist gelegent-
lich ein Aufgabevolumen von 20-80 ml erforderlich. 3. Flr Test-
messungen, 4. B. die Bestimmung der Bodenzahl, missen kleine Vo-

lumina (ul-Bereich) in das stromende Eluens dosiert werden. Wir be-
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Abb. 14 Aufgabesysteme

a-d,f s. Text S. 39
e Dichtring, Teflon
g mit Watte oder Glaswolle zu fillender Topf als Alternati-
ve zum Filter
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nbétigen drei Gerdte zur Erfillung dieser Aufgaben. Das zuerst be-

schriebene wird am hdufigsten verwendet. Es besteht aus 2zwei Teilen:

- Eine Hamilton-Spritze, Typ Serie 1000 N, mit Teflon-Kolben.

Der Inhalt der Spritze kann 1, 2.5 oder 5 ml betragen. Der
AuBendurchmesser der Kaniile ist, was filir die Funktion des In-
jektors essentiell ist, konstant (0.71 mm). GrdBere Spritzen
sind nicht zu empfehlen, da die auszuiibende Kraft (Uberwindung
des Sdulendruckabfalls) unpraktisch hoch ist.

- Der eigentliche Injektor, Abb. 14 A (A), wird bei flieBSendem
Eluens durch den Teflon-Konus d und den Edelstahlstift a ge-—
dichtet, dessen Durchmesser dem der Spritzenkaniile gleich ist.
Zur Injektion wird die Pumpe abgestellt, der Stift a herausge-
zogen und die Spritze eingefiihrt, eventuell durch leichtes An-
drehen der Schraube ¢, mit Stiften 4 zur ErhShung der Hebel-
wirkung, gedichtet. Die Substanzldsung passiert eine Fritte (G2)
f, bevor sie in die S&ule eintritt.

Die Dosierung groBer Volumina (20-80 ml) war bisher selten not-

wendig. GroBvolumige Spritzen sind unpraktisch (s.o.), Vielfach-

injektion mit einer kleinen Spritze zeitraubend und unbequemn.

Nicht vollkommen, aber brauchbar ist die folgende Methode: Die

Substanzl&sung von definiertem Volumen wird in ein Stahlrohr

(Ldnge: 12 cm, Innend.: 3 cm) eingefilillt, von dessen konisch ver-

jingtem unteren Ende eine Leitung (eingeldtetes Metallrdhrchen,

Teflonschlauch) zur Trennsdule fithrt. Das Rohr wird mit einemn

Deckel verschlossen (Gewinde, Teflonring als Dichtung), der an

eine Stickstoffbombe iiber ein Reduzierventil mit Manometer ange-

schlossen ist (s. Pulsationsddmpfer). Die L&sung wird mittels

3-5 bar Stickstoffdruck in die Trennsdule dosiert, der Vorgang

dabei durch Messung des verdrdngten Eluensvolumens (MeBzylinder

am Sdulenausgang) verfolgt.

Flir die Bestimmung der Bodenzahl und andere Messungen, bei denen

die Dosierung im allgemeinen in das strdmende Eluens erfolgen mu8,

verwenden wir den Septum-Injektor nach Abb. 14 B (A). Injiziert
wird mittels einer 10 ul-GC-Spritze. Die Konstruktion diirfte aus
der Abbildung klar ersichtlich sein: a ist ein Filihrungsrohr,

b das Septum (versetzbar, Typ Hamilton 100513, 12 mm Durchmesser) .

Eine analoge Ausfihrung (A) enthdlt zusidtzlich ein Filter (f oder

g von Abb. 14 A).

Ein Septum-Injektor ist flir prédparative Zwecke nicht allzu gut
geeignet. Er arbeitet zwar bis ca. 10 bar befriedigend, bei

h8herem Druck, insbesondere mit widssrigen L&sungen (Reversed-phase)
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T
A = Yyp
) R
C
A (KPG) 10.00 10.00 10.00
E B 25 25 25
D C 20 25 35
D 250 400 650
E (Innen- 24 39.5 60
durchm.)
Wandstédrke 1.75 2.5

_ 3.5
\K £0.25  $0.25  *0.5[a]

[a] Es empfiehlt sich, statt dessen die
Wandstdrke 5+0.5 mm 2zu nchmen.

Abb. 15 Glassdulen (MaBfe in mm; Glassorte: Duran 50)

Rillen wie a

ww/ jspuniZnay

a b

Abb. 16 VerschluBstopfen und Zwischenstiick (MaBe in mm). D und L
nach Frittengrdfe (wa); Material: PTFE (Teflon)
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treten aber Schwierigkeiten auf1). Das zu den Lobar-S&dulen
(Merck) angebotene Aufgabesystem fanden wir unbrauchbar.

Trennsdulen. — Die symmetrischen Trenns&ulen bestehen aus Glas-

rohren mit konisch verjiingten Enden, vgl. Abb. 15. Es werden
drei GCrogen, Typ B, C, D verwendet; die MaBe sind in Abb. 15 an-
gegeben. Die dichtenden Enden bestehen aus KPG-Rohr (wichtigl).

Verschlossen werden die S&dulen mit gerippten Teflonstopfen ent-
sprechend Abb. 16a, einer technischen Zeichnung mit den genauen
Angaben. Die Stopfen enthalten Edelstahlrohre, die aus zers&dgten
 Spritzenkaniilen hergestellt sind. Sie sollten 1.5 cm aus den
Stopfen herausragen. Uber die Stahlrdhrchen werden Teflonschldu-
che gezogen. Nach unseren Frfahrungen ist das System bis ca.

20 bar stabil. Bei h&herem Druck springt entweder der Schlauch
ab, oder der obere Teflonstopfen wird herausgedriickt. Dem kann
entweder durch Umwickeln des Stopfens mit Teflonband (in jeder
Werkstatt vorhanden) oder durch Einspannen beider Stopfen mit
Stativklammern entgegengewirkt werden. Die Stopfen werden

unter drehender Bewegung vorsichtig in die Sdulen eingedriickt.

Sicherheitshalber umwickelt man die Hiénde mit einem Handtuch.

Nie Gewalt anwenden!

Zur Packung der Siulen werden jeweils zwei S&ulen verschiedenen
Typs mittels des "Zwischenstlicks", Abb. 16b, verbunden und senk-
recht aufgestellt. Die grbBere obere Sdule wird im folgenden als

"YVorsidule" bezeichnet.

Detektoren. - Nach unseren Erfahrungen ist der UV-Detektor allen

anderen Detektoren vorzuziehen, vorausgesetzt natiirlich, die zu

2)

trennenden Substanzen absorbieren im UV®’ ., Sehr gut bewdhrt hat

1) Weitere Hinweise s. [6]

2) Natiirlich muB das Fluens im Gebiet der Substanzabsorption trans-
parent sein. Ausgenommen Aromaten, erfiillen die iiblichen Eluen-
tien diese Bedingung ab A>250-260 nm. Viele Substanzen absorbie-
ren in diesem Gebict bereits nicht mehr. Mit den recht univer-
sellen Eluensgemischen Petrolether (bzw. reine Alkane) /Tetra-
hydrofuran oder besscr Dimethoxyethan (Kieselgel) oder Wasser/

Methanol bzw. Acetonitril (Reversed-phase) kann man bis herab zu
A~200 nm arbeiten.
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sich ein Gerit "Spectrochrom M" der Fa. Gilson (Verkauf -durch
Fa. Abimed, Diisseldorf) mit variabler Wellenldnge (200-650 nm).
Billige Geridte arbeiten im allgemeinen bei der festen Wellen-
linge A~255 nm. Fiir viele Zwecke reicht das aus, nicht aber fir
sehr stark oder sehr schwach absorbierende Substanzen. Hier ist
mecist das Gebiet A>280 oder A~220-230 nm erforderlich. Anders
als in der analytischen HPLC, ist das Volumen der Mefizelle fir
das priparative Arbeiten nicht sonderlich wichtig, d. h. es kann

relativ groB sein (beim obigen Gerdt: 150 u1)1).

Weniger empfindlich, aber nahezu universell ist das Differen-

tial-Refraktometer. Wir verwenden ein Gerdt (Typ 5100) der

Fa. Knaur, Berlin. Ein Refraktometer muB gut thermostatisiert
werden. Dieses wird in der Regel dadurch bewirkt, daB vor die
MeBzelle eine lidngere, in einen Wirmeaustauscher (Metallblock)
eingebettete Kapillare geschaltet ist. Diese bewirkt, wenn sie
eng ist, einen hohen Druckabfall; isﬁ sie weit, so ist die Ther-
mostatisierung schlecht (hohes Rauschen). Deshalb schlieft man
das Differentialrefraktometer auf die in Abg; 17 dargestellte

Weise in einen Nebenzweig 2s Eluensstromes .

Abb. 17 AnschluB eines Diffe-
rential-Refraktometers

S Trennsaule
R Differential-Refr.

ﬁV«/ I W Strdmundswiderstand
\V.Y} (kurze Stahlkapillare)

1) Falls man sich fiir ein anderes Gerdt entscheidet, sollte man
darauf achten, daB Zu- und AbfluBkapillare so weit sind, das
auch bei hohem Durchfluf (150 ml/min) kein signifikanter
Druckabfall auftritt.

2) Die Strémungsgeschwindigkeit auf den Wegen {iber R und W, Abb.17,
ist nicht gleich. Man bestimmt den Unterschied mit Hilfe ciner
farbigen Probesubstanz,
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Schreiber. - Der Schreiber sollte neben der richtigen Eingangs-
spannung und einem praktikablen Schreibgerdt (sehr brauchbar
sind Filzschreiber) unbedingt die folgenden Vorschubgeschwindig-
keiten besitzen: 12, 3, 1, 0.2 cm/min. Sehr zu empfehlen ist

ein 2Zweikanal-Schreiber, womit beide Detektoren gleichzeitig be-

trieben werden kdnnen.

Sammeln der Fraktionen. = Ein Fraktionensammler ist lberfliis-

sig. Die Fraktionen werden in 0.5-1 1-Schliffkolben aufgefangen
derart, daB sie ohne ldstiges Umfiillen am Rotationsverdampfer

eingeengt werden kdnnen.

Ein kleines HArgernis ist oft, daB der vom Detektor kommende Tef-
lonschlauch nicht fixiert ist. llierfiir empfiehlt sich das in
Abb. 18 dargestcllte "Geridtchen", welches man auf den Schliff

des Auffangkolbens setzt.

a
ﬁ Abb. 18 AusfluBvorrichtung
c ' a Schlauch vom Detektor
b Edelstahlrdhrchen
b ¢ Blechstreifen (Breite 8 mm,
Linge 55 mm)

3.2 Packen der Sdaulen

3.2.1 Trockenpackung von Kieselgel mit Korndurchmesser >50 p

Es wurden zwei Verfahren entwickelt, die ausfiihrlich in [6] be-

schrieben sind.

3.2.2 NaBpackung von Kieselgel mit Korndurchmesser 15-25 u

Das im folgenden beschriebene Verfahren ergibt reproduzierbar
Sdulen héchster Trennglite, auch in der Ausfiihrung durch Anfan-

ger. Voraussetzung fir das Gelingen ist relativ peinliche Ein-

haltung der Vorschriften. Die als besonders wichtig erkannten

Punkte sind durch Unterstreichen hcervorgehoben.
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Das Verfahren besteht in einer Sedimentation gefolgt von einem
"Festpumpen” des Adsorbens. Auf die zu filillende S&dule ("Pack-
stiule") wird mittels des "Zwischenstlicks" (S. 40, Abb. 16b) die
nichstgr8fere Sdule ("Vorsdule") aufgesetzt. In diesem Arrange-
ment wird zunichst sedimentiert und dann wird unter Druck bis

maximal 16 bar Flissigkeit hindurchgepumpt.

A1. Allgemeine Hinweise, Sicherheitsvorkehrungen. - Vollstdndig,

d. h.;gésblasenfrei mit einer Fliissigkeit gefiillte Glasge-

rdte unter Druck stellen keine Gefahrenquelle dar. Beim
Zerplatzen f&dllt das Gerdt ohne Treibeffekt auseinander1).
Verletzungen sind allenfalls durch (praktisch senkrecht)
herabfallende Glassplitter mtglich. Es empfiehlt sich trotz-
dem, widhrend des Packungsvorganges (Typ C mit Vorsdule D)2)
einen Schutzschirm aus gelochtem Blech aufzustellen und eine
Schutzbrille aufzusctzen. Solange die Vorsdule angeschlossen
ist, arbeitet man am besten auf dem FuBboden, nicht auf dem

Labortisch.

Im Gegensatz zu Fliissigkeiten stellen komprinierte Gase

immer eine Gefahrenguelle dar. Wdhrend des Packvorganges ist

deshalb streng darauf zu achten, daB sich keine Gasblasen

im System, insbesondere nicht in der Vorsdule, befinden! Die

Entgasung von Wasser und Adsorbenssuspensionen mufl sorg-
fdltig durchgefihrt werden.

Eine weiterc potentielle Gefahrenguelle ist Glasbruch beim
Einsctzen oder Herausnchmen von Teflonstopfen und Zwischen-

stiick! Stets eine drehende Bewegung durchfihren, keine Ge-

walt anwenden, die Hinde mit einem Handtuch umwickeln!

Die Druckbelastung der Vorsidule ist wesentlich gréBer als
die der Packsdule, denn in ihr besteht praktisch kein Druck-
abfall. Eine Sdule mit grdBerem Durchmesser als dem von

Typ D sollte in Glasausfiihrung nicht als Vors&dule verwendet
werdenl) ,

1) Die Vorsdule Typ D ist bei uns einmal, bei Kollegen zweimal ge-
rissen. In allen drei F&llen war der Druck von 16 bar (s.u.)
betridchtlich {iberschritten worden. Fiir die Packung von Sdulen
grdBer als Typ C diirfte eine Vorsdule aus Stahl erforderlich
sein.

2) Das Auseinanderfallen kann durch Umwickeln der Sdule D mit
Tesafilm oder dhnlichem Material verhindert werden.
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A2. Entgasung von Wasser und Adsorbenssuspensionen. - Die zu ent-

A3.

B.

B1.

gasende Fliissigkeit oder Suspension wird in einem Schliff-
Rundkolben i{iber einen Schliffkern mit Hahn und Olive an der
Wasserstrahlpumpe evakuiert. Luft entweicht nach kurzer Zeit
unter midBigem Aufschdumen. Man h&lt danach noch ca. 5 min
unter vollem Vakuum, schlieBt den Hahn und 1l&dB8t auf Raumtem-

peratur erwdrmen (kein Schliffett!).

Vorbehandlung und Silanisierung der S&ulen. - Vor- und Haupt-

sdule werden mit dest. Wasser und Aceton gespiilt, getrocknet
und lber das Zwischenstilick gekoppelt. Es wird einseitig ver-
schlossen (Teflon-Stopfen mit kurzem Teflonschlauch in den
ein Stahlstift gesteckt ist) und eine Ldsung von 2 ml Tri-
methylchlorsilan in 18 ml absol. Benzol oder Toluol einge-
flillt. Nach VerschlieBen wird ca. 2 min kriaftig geschiittelt,
so dafi die gesamte Glasoberfldche gut benetzt wird. Danach
wird sorgfdltig mit Aceton, dann Wasser und wieder Aceton

gespiilt und an der Luft oder im Stickstoffstrom getrocknet.

Packen einer Sdule Typ B

Die unten mit einem Teflon-Stopfen (Fritte G2) verschlossene
Sdule B wird an einem stabilen Stativ befestigt. Der Stopfen
wurde folgendermaBen vorprdpariert: man zieht iiber das Me-
tallrdhrchen einen ca. 5 cm langen Teflonschlauch (1x1.5 mm)
und verdrdngt die Luft aus Stopfen und Schlauch, indem man
dest. Wasser hindurchdriickt (z. B. mit Hilfe einer Plastik-
Spritzflasche) oder -pumpt. Der Teflonschlauch wird dann
durch Einstecken eines Metallstiftes fest verschlossen.

Widhrend der Sedimentation darf kein Wasser unten abflieBen.

Man fillt mit entg. dest. Wasser bis zur oberen Verengung

auf, entfernt Luftblasen sorgfiltig (Klopfen mit Korkring

oder "Herausziehen" mit einem Teflonschlauch, an dem sie re-
lativ fest haften), fliillt dann weiter randvoll auf, dreht
das Zwischenstiick vorsichtig hinein und fiillt cs aus einer

Pipette vollends auf. Dann setzt man die Vorsdule (Typ C)
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oben auf, richtet das fest gekoppelte Sdulenpaar lotrecht
aus und fillt mit entg. dest. Wasser bis'gerade iiber den
(unteren) Konus der Vorsdule auf. Wiederum achte man auf
Luftblasen! Sie halten sich besonders im Zwischenstiick oft

hartnéckig.

'80-85 g Kieselgel MERCK LiChroprep Si 60, 15-25 u,(Bestell-
" Nr. 9336) werden in einem 1 1-Schliff~Rundkolben mit 800 ml

". dest. Wasser homogen aufgeschldmmt, dié Suspension ldBt man

B3.

B4.

‘wahrend 30-40 min ungestdrt sedimentieren. Dann wird die

iiberstehende Trilbe vorsichtig - aber vollstdndig - abdekan-
tiert, der Riickstand in 250 ml entgastem dest. Wasser auf-

geschldmmt und die Suspension nach A2 entgast.

Die frisch entgaste und homogen aufgewirbelte Suspension
wird ziigig - aber unter mdglichst geringer Erzeugung von
Luftblasen - in die nach B1 vorbereiteten Sdulen gefiillt.

Man fiillt mit entg. dest. Wasser randvoll auf und verschliefit
mit einem Teflon-Stopfen. Zur Sedimentation bleiben die

siulen wihrend 10-12 std. (liber Nacht) ungestdrt stehen.

Nach vollendeter Sedimentation saugt man die iberstehende,
in der Regel leicht triibe Fliissigkeit mit Hilfe der Wasser-—
strahlpumpe (Teflon-Schlauch 2-3 mm Innendurchm.) ab und
fillt mit entg.'dest. wasser randvoll wieder auf, wobei die
Oberfliche des abgesetzten Kieselgels méglichst wenig ge-

stdrt werden sollte.

In die randvolle Vorsdule wird (oben) ein Teflonstopfen
ohne Fritte (drehend) eingesetzt. Dabei 1&8t man das Wasser
aus dem Rdhrchen quellen, so daB die Luft aus dem Stopfen

verdridngt wird. Die Siulen werden (oben) an dic luftblasen-

frei mit entgastem dest. Wasser gefiillte Pumpe-Didmpfer-

Manometer-Kombination angeschlossen (geniligend vorpumpen!) .

Im ganzen System, speziell in der Vorsiule, diirfen keine

grdBeren Luftblasen vorhanden sein.

Man entfernt den am unteren Ende der Siulen befindlichen

VerschluB-Teflonschlauch und pumpt entg. dest. Wasser von



- 47 -

oben nach unten durch die Sdulenkombination. Dabei beginnt
man mit kleinstem Pumpenhub und steigeft den Druck jeweils
um 1 bar derart, daB sich fiir jeweils ca. 1 min Druckkonstanz
einstellt. Hierbei ist ziigig aber kontinuierlich, nicht ruck-
" haft, zu arbeiten. Wichtig ist insbesondere gute Dampfung

des Lluens (Einstellunyg des Dimpfers s. S§. 36). Nach Er-
reichen eines Enddruckes von 13-15 bar pumpt man bei kon-
stantem Druck noch ca. 5 min und schaltet die Pumpe ohne

Verinderung des Hubs ab. Beispiel:

Druck [bar] 6 7 8 9 10 11 12 13
Durchfl.[ml/min] 1.8 2.1 2.4 2.7 2.9 3.2 3.6 4.0

(Dieses sind nur Anhaltswerte, die nicht genau reproduziert

werden miissen) .

Das Wasser wird nun aus der Vorsdule abgesaugt, die Wandung
mit 2mal je 50-100 ml Aceton (Entgasung unndtig) gespilt
und das wissrige Aceton abgesaugt oder abgehebert. Die Vor-
siule wird randvoll mit Aceton (nicht entg.) gefiillt, die
Pumpe-Dimpfer-Manometer-Kombination mit Aceton konditioniert

und an die Siulen luftblasenfrei angeschlossen.

Beginnend mit demselben Hub wie bei Beendigung des Wasser-
pumpens wird nun Aceton hindurchgepumpt. Nachdem die rela-
tiv gut zu erkennende Acetonfront das Zwischenstlick passiert
hat, erhdht man den Pumpenhub kontinuierlich bis ein Druck

von 13 bar1) erreicht ist und reguliert auf diesen Druck fort-
laufend nach, denn der Druckabfall des Kieselgels nimmt mit
zunehmendem Acetongehalt stetig ab (die Viskositdt des Ace-
tons ist kleiner als die des Wassers). Insgesamt werden
500-700 ml Aceton hindurchgepumpt und die Pumpe dann wieder
ohne Verinderung des Hubs abgestellt. Beispiel (wiederum nur

Anhaltswerte) :

Acetonvolumen [ml] 100 200 300 400 500 600 750
Durchfluf [ml/min] 10 11.5 12 12.5 13 13 13

1) Man kann auch auf ein hdheres Druckniveau gehen, max.
ca. 16 bar.
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Das Aceton wird aus der Vorsdule abgehebert und diese unter
Drehen vorsichtig vom Zwischenstiick abgezogen. Dann zieht
man, ebenfalls unter Drehen, das Zwischenstilick aus der Pack-
siule, ohne die Kieselgeloberflldche zu beschidigen. In bei-
den FHllen muB langsam gearbeitet werden, andernfalls kann
das Adsorbensbett infolge von Unterdruck reiBen. Die Sdule
wird mit einem Teflon-Schlauch (Fritte G2), der fest auf
dem Kieselgel aufsitzen soll, verschlossen.

Mit derselben Einstellung des Pumpenhubs wie vor Beendigung
des Acetonpumpens wird nun Petrolether (tief)/Ethylacetat
(95/5) gepumpt. Da die Viskosit#dt dieses Gemisches kleiner
ist als die des Acetons, tritt zundchst nur ein Druck von

3-4 bar auf. Auf etwa diesen Wert muB der Didmpfer eingestellt
werden. Starke Pulsation in dieser Phase ruiniert die Sdule.

Der Druck wird durch Erhdhung des Kolbenhubs wiederum stetig
gesteigert, derart, daB sich filr jeweils ca. 1 min ein kon-
stanter Wert einstellt. Nach Erreichen Vvon 13 bar1) wird bei
diesem Druck ca. 1 1 hindurchgepumpt. Beispiel:

Druck [bar] 3.5 5 7 8 9 10 11 12 13
Durchfl. [ml/min] 12.5 20.5 30.0 40.5 44.5 50 55 60 66

Wihrend der Druck- bzw. DurchfluBerh8hung senkt sich die
Packung ab. Der Stopfen wird nach dem Abschalten der Pumpe
herausgenommen und trockenes Kieselgel nachgefiillt, derart,
daB der Stopfen danach nahezu voll hereingedriickt werden kann
und fest auf der Packung aufsitzt.

Die Sdule ist nun betriebsbereit. Sie sollte wie unten be-
schrieben auf Bodenzahl und Symmetrieindex getestet werden.
Wir vermerken die Testwerte und das Herstellungsdatum wisch-
fest auf einem Etikett, zusdtzlich einen Pfeil der die Rich-
tung des FluBes bei der Packung angibt. In dieser Richtung

wird die Siule auch spdter ausschlieBlich betrieben.

Die Siulen werden verschlossen aufbewahrt (Verschluff ist ein

1) Man kann auch auf ein hdheres Druckniveau gehen, max.
ca. 16 bar.
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Teflonschlauch, der an beiden Enden iUber die Metallrdhrchen
der Stopfen geschoben ist). Es spielt aber offenbar keine
Rolle, wenn die S&ulen partiell austrocknen. Die enthaltene

Luft 1l&st sich beim Durchpumpen von Ldsungsmitteln auf.

Packen einer Sdule Typ C

Ausgenommen Unterschiede im Druck, Durchfluf etc. entspricht

das Verfahren dem oben beschriebenen.
Die Punkte A1-A3 gelten in gleicher Weise.
Vorsidule ist die Sdule Typ D, sonst ist nach B1 zu verfahren.

330 g des unter B2 angegebenen Kieselgels werden in 1.5 1
dest. Wasser "homogen" aufgeschldmmt. Die Suspension 1lagt
man 75 min sedimentieren. Dann wird die liberstehende Triibe
vorsichtig - aber vollstdndig - abdekantiert, der Bodensatz
in 1 1 entg. dest. Wasser aufgeschldmmt, die Suspension ent-
gast und luftblasenfrei in die Vorsdule eingefiillt. Man 1ldB8t

20-25 Std. ungestdrt sedimentieren.
Man verfdhrt wie bei B3. angegeben.

Man gcht prinzipiell gleich vor wie unter B4 angegeben; der
Enddruck sollte aber bei jeder der drei Fliussigkeiten min-
destens 16 bar betragen, zur Orientierung mdgen wieder die

Druck-DurchfluB-Werte eines typischen Falles dienen:

Wasser
Druck [bar] 6 8 10 12 14 16
Durchfl. [ml/min] 4.0 6.5 8.3 9.5 10.5 11.5

Nach Erreichen des Enddrucks von 16 bar wird noch 5 min bei

konstantem Hub weitergepumpt.

Aceton
Insgesamt werden ca. 2 1 Aceton hindurchgepumpt. Der Druck

wird kontinuierlich auf 16 bar nachgeregelt.
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volumen [1] 0.5 1.0 1.5 2.0
purchfl. [ml/min] 14.0 18.5 20.0 22.0

Vorsiule und Zwischenstiick werden abgenommen und Petrol-
ether (tief)/Ethylacetat (95/5) bis zum konstanten End-

druck von 16 bar gepumpt.

Petrolether (tief)/Ethylacetat (95/5)

Druck [bar] 6 8 10 12 14 16
Durchfl. [ml/min] 22 30 55 78 90 105

Die Siule wird getestet und etikettiert (vgl. BS).

Test auf Bodenzahl und Symmetrieindex

Die Siule wird an einen Septum-Injcktor ohne Filter (Abb.14B)
angeschlossen und der UV-Detektor benutzt. Es werden folgen-

de Bedingungen gewdhlt:

Eluens: Petrolether (tief)/Ethylacetat (95/5)
Durchfluf: Sdule Typ B, 20 ml/min,
Sdule Typ C, 50 ml/min
(Messung mit MeBzylinder und Armbanduhr
(Sekundenzeiger) oder Stoppuhr) .
Detektor: Wellenldnge 265 nm, 0.5 Extinktionseinheiten
Schreiber-vVorschub: 12 cm/min '

Testlbsung: 40 mg Naphthalin in 2 ml Eluens

2 pl (Typ B) bzw. 5 pl (Typ C) der Testldsung werden mittels
einer 10 ul-Spritze in das laufende System injiziert, dabei
jewéils der Zeitpunkt auf dem Schreiber markiert (Detektor,
Knopf "Marker"). Es werden mindestens 2 Injektionen im Ab-
stand von ca. 1.5 min vorgenommen. Die Peakh&he sollte ca.

80 % des Vollausschlags betragen.

Auswertung1): N = 5.54 (tR/bya)2 s.I. = a/b, vgl. Abb. 2.

1) Bei besonders guten S&dulen tritt kurz hinter dem Naphthalin
ein flacher Peak auf (scheinbares Tailing). Es handelt sich
um eine Verunreinigung im Naphthalin.
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Die Sdulen, deren Druck-DurchfluBwerte oben angegeben sind,
besaBen N = 6900, SI = 1.01 (B); N = 8300, SI = 1.06 (C).

Sdulen mit N < 5000 (B) bzw. N < 7500 (C) und SI >1.1 sind
nicht akzeptabel. Sie sollten geleert und neu gepackt wer-
den. Miflingen der Siulenpackung (ca. eine von 20 Sdulen)
kann nach unserer Erfahrung nur bei Nichtbeachtung eines

der oben als wesentlich markierten Punkte geschehen.

Wiederaufbereitung von Kieselgel

Beim Packen f&llt aus Vorsdule und Zwischenstiick "Uberschiis-
siges" Kieselgel an. Es wird mittels Aceton in ein GefdB ge-
splilt und gesammelt. Ca. eine von 20 Sdulen miBlingt. Man
entleert die SHule, indem man einen Stopfen entfernt und von
oben nach unten Aceton hindurchpumpt (eventuell ist zusdtz-

liches "Stochern" mit einem Draht erforderlich).

Zur Wiederaufbereitung derartigen Kieselgels, was nur nach
Ansammeln von ca. >300 g lohnt, dekantiert man Aceton mehr-
mals ab, schldmmt in dest. Wasser auf und entfernt feine An-
teile nach B2 (1. Absatz). Man schldmmt dann wieder in dest.
Wasser auf und saugt auf einer Nutsche mit Filterpapier ab.
Man beldBt einige Stunden an der Wasserstrahlpumpe, fillt
dann in eine Schale um und trocknet 2-3 Tage bei 130°C im
Trockenschrank. Klumpen werden durch vorsichtiges Schiitteln
oder Driicken beseitigt. Man verfahre vorsichtig, damit keine

feinen Anteile entstehen.

Auch stark verschmutztes Kieselgel aus lange benutzten Sdu-
len kann aufbereitet werden. Man entleert, widscht mit Aceton
und Wasser und erwdrmt mit konz. Salpetersdure (ca. 1 1/300 g
Kieselgel) widhrend 2-3 Std. auf dem Wasserbad. Dann wird
dekantiert, mehrmals mit dest. Wasser aufgeschldmmt und de-
kantiert, schlieBlich wie oben beschrieben abgesaugt, gut

ausgewaschen (pH-Test) und getrocknet.
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Das wiederaufbereitete Kieselgel sollte nicht ohne spezielle
Mafnahmen zur Sdulenpackung verwendet wefden: Oft liegt
Teilchenaggregation vor, die mit bloBSem Auge kaum zu erken-
nen ist. Es empfiehlt sich, die wédssrigen Suspensionen vor
dem Einschldmmen in die S&Hulen wdhrend ca. 20 min einer

Ultraschallbehandlung zu unterziehen.

3.3 Riickgewinnung von Ldsungsmitteln

Die Chromatographie auf Sidulen hoher Bodenzahl erfordert pro
Einheit zu trennender Substanz prinzipiell weniger LOsungsmit-
tel als die konventionelle Sidulenchromatographie. Da aber we-
sentiich schneller gearbeitet wird, ist der LOsungsmittelver-
brauch relativ hoch. Wir entwickelten folgendes einfache Ver-
fahren zur Riickgewinnung. Alle Fraktionen werden an einem mit
einem Manostat1) versehenen Rotationsverdampfer eingedampft.
Das Destillat wirdz) beziiglich seiner Zusammensetzung, die sich
bei Gemischen stets etwas #dndert, durch Diinnschichtchromato-
graphie analysiert. Das Verfahren ist in Abb. 193), einer typi-
schen Laborvorschrift, erldutert. Es hat gegeniiber anderen (z.

B. Dichtebestimmung) zwei wesentliche Vorteile: (a) Es 1laBt sich
auf Gemische anwenden, die Petrolether, d. h. ein Multikomponen-
tengemisch, enthalten; (b) es beriicksichtigt implizit geringe
Verdnderungen im Wasscrgehalt der Losungsmittel. Mit anderen Wor-
ten, das Losungsmittel wird nicht bezliglich seiner genauen Zu-
sammensetzung, sondern beziliglich seiner chromatographischen Ei-
genschaften analysiert. Die Dichtebestimmung erweist sich bei

Gemischen mit chlorierten Verbindungen als vorteilhaft (Ardome-

1) Der Manostat besteht lediglich aus geeichten Siedekapillaren,
die in einem GefidB zwischen Rotationsverdampfer und Wasser-
strahlpumpe geschaltet sind. Je nach Siedepunkt des einzu-
dampfenden L&sungsmittels stehen solche mit 100, 200, 300 und
400 Torr zur Verfiigung. Sehr gut bewdhrt hat sich auch ein
"vakuum-Regler" der Fa. Glas-Keller, Basel.

2) In manchen Fillen empfiehlt es sich, kurz {iber Calciumchlorid
zu trocknen und nochmal bei Normaldruck zu destillieren.

3) Die Ausarbeitung der Mcthode ist Herrn G. Nill zu vevdanken.



ter sind ungeeignet; einfacher und genauer ist die Verwendung

von 25- oder 50-ml-MeBkolben und Waage) .

RFA A Benzoesdure-
benzylamid ®
FB
0.60 B Benzophenon

0.40 -

0.20 7

T T 1 T T

10 20 30 40 50 § Ethyl-
acetat

Abb. 19 Zur diinnschichtchromatographischen Bestimmung der
Zusammensetzung vcn Petrolether (tief)/Ethylacetat-
Gemischen (falls der Gehalt an Ethylacetat >50 %,
muB mit Petrolether verdiinnt und dann die DC durch-
gefiilhrt werden).



4 . MESSERGEBNISSE, DISKUSSTON

4.1 Permeabilitdt

“‘I

Die Messung der Permeabilitét,?K bzw. K, (s. Gl. 21 bzw. 22)
ist aus zwei Griinden wichtig. ?um einen charakterisiert sie
den Druckabfall einer Sdule, zﬁm anderen erlaubt sie die Be-
stimmung der dynamischen KorngrdBe dpd (s. G1. 23). Fiir Adsor-
bentien mit relativ breiter Kornverteilung, wie das hier ver-
wendete, stellt dpd

lenqualitidt anhand der van Deehter-Gleichung dar.

die Referehzgréﬁe zur Beurteilung der Sdau-

Die frither angegebenen Gl. 21 und 22 gelten nur filr zylindri-
sche Siulen. Unscore priparativen Siulen besitzen konische Tecil-
stiicke. Um diese korrekt zu erfasscn, milssen entsprechende
Formeln benutzt werden. In der Literatur fanden wir sie nicht.
Wir haben deshalb Gl. 21 und 22 verallgemeinert und allgemeine
Ausdriicke zur Berechnung der Permeabilitdt beliebig geformter,

aber axialsymmetrischer S&ulen selbst hergeleitet.

Theorie: Permeabilitidt (K, K_) und Lineargeschwindigkeit (u) in

axialsymmetrischen, speziell kegelstumpffdrmigen Sdulen. - Der
Druckabfall einer zylindrischen Saule betrdgt (vgl. S. 12):
-1 nL .
AP—KF_"—IiTF Gl. 22

Wir denken uns cine beliebig geformte, aber rotationssymmetrische
Siule als aus 4ylindern infinitesimaler Lidnge dL zusammengasetzt;
deren Druckabfall dAp betrigt

-1 ngdb
ddp = K. F-rz

Der Gesamtdruckabfall ergibt sich durch Summation, im Grenzfall
dL~»0 durch Integration:

L
S
e [ 4
o

LS bezeichnet die Gesamtlidnge der S&dule.

F G Gl. 33

&=
3|

Ap =

3

1 1
Kp Kp

Das Integral G enthdlt die gesamte Information iiber die Geometrie
der Siule; wir bezeichnen es deshalb als "Geometriefaktor” G.



Abb. 20 Definitionen zur Geometrie
eines Kegelstumpfs

R' = Ltg¢
R = R +R = Rp+Ltgo
tgd = (Ry~Rp) /Ly

Fiir einen Zylinder ist R konstant, deshalb ergibt die Integration
G in trivialer Weise: G = L/R?. Fiir einen Kegelstumpf (bisher

lax als "Konus" bezeichnet) muB die Funktion R(L) angegeben wer-
den. Die ndtigen Angaben sind in Abb. 20 zusammengestellt. Fir
einen Kegelstumpf der Lange LK folgt:

L. L. L
o =[ & . dL 3 i _
= = 4aL____ = - =
K R? (Ltgé+R ) tg¢ (LEgo+R.)
O
- __—-1—-—-— — 1 .
REtg¢ tg¢(Lth¢+RE)

T}Eh%Ktq¢ + RE = Rw bzw. tg¢ = (Rw-—RE)/LK (vgl. Abb. 20) ergibt
1 1 1 1 1 L 1 1

Gy = Ktaf ~ myEgh  Tob T TR, T RyRg Rg R, =

kK © Ry Rg

Der Beitrag des konischen Teils der Siulen entspricht also dem
eines Zylinders gleicher Lénge und einem Radius, der dem geo-
metrischen Mittel der beiden Kegelstumpfradien entspricht.

Fiir den Gesamtgeometriefaktor unserer, aus technischen Griinden
natiirlich nicht ganz symmetrischen Siulen folgt aus Gl. 33 und
34 sowie den in Abb. 21 festgelegten Bezeichnungen:

L + L L L + L
G = -E%T___EZ + i@ + ;IR Kz, Gl. 35a
E W E W
_ 1 n
Ap = ra —-F-G bzw. Gl. 35b
- (=Gl. 33)
= E..n Gl. 35
KF Ap = G <



=
-

Abb. 21 Zur Berechnung des Geoﬁetriefaktors bendtigte GroéRen
In analoger Weise muB Gl. 21, die den Druckabfall in Relation
zur Lineargeschwindigkeit setzt, modifiziert werden.

/

Ap = % nLu ! Gl. 21
In nicht-zylindrischen R8hren ist u nicht konstant, sondern bei
konstantem DurchfluB F eine Funktion des Sdulenradius bzw.
—querschnitts. Es besteht also die Aufgabe u in Abh&ngigkeit von
der Siulenlinge, wobei am Sduleneingang L = O gelte, anzugeben.
Als Bezugs-MeBgrdBe wird die Totzeit t gewdhlt. Die L&nge der
gdule sei wieder als LS bezeichnet. ©

t, ist Zeit, nach der ein bhei L = 0 (Sdulenanfang) gestartetes
Fliissigkeitspaket bei L (sdulenende) austritt. Nach Standard-
schulphysik ist -

dL dL

u(L) = 3t bzw. dt = o (L)

Durch Integration erhdlt man
t L L

o S
_[fa _ [
! dt = [ 3 bzw. tO = ! (D)

Zur LBsung des Integrals muB u als Funktion von L angegeben wer-
den. Da F konstant sein soll, gilt der Massenerhaltungssatz:

u(L) A(Lj)
(L) = XM’ wobei A (L) bzw. A(L.) die Querschnittsflédche
3 an der Stelle L bzw? Lj angibt.
A(Lj)
u(L
(L) AT u(Lj)

Einsetzen in das Integral ergibt

L
S
£ = igi)?Fu(L v worin A(L;) und u(Lj) Konstanten sind,
3j 3 daher folgt
1 s Vg
Yo T AT -ully) [ ALIAL = FET-u(Ly) bzw.
VS

w(ly) = £ TR@)
[e] J



Da die Stelle Lj beliebig war, gilt allgemein:

0 Gl. 36

u(lL) = D)

#‘<
)

o]

Gl. 36 erlaubt die Berechnung der Lineargeschwindigkeit u an je-
der Stelle der Siule aus den integralen MeBgréBen: Volumen der
leeren Sdule VS, Totzeit to und Querschnittsfldche A.

Die Modifizierung von Gl. 21 ist nun leicht durchzufiihren. Wir
nehmen wieder infinitesimale Bereiche mit konstantem u(L) an
und intcegricren:

dAp = % nu(L)dr
' L
1 S
Ap = -Knj u(L)dL Gl. 37

Einsetzen von Gl. 36 ergibt
L
ap = n [Tis 4L invs [fan
P = x" t_ A(D) K" % A (L)

Das hier auftretende Integral ist ein alter Bekannter, denn
AI = wR? (L) :

il

L
\Y/
L, s dr__
Ap = K” e Zﬁ IR da. h.
(o]
V.
ap =+ 356 baw Gl. 38a
: K7t ) o
o
_ 1 n.y.
K = BB VG Gl. 38b

Zur Berechnung von K ist also die Messung von Ap, t, und der geo-
metrischen Grdfen Vg und G notig. Wie man jedem Handbuch entnimmt
betrdgt das Volumen V, eines Kegelstumpfs (Def. s. Abb. 20) :

- ".L 2 2
v = P + + .

Mit den Definitionen aus Abb. 21 ergibt sich

(LK1+LK2

3

)

AV = I + ‘ + 1, 1 4 +
( LE2)“RE lwan

5 E1l

2,07,y . .
(Rk‘.+Rw+RHRW) Gl. 38c

In weniger grundsitzlicher, aber einfacherer Weisce hiitte G1l. 38b
aus Gl. 3%¢ mit Hille dov Porositit e (vgl. S. 10) hergeleitet
werden kénnen. Diesce Grofe sei nunmehr cingefiihrt, cinerscits
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als Kontrolle, andererscits weil sich weitere niitzliche Be-
z1iechungen ergeben:

€, ist nach Gl. 21a definiert zu

€, = Kp/K Gl. 21a

Einsetzen von Gl. 35c und 38b ergibt:

e =F % Gl. 39
T VS

Gl. 39 enthdlt nur MeBgrdBen und erlaub die direkte Bestimmung
von €_ ohne den Druckabfall messen zu miissen. Mit F-to= Vo
(vgl. S. 11) ergibt sich weiter:

€ = VO/VS Gl. 40

Unter Anwendung unsercr auf $.11 angegebenen Methode (s. G1. 17)
kann ¢,_ {iber Gl. 40 ohne jede chromatographische Messung bhe-
stimml "werden.

Dynamische Korngrdéfie dp von Merck LiChroprep 15-25 p. - Grund-

d

lage zur Bestimmung von dp ist die empirische Gl. 23. Sie

d
gilt nur fiir analytische S&ulen (3-6 mm Durchmesser) .

Eine Siule vom Durchmesser 3 mm wurde mittels einer Balanced-

density~Technik [23] gepackt. Das Adsorbens entstammte dersel-
ben Charge wie die pridparativen Testsdulen (1 kg-Flasche) . Die
MeBwerte Ap(F) sowie alle weiteren relevanten Angaben sind in

Tabelle 1 zusammengefaft. Die dynamische KorngréfSie betrdgt

dpd = 20.4 u.

Der Wert von ¢, = 0.76 fiir die Porositdt ist cin fir analyti-
sche S#ulen typischer Wert. So fanden wir fir Sidulen 30x0.3 cm
und 20x0.3 cm, die mit Merckosorb SI 60, 5 p (Kieselgel, dp=5u)
gepackt waren, €p = 0.75+0.02 als Mittelwert iliber ca. 100 Messun-
gen (Druckbereich: 30-200 bar, Eluens: Hexan/Ethylacetat 8:2 und

1:1).
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Tabelle 1 Permeabilitdt K, K. und dynamische Korngrdge d

von "Kieselgel Merck si 60, 15-25 u" [a] pd
Ap(a] F[b] to[c] u(c] KF'109[d] KF-109[e] ET[f] a d[g]
[bar] [ml/min] [min] [mm/s] [cm?] [cm?] u]
20 1.67 1.55 5.24 4.23 5.62 0.75 20.6
30 2.50 4.22 20.5
40 3.33 0.788 10.3 4,22 5.53 0.76 20.5
50 4.17 4.22 20.6
60 4.90 0.537 15.1 4.14 5.41 0.77 20.3
70 5.63 4.10 20.3
80 6.38 0.406 20.0 4.04 5.37 0.75 20.1
90 7.20 4.05 20.4
Mittel: 4.15 5.48 0.76 20.4
[a] MeBapparatur: Siemens Flﬁssigkeitschromatograph S 200, Sdulen-
linge: Lo= 48.7 cm, -radius 0.15 cm; Eluens: Ethylacetat,
Temp. 25°C. S&dulenpackung: palanced-density-Technik nach
W.Strubert [23];
(bl Messung mit MeBzylinder und Stoppuhr;
(c] Tetrachlorethylen als Inertsubstanz, UV-Detektor 254 nm;

(dl

le]
[£]
(9]

K, = (F/bp)n-L/(uR%) (Gl. 22), 1 (Ethylacetat, 25°C) =
0.441 ¢P [24];

K = nL2/(Ap-t,) (Gl. 21);

€ = KF/K ggl;121a);

dpd = V1000 K (Gl. 23a).
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Permeabilitdt von prédparativen Sdulen mit Durchmesser 2.4 (Typ B)

und 4 cm (Typ C); MeBergebnisse. - Die Messungen erfolgten mit

Adsorbens, das derselben Charge entstammte, die fiir die oben be-
schriebene analytische Sdule verwendct wurde. Die Druck-Durch-
fluf- bzw. IO—Kurven waren im Mefbercich (bis 10 bar) streng

lincar, sowohl fiir dic¢ B-als auch fir die C-Sﬁulu1).

Als MeBapparatur wurde unsere in Abschnitt 3.1 vorgestellte Appa-
ratur verwendet. Um den EinfluB des Dampfers so gering wie még-
lich zu halten, wurde zwischen Démpfer und Manometer als Wider-
stand eine Stahlkapillare geschaltet, so daB der Eluensstrom
bereits ohne Sdule praktisch pulsationsfrei war; d. h. Trenn-
siule und Eluenserzeugung waren dynamisch entkoppelt. Das Mano-
meter war ein offenes Rohrfedergerdt ger Fa. Haenni, Typ DRF
160/111.111, 0-25 bar, Gliteklasse 0.6 ),

Leitungen, Stopfen und Detektor besitzen im Bereich F~40 ml/min
erhebliche Druckwiderstidnde, fiir die unbedingt korrigiert wer-
den muB. Es wurden daher vor und nach jeder Messung die Stopfen
aus der Sidule herausgenommen, in ein lceres kurzes KPG gesteckt,
und der Druckabfall goemessen.

Typische Druck-Durchflu3-Kurven sind in Abb. 22, die MeBergebnis-
se in den Tabellen 2 und 3 dargestellt.

Die Auswertung erfolgte nach Gl. 35a-c und Gl. 38a,b. Wie an die-
sen Gleichungen leicht abzulesen, ist von grofen EinfluB der
Geometriefaktor G. Zu diesem tragen die engen Endrohre sowie die
konischen Teile der Siulen erheblich bei. Um den Beitrag klar
hervortreten zu lassen, sei als Beispiel die explizite Berechnung
des KF-Wertes der C-Sidule angegeben, deren Mefwerte in Abb. 22

dargestellt sind:

S . . Ly Dl Two o g
Ke & &b " ( R ' R R + R 2 ) GL.35
k= 31.4 . 0.444.102 (Q:7+0.8 2.8+2.4  39.2, ..

F 60 - 8.975-10 ™ 0.5 0.5 1.97 ~ 1.97

K, = 9.816-107"'} . ( 6.00 + 5.28 + 10.10) cm?

K, = 2.10-107 %cm?

1) Genaue MaBSe dieser Siulen sind in Abb. 15 angegeben.

2) Die Giiteklasse entspricht dem maximalen prozentualen MeBfehler,
hier 0.6 % bzw. 0.15 bar.
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Wie man sieht, stammt ca. die Hilfte des Gesamtdruckabfalls von
den - verhiltnismidfig kurzen - engen und konischen Teilen der
Siule. Hierdurch kommt iiber G eine¢ gewisse Ungenauigkeit in die
Mefwerte hinein: die exakte Festlegung der MaBe dieser Teile ist
wegen unvermeidbarer Unvollkommenheit der Glasbearbeitung nicht
méglich. Der Fehler diirfte bei ca. 5 % liegen. Die obige Rechnung
zeigt auch, daB eine Nichtberiicksichtigung dieser Siulenanteile,
d. h. die Approximation eines Zylinders, zu groben Fehlern fih-

ren mufl.

Druckwiderstand von pr8parativen S&dulen; Diskussion. - K und KF
charakterisieren die Permeabilit#t (Durchléssigkeit) von Trenn=

siulen unter Abstraktion bzw. Normierung der S&ulengeometrie,
nicht aber der TeilchengrdSe. Da nun in der Regel verschiedene
Autoren verschiedene TeilchengrdBen verwenden, k&nnen die Resul-
tate nicht verglichen werden. Auch wédren anstelle von K, KF

MaBe erwiinscht, die mit dem Druckwiderstand zunehmen, nicht wie
K, KF abnehmen. Die schottische Schule um Knox, Edinburgh, hat
aufgrund folgender Uberlegungen die glinstigen GroBen "Resistenz" ¢
und ¢, vorgeschlagen [3¢].

Es wurde bereits erwidhnt, vgl. Gl. 23a,b, daB die Permeabilitdt
nach empirischen Daten dem Quadrat des Teilchendurchmessers dP
proportional ist. Das Inverse des Proportionalitdtsfaktors
stellt bereits die gesuchte Gr&fe dar:

K =

2 — 2
dP bzw. KF = dP Gl. 41a,b

-e'—a

1
¢

F

¢ und ¢F werden als "Resistenz" bezeichnet und werden explizit

berechnet zu:
— 2 — 32
¢ = dP/K bzw. ¢F = dP/KF Gl. 42a,b

Wegen KF = eTK folgt

_ Gl. 43
¢ = .0,

¢ und ¢F stellen also beziiglich Sidulengeometrie und Teilchendurch-

messer normierte sowie mit dem Druckwiderstand zunehmende MafBe dar.
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Die frilher angegebenen Gl. 23a,b sind somit Spezialfille von
Gl. 41b:

!_ 42 (Naspackung) Gl. 23a

- Xp = 7600 %

Ul

| —) g2

K. 5500 dP (Trockenpackung) Gl. 23b
Der Sachverhalt 148t sich damit reformulieren: Die Resistenz ¢F
von analytischen S&ulen (3-6 mm Innendurchmesser) betrdgt ¢F=1OOO
bei NaBpackung, ¢F=2OOO bei Trockenpackung.

Unsere Resultate lassen sich nunmehr bequem diskutieren und mit
denen anderer Autoren vergleichen. Leider liegen die Dinge hier
etwas im argen: In den ohnehin nur wenigen Arbeiten sind die
ben&tigten Kennzahlen oft nicht einmal angegeben. Die verwert-

baren Literaturdaten sind in Tabelle 4 zusammengestellt.

Nach Tabelle 3 besitzen die préparativen S&ulen einen erheblich
gréBeren Druckwiderstand als die analytische S&dule, d. h. der
Druckwiderstand nimmt mit dem Durchmesser zu1). Wenn man von dem
sehr speziellen Fall der Godbille-Devaux-Sdule absieht, stimmt
dieses Resultat mit den Ergebnissen anderer Autoren (vgl. Tabel-
le 4) iiberein. Dieses, sowie die ausgezeichnete Reproduzierbar-
keit unserer Ergebnisse diirfte triviale Ursachen, wie Verstopfung

2)

der Siulen durch feine Anteile”’, ausschlieBen.

Als naheliegende Erkldrung bieten sich wandeffekte an. Es wurde
bereits erwihnt, daBs nach Arbeiten von Knox und Mitarbeitern [17]

die Wandregion eine ca. 30 Teilchendurchmesser starke Schicht mit

1) Fiir unsere Sdulen muB diese Aussage noch iiberpriift werden, denn
es wurde mit verschiedenen Packverfahren gearbeitet. Wir sind
dabei, eine Serie von Sdulen mit Durchmessern 3, 10 und 16 mm
mittels unseres Sedimentationsverfahrens zu packen und zu
testen. :

2) Eine kompetente Untersuchung dieses Punktes wurde kiirzlich
publiziert [28].
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lockerer Packung und daher schlechten chromatographischen Eigen-—
schaften darstellt. Um diesen Punkt zu beleuchten, haben wir

den prozentualen Anteil der Wandrecygion beziglich der Sdulen-
querschnittsfléche (%Aw) berechnet und in die Tabellen 3 und 4
eingetragen:

$A_ = 6000 Gl. 44

dP
W R
Diese Beziehung wurde folgendermafen abgeleitet: Die Querschnitts-
fliche der Siule betridgt mR?*, die Dicke der Wandregion 30 4_,
was einer Querschnittsfléche mR2-7 (R-30d4_)? entspricht. Der pro-
zentuale Anteil zur Gesamtquerschnittsfldche ist damit

2_ - 2
mRe=7 (R 3Odr) 100.

%Aw = TR

Triviale algebraische Manipulationen ergeben
da a, 2
P P
%Aw 6000 ® - 90000 ('ﬁ"’) Gl. 45

Da die Berechnung nur fiir den Bereich d_<<R sinnvoll ist, wird
) 3 , il P
der quadratische Term vernachldssigt.

Der Vergleich von %Aw— und ¢-Werten ldBt eine gewisse Korrela-
tion erkennen. So scheinen unsere und Wehrlis Daten zu belegen,
daB die Resistenz ¢ unterhalb ca. 10 % AW vom Durchmesser unab-
hingig ist, was mit der Wandeffekt~-Hypothese im Einklang stehen
wiirde. Hiermit nicht vereinbar sind die Werte von Beck und Halasz,
obwohl das Packverfahren dieser
Autoren dem von Wehrli sehr &hn-
x lich ist. Das Ritsel 16st sich
8007 bei Inspektion der Beck-Halasz-

() Arbeit schnell: Die Sdule vom

Durchmesser 21.6 mm besitzt koni-
200- sche Enden, der K-Wert wurde je~
doch unter Annahme eines 2Zylinders
berechnet. Dieses fiihrt {iber den

G-Faktor (vgl. S. 60) zu einem um

- [} y
600 ' : 50 $ zu hohen K-Wert! Die von uns

10 20 nach Gl. 38b berechneten Werte

W sind in Tabelle 4 (in Klammern)
ebenfalls eingetragen. Die korri-

gierten Werte stimmen ausgezeichnet mit denen von Wehrli iberein.
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Tabelle 3 Mittelwerte aus Tabelle 2 fir K, K_ und andere den
Druckwiderstand charakterisierende Gréfien
(6, ¢, %A, s. Text)
Durch- .
. . q
@esser A KF1O KF1O € ¢F ¢
{ mra] [em?] [em?]
3 82 4.15 5.48 0.76 1000 a] 760[a]
24 10 2.10 3.03 0.70 1980 1370
39.5 6 2.13 3.07 0.69 1950 1355
[a] Per definitionem festgelegte Werte
Tabelle 4 Literaturiibersicht: Resistens ¢ von Trennsdulen in
Abhdngigkeit von Sdulendurchmesser 2R und Packmethoden
d, 2R %A K-10° ¢ Adsorbens Pack~- Lit.
(1] [ mun] [em?] methode
35-75 2.1 "310" 17.9 1690[a] sphirisches trocken®] pe stefano
35-75 10.9 60 13.8 2192[a] pordses (Sstandard) Beachell
Kieselgel 1972 [25]
5 3.0 20 0.405 617 Kieselgel naB Wehrli _
5 7.4 8 0.308 812 Merckosorb (Standard) 1975 [26]
5 17.3 3.5 0.310 806 Si 100
10 18.0 6.5 1.3 769 Kieselgel naf Godbille,
LiChrosorb (speziell) Devaux
Si 60 1976 [14b]
10 4.0 15 1.45 690 Kieselgel naf Beck,
10 21.6 5.5 0.851 1157 LiChrosorb (Standard) Halasz
(1.23)[c](813)[c] si 100 1978 [27]
[a] Hier unter der Annahme d,=55u berechnet.
[b] Die Standard-Trockenpacktechnik: Einfiillen von kleinen Portio-
nen gefolgt von leichtem Aufstampfen, s. [3] oder [6].
[c] Korrigierte Werte fiir die dariiberstehende Eintragung.
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zur Verdeutlichung sind die korrigierten Halasz-Beck-(-) sowie
Wehrli-Daten(x) fiilr ¢ gegen die %Aw-Werte vorstehend graphisch
dargestellt. Alle anderen Daten, unsere eingeschlossen, kdnnen
fiir die graphische Darstellung nicht verwertet werden, da voll-

kommen andere Packverfahren angewendet wurden.

Natiirlich sind mit diesem Resultat die Wandeffekte nicht bewie-
sen. Die Hypothese gewinnt aber an Uberzeugungskraft, wenn man
bedenkt, daB die oben der %Aw—Berechnung zugrunde gelegten An-
nahmen von Knox und Mitarbeitern aus Messungen von Bodenzahlen -
eine Gr&Be die mit dem Druckwiderstand primdr nicht verwandt ist -
gewonnen wurden. Mdglicherweise gibt es eine bessere Hypothese.
Eine eingehende Diskussion ist jedoch aufgrund der sehr mageren
und "inhomogenen" experimentellen Unterlagen nicht m&glich. Der
gesamte Fragenkomplex "Resistenz~Durchmesser" bedarf dringend
einer griindlichen und kompetenten Untersuchung (vgl. FuBnote 1
auf S. 65).

Einige in der Literatur verzeichnete Beobachtungen sowie welitere
Besonderheiten der in den Tabellen 3 und 4 enthaltenen Daten

verdienen einen Kommentar:

- Nach unseren sowie den Ergebnissen in [25],[26] und [14b] sind
die ¢- bzw. K-Werte vom Druck bzw. von der DurchfluBgeschwindig-
keit unabhingige GrdBen. Im Gegensatz hierzu und offenbar der
gesamten Literatur liber analytische S&ulen (3-6 mm Durchmesser)
stehen Ergebnisse von Beck und Halasz [27]. Es wurden Sdulen
mit 4, 21.6 und 44 mm Durchmesser untersucht. Die beiden grés-—
seren Siulen besafen konische Enden. Mit Adsorbentien vom Korn-
durchmesser 10-15 oder 35-50u zeigten beide stark durchfluB-
bzw. druckabhdngige K—Werte1). Ein solcher Effekt ist natiirlich
unerwiinscht. Unserer Meinung nach handelt es sich um einen auf
fehlerhafter Siulenkonstruktion beruhenden Artefakt: Die koni-

schen Teile wurden bis zu einem Radius RE=O.5 mm (vgl. Abb. 21)

1) Es wurde bereits erwdhnt, daB die K-Werte an dieser Arbeit
falsch berechnet wurden; bei der 21.6 mm-S&ule sind sie um
50 %, bei der 44 mm-S&ule um 100 % zu hoch.
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verjliingt. Deshalb treten an Sdulenein- und -ausgang extreme
Lineargeschwindigkeiten, eventuell Turbulenzen auf. Eine
triviale Erkldrung wdre Verstopfung des Sdulenausgangs durch
Absenken des Sdulenbetts, denn es wurde stets eine Zunahme
des Druckwiderstandes mit steigendem DurchfluB gefunden. Die-
.Se Erkldrung kann aber wohl ausgeschlossen werden, da etwas

so Triviales bei Spezialisten nicht vorkommen diirfte.

Einen ungewthnlich niedrigen Druckwiderstand besitzt die
Sdule von Godbilleund Devaux. Es wurde ein originelles neues
Verfahren angewendet, bei dem cine sehr rasche Packung des
Bettes resultiert. Offenbar ist es deshalb sehr locker und
mﬁélicherweise (vgl. Ss. 34) nicht stabil.

Unsere prédparativen S&ulen besitzen einen hohen Druckwider-
stand. Interessanterweise stimmt der K- bzw. ¢-Wert ziemlich
genau mit dem flir Trockenpackung typischen liberein. Dieses
deutet auf ein sehr dicht gepacktes Bett ohne Teilchenagglo-
meration hin [29]. Mit dieser Vermutung stimmen weitere Da-
ten iUberein: die verhdltnismdfig niedrige Porositdt € extre-

me Trennglite und sehr hohe Lebensdauer der Sdulen (s. u.).

Leider erweisen sich wegen des hohen K-Wertes unsere Sdulen-
dimensionen als nicht optimal (vgl. Abschnitt 2.2). Sie wurden
zwar fir die jetzt verwendete Kieselgel-Sorte konzipiert,
unsere Messungen der Permeabilitdt und der Bodenzahl zeigen
aber eindeutig, daB die Kornverteilung im Verlaufe von ca.

1.5 Jahren vom Hersteller zugunsten feinerer Anteile verdn-
dert wurde. Aus diesem Grunde sollten die C-Sdulen um ca.

25 % verkilirzt werden. Man kann das leicht aufgrund folgender
Uberlegungen einsehen.

Gl. 32 gibt den Zeitbedarf tR(k'=1O) eines chromatographischen
Laufs als Funktion der Sdulenldnge L, des Teilchendurchmessers
dp und des Druckabfalls Ap an. tR(Ap)—Kurven wurden unter der

Annahme L = 40 cm (~C-Sdule) und eines Standard—KF—Wertes fir

analytische Sdulen (¢=1000), Gl. 32a, berechnet und sind in

Abb. 10 dargestellt. Wir kénnen diese Werte flir die prédparati-
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ven Siulen beibehalten, miissen aber eine "effektive" Teilchen-
groBe aufgrund des tatsdchlichen K -Wertes (Tabelle 3) nach
Gl. 23a bzw. 41b (¢F=1OOO) berechnen:

1 .2,
F $-dp, Gl. 41b

mit KF=2.115-10“°cm2 (Tabelle 3, Mittelwert der B- und C-SHule)
sowie<%;1000 folgt

a, = v/1000-2.115:10"" cm = 14.5 y.
Um es nochmals mit anderen Worten zu sagen: unsere prdparativen
Sdulen verhalten sich bezliglich des Druckwiderstands wie naSB
gepackte analytische Sdulen aus Teilchen der KorngroBe dp=14.5u.
Wie man Abb. 10 mit etwas Imagination entnimmt, liegt der Ar-
beitsbereich (Ap=10-15 bar) flir diese Korngr&B8e bereits etwas
weit im ansteigenden, unglinstigen Ast der tR(Ap)-Kurve. Wie auf
S. 30 ausgefiihrt wurde, 148t sich eine Adjustierung iber die
Sdulenlidnge leicht durchfiihren, da nach Gl. 32

t. ~ (2)? gilt und deshalb im Falle H— = 22—
R dP dPl dpz

flir zwei S&dulen (No.1 und 2), diese dieselbe t (Ap)-Kurve be-
sitzen - Gleichheit anderer Parameter ist natiirlich vorausge-

&

setzt.

Als Lehre muB gezogen werden: Man kann sich nicht liber einen
lingeren Zeitraum auf Konstanz der Eigenschaften von Handels-
produkten verlassen. Die Permeabilitdt sollte deshalb gelegent-

1)

lich gemessen werden '. Derartige Messungen sind also durchaus

keine Spielerei, wie es manchem Organiker-Kollegen vielleicht
vorkommen mag.

1) Etwa "gleichaltrige" 1 kg-Chargen zeigten keinen Unterschied.
Das ndtige Know-how vorausgesetzt, benbtigt man fUr eine sau-
bere Messung samt Auswertung ca. einen halben Tag.



4.2 Effiziens: Peakform, van Deemter—-Kurven

Wie in Abschnitt 1.1 ausfilihrlich dargelegt wurde, beurteilt man
die Leistungsfidhigkeit einer Trennsdule durch die van Deemter-
Kurve, d. h. die Funktion H(u):

H=A+ B/u + Cu Gl. 8

Die Aufnahme der Kurve erfordert die Messung der Lineargeschwin-
digkeit u, was im allgemeinen iiber die Retentionszeit des Inert-
peaks nach Gl. 13 (vgl. S. 10 f) erfolgt, sowie der zugehdrigen

Bodenhdhen H nach

2
)

2 Gl. 3

H=L/N Gl. 5 (S. 6) und N = 5.54 (tR/b1/
Zur Messung von N vgl. S. 5 sowie speziell Abb. 2 auf S. 4.

Die durch solche Messungen zu erhaltenen Zahlen sind nur bedingt
objektiv. Man sollte folgende Punkte beachten:

a. Die chromatographischen Kennzahlen bilden nur dann eine sig-
nifikante Bewertungsgrundlage, wenn syrmetrische Peaks mit an-
nihernd GauB-Kurvenform vorliegen. Eine grobe Charakterisierung
gibt der Symmetrieindex SI (vgl. Gl. 1, S. 5). Besser ist die

Abbildung eines stark vergrdBerten Peaks.

b. Es besteht eine gewisse Neigung, zur Charakterisierung eine
besonders gute Siule heranzuziehen, vgl. S. 34. Um diese Ver-
fdlschung auszuschlieBen, sollte eine Statistik iliber die Tester-
gebnisse angefertigt werden (Bodenzahl unter Standard-Testbedin-
gungen, vgl. S. 50, Symmetrieindex).

c. Die Charakterisierung der S#iulen muB unter den flir das prdpa-
rative Arbeiten typischen Bedingungen vorgenommen werden. Diese

sind in vielen Punkten denen beim analytischen Arbeiten gleich.

Es gibt aber einen sehr wichtigen Unterschied: die Substanzauf-

gabe. In der Analytik ist neben hoher Bodenzahl vor allem
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 Empfindlichkeit wichtig. Beides kann durch Ausnutzung des sog.
Infinite-diameter-Effekts gesteigert werden (vgl. S. 25). Man
erzeugt diesen Effekt, indem man die Substanz mittels eines
speziellen Aufgabesystems punktf&rmig in die Sdulenachse appli-
ziert. Gewisse geometrische Bedingungen vorausgesetzt (vgl. S. 25),
wandert sie dann in einer schmalen Zone, ohne die Sdulenwand zu
errcichen. Hierdurch wird einerseits eine hohe Konzentration im
Eluat erreicht (Nachweisempfindlichkeit), andererseits die
Effiziens maximiert, da radiale Inhomogenit#t der Sidulenpackung,
die in der Nihe der Wand besonders groB ist, sich minimal aus-

wirkt.

Fiir das pridparative Arbeiten ist eine hohe Bodenzahl ebenfalls
sehr erwiinscht, hohe Nachweisempfindlichkeit aber unwichtig.
Wichtig dagegen ist hoher Durchsatz, was sich nur bei Ausnutzung
des gesamten Siulenquerschnitts erreichen 1iB8t. Das Aufgabe-
system muB dieses gewdhrleisten. Unter Infinite-diameter-Bedin-
gungen gewonnene Kenngrdfen sind unsignifikant, schlimmer, sie

sind irrefiihrend.

Der Nachweis des Nichtvorliegens eines Infinite-diameter-Effekts
ist bei Glassidulen sehr einfach: man konditioniert die S&dule

mit Chloroform, wodurch die Kieselgelpackung durchsichtig wird
und appliziert einen Farbstoff. Bei Stahls&dulen verrdt sich der
Infinite-diameter-Effekt durch einen besonders kleinen Bo-Wert
der Beladungskurve (vgl. S. 18).

d. Es wurde schon erwidhnt, daB die Bodenzahl bzw. —~hShe nur
niherungsweise substanzunabhdngig ist. Sieht man von speziellen
Effekten ab, z. B. Salzbildung bei Aminen, gilt die Regel:

sehr frith eluierte Substanzen k'< 0.5 spiegeln die Eigenschaf-
ten der Apparatur und der Sdulenpackung, spét eluierte die

Eigenschaften des Adsorbens wieder1). Fir Testzwecke wird daher

1) Offenbar hat sich bisher keinerder Chromatographiespeziali-
sten die Mithe gemacht, Erfahrungen iiber die Abhidngigkeit der
Bodenhthe H vom Kapazitdtsfaktor k' der Testsubstanz in aus-—
filhrlicher Form zu publizieren. Man findet nur hier und dort
kurze Bemerkungen, z. B. in [3c], s.172, [11] s.265, [9] s.286.
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frithe Elution gew#hlt. Typische Systeme sind etwa: Hexan/Aceto-

nitril 99/1, Phenanthren (k'=0.2) [29], und n-Heptan, Benzol

(k' = 0.3) [27]. Unser Testsystem ist Petrolether(tiefs.)/Ethyl-
acetat 95/5, Naphthalin (k' = 0.25). Das Multikomponentensyuteh

Petrolether wurde aus Kostengrinden gewidhlt. Der Ethylacetatzu-

satz dient zur Ausnivellierung des EinfluBes von Wasser.

Peakform. - Die Beurteilung der Peakform ist nur m8glich, wenn
ein Chromatogramm unter starker Dehnung der Zeitachse aufge-
nommen wird. Zur Demonstration sind in Abb. 23 drei bei ver-
schiedenen Schreiber-Vorschubgeschwindigkeiten registrierte
Peaks des Naphthalins (SH#ule Typ C, Standard-Testbedingungen
s. S. 50) abgebildet. Ublich ist die erste Darstellung (Vor-
schubgeschwindigkeit 1 cm/min) . Hieraus kann weder die Boden-
zahl hinreichend genau ermittelt, noch die Peakform, speziell
die Peaksymmetrie beurteilt werden. '

Wie gut die Peakform einer GauB-Funktion entspricht, l&8t sich
durch Ausmessen der Peakbreite auf verschiedenen Bruchteilen
der maximalen Peakhdhe in sehr einfacher Weise abschitzen. Flr

eine GauBkurve gilt1):

b b
bo.1oo = 1.83 0.135 _ %% = 2 Gl. 46
0.500 0.607
bn: Peakbreite bei der Peakhdhe n-H8 % (z. B. ist bb 5 die Peak-~
breite auf halber Hothe, b1/2 v % Abb. 2). :
o : Standardabweichung (=Varianz) der GauB-Funktion; Messung
durch ¢ = 0.5 bo 6066 oder ¢ = bo.5/¢5'§4

Fiilr den in Abb. 23c dargestellten Peak gilt: bo 100/bo 500 = 1.80
= 1.96. Es werden also in sehr guter Niherung

und by, 4 35/05 o7 2)
GauB-Peaks erzeugt .

1) Eine ausfilhrliche Beschreibung der fiir die Chromatographie
wichtigen Eigenschaften der GauB-Funktion s. [3c], S.17.

2) Diese Art der Peak-Charakterisjerung ist allgemein nicht ib-
lich. Wir haben sie deshalb nur gelegentlich durchgefihrt.
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Bodenzahl, Symmetrieindex, Reproduzierbarkeit. - Als Standard-
Test auf Effiziens wurde filir jede Sdule die Bodenzahl und der
Symmetrieindex (vgl. 3.2.2 D (S.50)) bestimmt. Die Kennzahlen
von allen widhrend eines definierten Zeitraumes von uns selbst
und einigen Kollegen nach dem in Abschnitt 3.2.2 beschriebenen
Verfahren hergestellten S&ulen sind in Tabelle 5 aufgelistet.
Man achte auf die Wortwahl des vorstehenden Satzes: nicht in
die Liste aufgenommen wurden Sdulen, bei deren Herstellung wich-
tige Punkte der Vorschrift unbeachtet geblieben, d. h. grobe
Fehler vorgekommen waren. Z. B. verwendete Ausflihrender V bei
den ersten finf SHulen nicht entgastes Wasser; W vergafB bei
seiner ersten SHule das Einschalten des Di#mpfers. Die Reprodu-
zierbarkeit des Verfahrens muB als auBergew8hnlich gut bezeich-

net werden. Hinzu kommt, daf Ausfilhrende V-X keine Erfahrung
mit moderner Fliissigkeitschromatographie besaBen. ‘

Die Bodenzahl N ist nur eine brauchbare Kennzahl, wenn neben
der Konstanz der Testbedingungen auch die Konstanz der Sdulen-
ldnge L gewidhrleistet ist. Im vorliegenden Fall stammten alle
Siulen aus einer Glasbliserei, in der strikt nach der Norm von
Abb. 15 gearbeitet wird. Trotzdem betrdgt die Schwankung in L
ca. t1 cm, was durch mehr oder weniger tiefes Eindricken der
Stopfen bedingt ist. Wir empfehlen, zukiinftig statt der Boden-
zahl N die Bodenh8he H (= L/N) als Kenngrdfe zu verwenden.
Dabei muB L die gesamte Linge der Kieselgelschicht, also von
Fritte zu Fritte, darstellen.

Lebensdauer. ~- Es existiert keine allgemein akzeptierte Defi-
nition des Begriffes Lebensdauer. Wir wollen darunter den Zeit-
raum verstehen, in dem die Bodenzahl zu ca. 80 % erhalten bleibt
und der Symmetrieindex nicht schlechter als 1.2 ist; es wird da-
bei vorausgesetzt, daB die Sdule unter {liblichen Laborbedingungen

rege, d. h., mehrmals pro Woche benutzt wird. Wir haben nur eini-
ge Stichproben vorgenommen (s. n. S.). Diese Zahlen sowie die
allgemeine Erfahrung beim prdparativen Arbeiten deuten auf eine
Lebensdauer von ca. 1 Jahr. Eine so hohe Lebensdauer ist aber
nur zu erreichen, wenn der SHule ein gewisses Minimum an Pflege
zutell wird. Auf folgende Punkte sollte man speziell achten:
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Tabelle 5 Statistik tiber die von verschiedenen Personen nach
’ dem in Abschnitt 3.2.2 beschriebenen Verfahren her-
gestellten und getesteten TrennsHulen

S¥ulen- Ausfilhrender Nr. Bodenzahl Symmetrieindex
tpy N SI
B u 1 6610 1.19

2 6750 1.02

3 7300 1.01

4 5320 1.04

5 6650 1.01

6 6630 1.06

7 6340 1.01

8 6230. 1.03

9 7360 1.03

10 6080 1.02

1 7350 1.07

12 6650 1.05

13 7730 1.02

14 7100 1.04

15 6510 1.01

B v 1 7500 1.07
2 6850 1.07

3 6300 1.04

4 5000 1.05

5 6600 1.02

6 5900 1.02

B W 1 6600 1.05
2 6900 1.02

Anzahl: 23 Mittel: 6620+650 1.0410.04

C 4] 1 8070 1.08
2 11590 1.03

C \"2 1 12000 1.03
C W 1 9500 1.01
c X 1 8500 1.04
2 10400 1.01

3 11000 1.02

Anzahl: 7 Mittel: 10150+1510 1.03+0.03
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Siule Typ Datum N ST

B 12.2.77 5500 :
4.4.78 5000 1.11
B 25.8.77 6800
6.7.78 5940 1.14
B 30.8.77 7200
4.4.78 6650 1.05
6.7.78 3480 1.18

a. Fast jedes Rohprodukt einer chemischen Reaktion enth#lt hoch-
polare Verunreinigungen, die mit dem fiir die durchzufihrende
Trennung optimalen L¥sungsmittel nicht eluiert werden. Der An-
teil 138t sich durch ein DC, das einer priparativen Trennung
ohnehin immer vorausgehen muB, im allgemeinen leicht abschdtzen.
Wenn der Anteil hoch ist, sollte die Ldsung der Substanz im
Eluens durch eine kurze Sidule aus grobem Kieselgel filtriert
werden. Trotzdem sammeln sich polare Verunreinigungen allm&hlich
an. Man entfernt sie von Zeit zu Zeit, indem man die Sdule mit
einem relativ polaren Eluens (z. B. Aceton-Methanol 9:1) kondi-
tioniert. Eine zur Hilfte schwarzbraun gefidrbte S&ule, deren Ad-
sorbenskdrner eventuell von einer dicken Schicht Fremdsubstanz
unhiillt oder gar zusammengeklebt sind, wird wohl keine sehr

hohe Effiziens aufweisen.

b. Wihrend der ersten Wochen nach der Herstellung senkt sich das
Kieselgelbett im allgemeinen noch leicht ab, besonders rasch,
wenn nicht fiir gute Ddmpfung gesorgt wird. In dem von Kieselgel
freien Raum bilden sich offenbar Wirbel, die - vor allem, wenn
der freie Raum bereits in den konischen Teil ragt - zu Spalten-
bildung im Adsorbensbett und dann irreversiblem Ruin der Sdule
fiihren. Um diesen Fall zu vermeiden, ist daflir Sorge zu tragen,
daB der obere Stopfen stets fest und liickenlos auf dem Adsorbens
sitzt. Man muB ihn, sofern ein Absetzen auftritt, sofort weiter
hineindriicken. Ist Anschlag des Stopfenrandes am Glas erreicht,
wird etwas Kieselgel nachgefiillt. Vorher sollte allerdings die
oberste Schicht (2-4 mm Tiefe) mit einem Spatel sauber heraus-
gekratzt werden (glatte Oberfldche), da sie praktisch immer irre-
versibel verschmutzt ist.
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Bewels des Nicht-Vorli eines Infinite-diameter-Effekts
Beladbarkeit. — Wie einleitend ausgefiihrt wurde, 148t sich das
Vorliegen eines Infinite-diameter-Effekts an der zu niedrigen
Substanzbeladbarkeit, ausgedriickt durch die lineare Kapazitit Bo
(vgl. 8. 18), erkennen. Abb. 24 zeigt die Beladungskurve H(log B)
einer mit Kieselgel dp = 15-25 u naf gepackten (a) sowie zum
Vergleich einer mit Kieselgel dphf 70 u trocken gepackten (b)
S&ule Typ B [6]. B, (g Nitrobenzol/g Adsorbens) entspricht dem
B-Wert des Knickpunktes der Kurven (vgl. Def. (b), S. 18):

4

B, (d_ = 15-25 yu, na8 gepackt) = 3.7°10 ° g/g

B, (dp ~ 70 u, trocken gepackt) = 2.8-107% g/9g.

Die Werte liegen in dem fiur Kieselgel der Porenweite 60 g typi-
schen Bereich B, = 2-5.10"4 g/g [14,20,27]. sie beweisen, das
ein Infinite-diameter-Effekt nicht vorliegt. Dem geringen Un-

terschied in den Bo-Werten der beiden SHulen kommt keine Be-

deutung zu, da die Messung von H im Gebilet B>Bo nicht sehr ge-
nau ist (Peak-Deformation). Der Vergleich der beiden Kurven 1ist
aber in anderer Hinsicht aufschluBreich. Nach der Definition (c)
fiir die lineare Kapazit#t (vgl. S. 18, FuBnote 1) wlirde gelten

BO = 6.6-10"4 g/g (a) und 2.5-10“3 g/g (b). Wie man anhand der

Abbildung leicht einsieht, wird der groBe Unterschied der Werte
durch den Unterschied in der Lage des minimalen H-Wertes der
Kurven verursacht. Der B.-Wert nach Definition (c) ist daher

(o]
eine Funktion der Korngr&S8e und somit unbrauchbar.

Die Kurve b aus Abb. 24 ist [6] entnommen, Kurve a wurde unter
gleichen Bedingungen wie b folgendermaBfen gemessen. S¥ule: Typ B,
Bodenzahl (Naphthalin, Standard-Test) N = 5500, Linge der Kie~
selgel-Schicht L = 290 mm; flir die Beladungskurven: Testsubstanz
Nitrobenzol, k' = 1.7, im Eluens Petrolether(tiefs.)-Ethylacetat
95:5, Durchfluf8 20 ml/min; Injektor entsprechend Abb. 14 A.
Injiziert wurden L¥sungen steigender Konzentration von Nitroben-
zol im Eluens, Dosiervolumen 0.5 ml. Die Wellenldnge des Detek-
tors wurde so adjustiert, daB die Peakh8he konstant blieb (352-
413 nm bei 3.125-600 mg Nitrobenzol/0.5 ml L¥sung). Die relativ
gute Peakform liber den gesamten B-Bereich erlaubte die Bestim-
mung von H nach Gl. 2 und Gl. 5.

Der obige Test ist auf Sdulen beliebiger Art anwendbar. Fir
Sdulen mit Glasmantel ist er eigentlich unndtig, da hier die
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Abb. 24 Beladbarkeit von S&dulen Typ B
B [g Nitrobenzol/g Kieselgel]; Bedingungen s. S. 79

a naB gepackte Siule, d_ = 15-25 u
b nach [6] trocken gepafkte SHule, dpn'70 n
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Abb. 25 Substanzzonen
(Eluens: Chloroform, Testfarbstoff: 4,6,8-Trimethylazulen)

a {lbliche Auftragung mit Injektor entsprechend Abb. 14 A
b speziell erzeugter Infinite-diameter-Effekt (s. Text
S. 82)
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Substanzzonen direkt sichtbar gemacht werden k&énnen. Man kon-
ditioniert die Siule mit Chloroform, wodurch sie praktisch
durchsichtig wird und appliziert die Chloroform-L&sung eines
Farbstoffs (4,6,8-Trimethylazulen) ’. Als Beispiel ist in Abb.24a
der Test fiir eine S&dule Typ B dargestellt. Man beachte die auBer-
ordentliche Schidrfe der Zone.

Der mit den Feinheiten der modernen Chromatographie weniger ver-
traute Leser mag sich fragen, wie eine Infinite-diameter-Zone
aussieht. Der Effekt kann sehr einfach "erzeugt" werden: Die
Sdule wird oben mit einem Teflon-Stopfen ohne Fritte (vgl. Abb.
16) ausgeriistet und mit Chloroform kondidioniert. Dann entfernt
man den Eluens-2Zuflthrungsschlauch, sticht die Kanille einer mit
konzentrierter Farbstoff-L¥sung (s. o.) geffillten 10 ul-GC-Spritze
in das Kieselgelbett ein (Spitze ca. 0.5 cm unterhalb des Stop-
fens) und injiziert. ca. 1 ul. Man erh8lt ein Farbstoff-Kilgelchen
direkt in der Achse des Adsorbensbettes. Pumpt man nach An-
schlieBen des Teflon-Schlauches Chloroform, so wandert das Farb-
stoff-Kilgelchen ohne signifikante Formdnderung entlang der S&u-~
lenachse. Abb. 24b zeigt ein Beispiel. Das Experiment ist so
verbliiffend, daB man es unbedingt durchfiihren sollte, wenn sich
die Gelegenheit ergibt. Am besten gelingt es bei den ersten
Versuchen, denn nach mehrfacher Wiederholung ist im allgemeinen
das Kieselgel so "zerstochen", daB man eine schdne Kugel nicht
mehr erhdlt.

1) Diese Verbindung ist als Testfarbstoff ungewhnlich gut ge-
eignet, da sie gleichzeitig einen hohen Extinktionskoeffi-
zienten sowie sehr gute chemische Stabilitdt besitzt und
apolar ist. Wir konnten keine andere farbige Verbindung
finden, die diese drei Eigenschaften vereinigt. Nachteilig
ist, daB sie nicht im Handel angeboten wird. Die Herstel-
lung nach Organic Syntheses [30 ist aber einfach und sehr
gut flir das organisch-chemische Praktikum geeignet. Azulen
selbst sowie das kdufliche Guajazulen fanden wir wenig be-
friedigend. C ‘
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Effiziens. van Deemtex-Kurven. - Die van Deemter-Kurve.) bildet

die Grundlage zur Beurteilung der Effiziens einer Trennsdule
(vgl. Abschnitt 1.1):

H=A+ B/u + C*u : Gl. 8

MeSmethode. Es wurde mit Naphthalin im Eluens Petrolether (tief)-
Ethylacetat 95:5 gearbeitet, wie es fiir den Standard-Test be-
schrieben ist (S. 50). Die Lineargeschwindigkeit u wurde ilber
die Totzeit t_ (Inertsubstanz: Tetrachlorethylen [3a], S.51;
[27]) nach u 2 L/t_ (vgl. S. 9 f) bzw. ilber das Totvolumen V
nach Gl. 17-19 besfimmt. Die Messung der BodenhShe H erfolgtg
iiber die Bodenzahl N nach Gl. 2 und 5. Als SHdulenlénge L wurde
die gesamte Linge des Bettes, von Stopfen zu Stopfen, angesetzt.
Das Eluat wurde ohne Stromteilung (splitting), d. h. total durch
die Detektorkilvette geleitet (UV, 265 nm). Die MeBresultate sind
in Tabelle 6a-c, die zu den Abb. 26a-c korrespondieren, wieder-
gegeben. Bei der S#ule Tab. 6b handelt es sich um eine der
ersten von uns hergestellten. Die beiden anderen besaBen ein
Alter von ca. 3 Monaten und waren bereits mehrfach flir prédpara-
tive Trennungen eingesetzt worden.

Zur Bestimmung der Konstanten A, B und C wurde die jeweils beste
Approximation der MeBpunkte an Gl. 8 durch Probieren ermittelt.
~AuBer A, B und C interessiert die Lage des Minimums-HO/uo der
van Deemter-Kurve. Man erhdlt diese Werte in trivialer Weise

aus der ersten Ableitung:

dH _ _ =
u - o] u, = vB/C Ho A+ 2 VBC Gl. 48

Alle fiir die Beurteilung der Effiziens wichtigen GrdSen sind in
Tabelle 7 zusammengefaBt.

1) Neuerdings setzt sich als Alternative die sog. Knox-Gleichung
(G1. 47) mehr und mehr durch [9]. Der Vorteil dieser Gleichung
beruht auf der Verwendung der reduzierten Bodenhdhe h und der
reduzierten Geschwindigkeit v als Variablen. Diese Gr&B8en sind
bezliglich der Korngr$Be und des Diffusionskoeffizienten nor-
miert, wodurch eine bessere Vergleichbarkeit verschiedener
S§ulen-Typen bzw. Testbedingungen erreicht wird. Nachteilig
filr die Auswertung ist, da8 ein groBer Bereich der Geschwin-
digkeit u erforderlich ist. Aus diesem Grund kam Gl. 47 in
dieser Arbeit nicht zur Anwendung.

0.33

h=2aAwvV + B/v + Cv; h=H/d ; v = ud_/D Gl. 47
/ /p up/m

(Zur Bedeutung der Symbole s. S. 8).
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Abb. 26 van Deemter-Kurven, Naphthalin/Petrolether (tiefs.)-
Ethylacetat 95:5
a,b Sdule Typ B; c S&ule Typ C;
MeBmethode s. Tabelle 6a-c sowie Text S. 83



Tabelle 6a Daten zur van Deemter-Kurve (Abb.26a)einer S3ule B
Eluens: Petrolether (tief)-Ethylacetat (95:5);
Naphthalin (k'=0.255); to=tR(Tetrachlorethylen);
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[a],

L=29.7 cm.

F t0 u N H

[ml/min] [min] [mm/s] (u]
4.8 19.07 0.260 6777 43.8
19.13 0.259 6703 44,3
19.18 0.258 6144 48.3
19.35 0.256 6229 47.7
7.25 12.24 0.404 7174 41.4
12.20 0. 406 7394 40.2
12.20 0. 406 7641 38.9
7.95 11.24 0.440 7370 40.3
11.24 0.440 7522 39.5
11.23 0.441 7708 38.5
8.95 9.93 0.498 7970 37.3
9.95 0.497 7974 37.2
9.93 0.498 7803 38.1
11.55 7.68 0.645 7910 37.5
7.68 0.645 7807 38.0
7.69 0.644 8290 35.8
14.65 6.09 0.813 7855 37.8
6.09 0.813 8123 36.6
6.09 0.813 8002 37.1
20.25 4.41 1.122 7480 39.7
4.41 1.122 7489 39,7
4.42 1.121 7501 39.6
25.95 3.45 1.44 6739 44.1
3.44 1.44 6722 44.2
3.45 1.44 6742 44 .1
29.5 4.014 1.642 6654 44.6
3.015 1.642 6729 44 .1
3.015 1.642 6660 44.6
34.6 2.563 1.930 6230 47.7
2.546 1.944 6264 47.4
2.563 1.932 6310 47.1
39.5 2.240 2.210 5874 50.6
2.245 2.205 5836 50.9
2.245 2.205 5859 50.7
45.0 1.975 2.506 5470 54.3
1.973 2.508 5438 54.3
1.976 2.505 5529 53.7
49 .95 1.778 2.784 5335 55.7
1.777 2.786 5162 57.5
1.776 2.787 5131 57.9
54.9 1.613 3.068 5052 58.8
1.615 3.064 4909 60.5
1.616 3.063 4869 61.0
60.0 1.483 3.338 4627 64.2
1.483 3.338 4560 65.1
1.483 3.338 4778 62.2
64.5 1.370 3.163 4312 68.9
1.369 3.615 4586 64.8
1.368 3.618 4460 66.6

a1l N» 4 von Mahaelle 2
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Tabelle 6b Daten zur van Deemter-Kurve (Abb.26b) einer S#Hule B;
Testbedingungen s. Tabelle 6a; t_ wurde nach dgr auf
S.10 angegebenen Methode bestimmt: vo=85.42 cm”,
to=LF/Vo, 1L=28.0 cm. :

F u N H

[ml/min] [mm/s] [u]

0.9 0.049 1955 143.2
1957 143.3
1927 145.3
1.7 0.093 3568 78.5
3435 . 81.5
| 3675 . 76.2
2.9 0.158 4808 58.2
4760 58.8
4930 56.8
4.3 0.235 5985 46.8
6083 46.0

5868 47.
6.0 0.328 6760 41.4
6670 42.0
6.2 0.339 6737 41.4
6645 42.1
8.0 0.437 6863 40.8
6992 40.0
6919 40.5
10.4 0.568 6830 41.0
6734 41.6
6678 41.9
12.0 0.656° 6924 40.4
6905 40.6
7135 39.2
15.0 0.819 6942 40.3
7694 36.4
17.6 ' 0.961 6942 40.3
6962 40.2
20.0 1.093 6616 42.3
6604 42.4
23.6 1.289 6719 41.7
6378 43.9
26.0 1.420 6385 43.9
6183 45.3
29.2 1.595 5830 48.0

5594 50.1
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Tabelle 6C Daten zur van Deemter-Kurve (Abb. 26c) einer S&ule C,
Testbedingungen wie in Tabelle 6a; L=45.3 cm.

F t u N H

)

[ml/min] [min] [mm/s] [u]
10.15 36.98 0.204 8410 53.9
36.85 0.205 8560 52.9
36.73 0. 206 8190 55.3
20.15 18.32 0.412 11860 38.2
18.35 0.411 11750 38.6
18.35 0.411 11740 38.6

25.02 14.72 0.513 12260 36.95
' 14.79 0.511 12550 36.10

30.00 12.37 0.610 12480 36.3
12.36 0.611 11910 38.0
12.36 0.611 12470 36.3
35.90 10.36 0.729 12220 37.1
10.36 0.729 12290 36.9
- 10.37 0.728 11870 38.2
40.75 9.11 0.829 11960 37.9
9.11 0.829 11970 37.8
9.1 0.829 11960 37.9
46.20 7.98 0.946 11250 40.3
7.98 0.946 11600 39.0
8.00 0.944 11670 38.8
50.00 7.40 ©1.020 11070 40.9
7.41 1.019 11000 41.2
7.40 1.020 11530 39.3
56 .00 6.58 1.147 10620 42.7
6.60 1.144 10960 41.3
6.60 1.144 10580 42.8
60.30 6.11 1.236 11460 39.5
6.11 1.236 . 10610 42.7
6.11 1.236 11020 41.1
71.00 5.25 1.438 10330 43.9
5.26 1.435 10310 43.9
5.26 1.435 10270 44.1
80.90 4.61 1.638 9700 46.7
4.61 1.638 9650 46.9
4.61 1.638 9650 46.9
91.90 4.08 1.851 9240 49.0
4.09 . 1.846 9080 49.9
4.09 1.846 9250 49.0
99.80 3.74 2.019 8880 51.0
3.74 2.019 8670 52.2
3.74 2.019 8660 52.3
110.0 3.38 2.234 8180 55.4
3.38 2.234 8230 55.0
3.38 2.234 : 8180 55.4
121.5 3.09 2.443 7780 58.2
3.09 2.443 7760 58.4
3.09 2.443 7810 58.0
130.0 2.86 2.640 7550 60.0
2.87 2.631 7460 60.7

2.86 2.640 7380 61.4
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Tabelle 7 Aus den Daten der Tabellen 6a-~c ermittelte van Deem-
- ter-Kenngrdfen

S&ule A B c MeSbereich u H. H(u=5mﬁ/s)
typ  [u] [10%%/s] [107%] u [mm/s]  [Rws] [B] [u]

B- 22 5 12 0.26-3.62 0.645 37.5 83

B 20 6 15 0.05-1.60 0.632 38.8 96.2
c 18 6 15 0.20-2.64 ©0.632 37.0 94.2
[a] 61 6 26 0.48 86.2 192.4

[a] Richtwerte nach Halazs, Gl. 8d (S. 8) mit dp = 20.4 y.

Filr die Diskussion der Daten muB auf die am Anfang gegebenen Exr-
lduterungen zur van Deemter-Gleichung (S.6-8) =zurilickgegriffen
werden. Als Bewertungsgrundlage ist insbesondere Gl. 84, deren
Erfiillung nach Haladsz eine optimal gepackte Sdule anzeigt, gut
geeignet.

¢ @ ,
H=34d +2+ -2 qu Gl. 8d

Die aus dieser Gleichung fiir dp=20.4u (dynamische Korngr&fe des
hier verwendeten Kieselgels, vgl. S$.58) folgenden Werte flr 3,
B und C sind in Tab. 7 eingetragen. Das graphische Komplement
bildet Abb. 3 (Kurve nach Gl. 84, dp=20 ).

Wie die vorher angefiihrten MeBSresultate, belegen die Daten der
Tabelle 7, daB das Packverfahren ausgezeichnet reproduzierbar
ist. Fir die verschieden dimensionierten Sdulen Typ B und C be-~
steht kein Unterschied in der Qualitdt des Adsorbensbettes. Es
ist deutlich besser als nach Gl. 84 zu erwarten gewesen wére.
Der Vergleich der Kennzahlen, speziell des A-Terms, von Tab. 7
zeigt das eindeutig:

- VerhdltnismdBig wenig signifikant ist Term B. Er beschreibt
die longitudinale Diffusion in der mobilen Phase und ist da-
her primdr eine Funktion des Diffusionskoeffizienten Dm:

B=2 YDp,- Die gute Ubereinstimmung von MeBS- und Richtwert be-
legt, das Dn (Naphthalin) in Petroether-Ethylacetat 95:5 dem

5

angenommenen Wert von 3.10° cmz/s nahe kommt.
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- Term A charakterisiert die Giite der Packung. Der Wert von A=
~1dp ist um den Faktor drei "besser" als der Richtwert. Die-
ses aufilergewShnlich gute Ergebnis bestdtigt die Folgerung aus
den Permeabilitdtsmessungen: das neue Packverfahren liefert
ein ¥uBerst homogen und dicht gepacktes Adsorbensbett, Wand-
effekte sind nicht vorhanden.

- Term C beschreibt den Stoffaustausch zwischen Eluens und Ad-
sorbens. Er spiegelt hauptsichlich die Testbedingungen (Dm)
und die Qualitdt des Adsorbens (Porenstruktur etc.) wieder.
Auch hier finden wir ein wesentlich besseres Ergebnis als
nach Gl. 8 zu erwarten war. Das verwendete relativ breit
klassierte und daher billige Kieselgel besitzt demnach ausge-
zeichnete chromatographische Eigenschaften: ein Kompliment an
den Hersteller (Merck). '

Das Zusammenwirken der durch die Terme A, B, C beschriebenen
Effekte bestimmt die Effiziens der Trennsdule. Die maximale
Trennleistung wird durch Arbeiten im Minimum der van Deemter-
Kurve (Ho/uo) erreicht. Wir finden Ho=1.8-1.9 dp, der Richtwert
betrdgt 4.2 dp' Auch ug ist deutlich glinstiger als der Richt-
wert (je hoher U, desto schneller kann unter Optimalbedingun-
gen gearbeitet werden). SchlieBlich ist in Tabelle 7 noch die
Bodenhthe H flir die sehr hohe Eluensgeschwindigkeit u = 5 mm/s
(250 ml/min fiir die S3ule C!) angegeben. Selbst bei dieser ex-
tremen Geschwindigkeit sollten die Trennsdulen mehr als die
doppelte Trennleistung besitzen, als es die Richtwerte vorher-
sehen lassen; |

Das Wertepaar Ho/uo sowie die im vorhergehenden Abschnitt be~
stimmte Permeabilitdt KF erlauben die Abschidtzung der maxima-
len Zahl an theoretischen Bdden, die bis 20 bar mit unseren
Sdulen erreicht werden kann. Es lassen sich z. B. mit 3 hinter-
einandergeschalteten S&ulen C bei 20 bar noch ca. 25 ml/min
Durchfluf, u=0.51 mm/s (vgl. Tab.6c) erzeugen. Die Gesamtsidu-
lenlédnge betrdgt dann 135 cm und die Gesamtbodenzahl ca. 35000.
Experimente mit gekoppelten Sdulen haben diese Absch&dtzung be-
stdtigt. Da die Chromatographiedauer unter dén extremen Bedin-

gungen relativ hoch ist (mehrere Stunden), wird man sie nur in
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Spnderf&llen anwenden.

Gl. 8d ist aus den Erfahrungen mit analytischen HPLC-SH#ulen

(3-6 mm Durchmesser) abgeleitet worden. Daf S3ulen mit wesent-
lich gr&B8erem Durchmesser bessere Effiziens besitzen, ist einer-
seits verstdndlich, da Wandeffekte wegfallen, andererseits

nicht selbstverstdndlich, denn es wird als zweiter nachteiliger
Effektein Wdrmestau bedingt durch Reibungseffekte beobachtet [11]
Aus diesem Grunde lassen sich mit den liblichen analytischen Sdu-
len durch Hintereinanderschaltung keine sehr hohen Bodenzahlen
erzielen. Auch die fast ideale Peaksymmetrie, SI=1.06*0.04 (s.
0.), wird mit analytischen S#ulen nicht erreicht. Man betrach-
tet Werte SI <1.5-2 schon als gut. Es konnte kiirzlich gezeigt
werden [31], daB der Wirmestaueffekt bei 1 mm-S&ulen

nicht auftritt, weshalb Bodenzahlen von ca. 1 000 000 tatsdch-
lich realisierbar geworden sind (geschdtzte Obergrenze 10 000 000).
Eine Untersuchung der Wirmeaustauschvorgdnge in chromatographi-
schen SHdulen von préparativem Format widre von grofiem Interesse.

Wie schon in der Einleitung dieser Arbeit gesagt wurde, gibt es
leider nur wenige ernstzunehmende Arbeiten lber préparative
Flissigkeitschromatographie, d. h. iber Sdulen vom Durchmesser
>ca. 10 mm. Unter diesen wiederum gibt es nur zwei, in denen
Sdulen mit einer Effiziens beschrieben werden, die der obigen
nahekommt.

Von Godbille und Deveaux [14b] stammt ein sehr originelles Pack-
1)

verfahren, dessen Glite an S&ulen vom Innendurchmesser 18 mm
Uberprift wurde. Mit engstklassiertem Kieselgel dp=10 U wurde

—3 2 d bei u =O 36 mm/s und SI=1.35 erreicht Der D ~Wert

des Testsystems war allerdings mit 1.45+10 -3 cm /s ungew&hnlich

niedrig, so daB die Richtwerte entsprechend Gl. 8d nicht gelten.
Gl. 8d stellt nur den Spezialfall einer allgemeinen Gleichung
darz). Aus dieser folgt: Ho=4.2 dp, uo=0.47 mm/s. Auch das God-
bille-Deveaux-Verfahren liefert also Sdulen, die als sehr gut

einzustufen sind.

1) Mit demselben Verfahren, das inzwischen kommerziell ausge-
wertet wird, lassen sich Sdulen mit bis zu 8 cm Innendurch-
messer packen. Leider ist liber die Effiziens noch nichts pub-
liziert worden. 2

2D d

2) vgl. [32]: B=3 a_ + — ® + £ — u; Einheiten wie auf
) m

S. 8 flir Gl1. 8d angegeben,
[10—5 cmz/s].
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In der zweiten Arbeit, von Beck und Halasz [27], wird die Anwen-
dung von Standard-Packtechniken fiir analytische S&dulen auf S&u-
len gr&B8eren Durchmessers beschrieben. Zum einen wurden mit der
iiblichen Trockentechnik Teilchen dp = 36=~50 y in S&dulen vom
Durchmesser 4, 20 und 50 mm gepackt. Die Sdulen mit dem grds-
' seren Durchmesser zeigten wesentlich bessere Effiziens als die
analytische (4 mm). Die Richtwerte nach Gl. 84 wurden jedoch
nicht erreicht. Unsere ebenfalls trocken gepackten dlteren [6]
sowie die k#uflich erh#ltlichen Merck-Lobar-S¥ulen [5] besitzen
eine bessere Effiziens (A—v2'dp). Das Standard-NaBpackverfahren
wurde mit Teilchen dp = 10 p und 10-15 u auf Sdulen mit 20 mm
Innendurchmesser ausgedehnt. Hier entsprach der A-Term dem Richt-
wert, der C-Term war um den Faktor 1.5 besser. Uber die Peakform
wird leider nichts ausgesagt. '

Der Vergleich sowohl mit den Richtwerten nach Halasz als auch
mit den besten in der Literatur verzeichneten Ergebnissen ande-
rer Autoren belegt, daB das einfache und billige Verfahren die-
ser Arbeit priparative Trenns#dulen liefert, die in ihrer Effi-
ziens dem erreichbaren Optimum sehr nahe kommen.
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