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Nach einem Jahrzehnt scheint die stiirmische Entwicklung der Hochleistungs-Fliissigkeits- 
chromatographie abzuflachen. Die meisten analytischen und (semi)priiparativen Trennpro- 
bleme in der Routine erfordern Saulen mit 1000 bis 10000 theoretischen Boden, falls statio- 
nare Phase und Eluens optimiert sind. Dem genigen heute kommerzielle Geriite und 
Trennsiulen vollauf. Bei vielen Trennproblemen ubersteigt die Effizienz der angebotenen 
Saulen diese Anforderungen. Da in der Chromatographie optimale (nicht maximale) Auflo- 
sung bei kurzer Analysenzeit angestrebt wird, erhoht man den Eingangsdruck in der Saule, 
um groBere Geschwindigkeiten der mobilen Phase zu erreichen und zugleich die Effizienz 
der Saule zu vermindern. Gleiche Ergebnisse konnte man rnit kiirzeren Saulen und niedri- 
gen Driicken bekommen. In der Routine werden selten Eingangsdriicke iiber 100 bar ge- 
braucht, daher ist die Bezeichnung Jfochdruck-Fliissigkeitschromatographie" unzutref- 
fend. - Wahrscheinlich werden sich die niichsten Entwicklungsschritte schwierigen Trenn- 
problemen zuwenden, bei denen einige 100000 theoretische Boden erforderlich sind. An- 
hand von Nomogrammen laBt sich zeigen, daB derartige Aufgaben innerhalb akzeptabler 
Zeiten rnit Eingangsdriicken unter 500 bar losbar sind. Weitere magliche Entwicklungsrich- 
tungen werden angedeutet. 

1. Einleitung - Stand der Technik 

Die theoretischen und experimentellen Grundlagen der 
schnellen Fliissigkeitschromatographie (high performance 
liquid chromatography: HPLC) wurden in der zweiten 
Halfte der 60er Jahre erarbeitetll-'*l. Die Pioniere der Re- 
naissance der klassischen Siiulenchromatographie kamen 
fast alle von der Gaschromatographie (GC) her und 
versuchten, dort erworbene Kenntnisse in der Flussigkeits- 
chromatographie (LC) anzuwenden. Als Ziel galt es, Effi- 
zienz, Nachweisempfindlichkeit und Analysengeschwin- 
digkeit um etwa einen Faktor 100 zu erhdhen. Da die 
Theorie der Bandenverbreiterung in der Chromatographie 
unabhiingig davon ist, ob das Eluens ein Gas oder eine 
Fliissigkeit ist, sah man den Hauptunterschied zwischen 
GC und LC in den Diffusionskoefizienten und Viskosita- 
ten. Als weiteres Hindernis fur LC erschien das Loslich- 
keitsproblem. Bei GC ist das Eluens weitgehend inert, und 
es gibt praktisch keine Wechselwirkung zwischen Eluens 
und stationarer Phase. Bei LC miissen - aufgrund des Los- 
lichkeitsproblems - Eluens und Probenkomponenten ein- 
ander ahnlich sein, deshalb zeigen sie an der stationaren 
Phase Sorptionswiirmen gleicher GroBenordnung. Man 
iiberschatzte zunachst auch die apparativen Probleme. 
Den Durchbruch zur Routineanwendung der HPLC leitete 
das 5. lnternationale Symposium 1969 in Las Vegas ein"". 
Hier wurden die ersten kommerziellen Gerate vorgestellt, 
wurde uber wesentliche Fortschritte zur praktischen Be- 
nutzung der Methode berichtet. Danach folgte eine stiirmi- 
sche Entwicklung. lmmer mehr setzte sich die Erkenntnis 
durch, daB das Eluens als zusiitzlicher Parameter nicht nur 
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eine Einschrankung, sondern auch einen zusatzlichen Frei- 
heitsgrad darstellt. Auch mit einer einzigen stationiiren 
Phase (Saule) konnen daher die Trennbedingungen, d. h. 
relative Retentionen, in einem weiten Bereich variiert wer- 
den. Fur die Herstellung chemisch modifizierter Phasen 
(insbesondere der Umkehrphasen) wurden hinreichend re- 
produzierbare Verfahren entwickelt. Die Siebfraktionen 
kiiuflicher stationarer Phasen wurden immer enger. Fiir die 
Packung der Siulen bewiihrten sich die ,,balanced densi- 
ty"-120-221 und die Visko~itPts-Methoden~~~~. Als optimale 
und in der alltiiglichen Praxis geeignete TeilchengraBen 
wurden Siebfraktionen von ca. 5 pm und ca. 10 pm emp- 
fohlen. Einen Fortschritt im Apparatebau brachte die ein- 
fach handhabbare Schleifen-Probenaufgabe fur variable 
Probenvolumina. Durch rnit Schrittmotor betriebene und 
programmierbare Kolbenpumpen mit Ausgangsdriicken 
um 400 bar und FIuBgeschwindigkeiten von 0.1 bis 10 mL/ 
min konnten Programme fur Gradientelution genau und 
reproduzierbar durch Mischung der Eluenskomponenten 
auf der Hochdruckseite verwirklicht werden. Bemerkens- 
werte Neuerungen bei den Gerlten sind in den letzten Jah- 
ren kaum zu verzeichnen. Erwiinscht waren auf neuartigen 
Prinzipien basierende Detektoren. Siimtliche bisher in der 
LC-Routine verwendeten Detektoren sind konzentrations- 
und nicht massenges~hwindigkeitsempfindlich~~~~, folglich 
bestimmt die Konstanz der FluBgeschwindigkeit des Elu- 
ens Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der quantitativen 
Analyse. 

In moderne kommerzielle HPLC-Gerate werden iiber- 
wiegend rnit Schritt- oder rnit Scheibenlaufer-Motoren be- 
triebene Kolbenpumpen eingebaut, da hierbei die Kurz- 
zeit-FluBgeschwindigkeit annahernd konstant ( f 0.5% bis 
f IS%), die Forderung nahezu pulsationsfrei und die 
Steuerung einfach ist. Die Konstanz der FluBgeschwindig- 
keit ist aber bei geringen Geschwindigkeiten merklich 
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schlechter als angegeben, was bei programmierter Analyse 
(Gradientelution) staren kann. Die pulsationsfreie Forde- 
rung des Eluens erhoht einerseits die Funktionsdauer der 
Trennsaule und andererseits die Empfindlichkeit der De- 
tektion, insbesondere bei Verwendung eines Differential- 
refraktometers. Nachteil der Kolbenpumpen ist es, da13 die 
Kolben von apolaren Losungsmitteln (z. B. von getrockne- 
tem Heptan) schlecht benetzt werden und daB die Wartung 
nicht problemfrei ist. Membranpumpen sind wesentlich 
zuverllssiger und bedurfen weniger Wartung als die Kol- 
benpumpen, allerdings betragt die Konstanz der Fluage- 
schwindigkeit nur & I S Y O  bis +5%. Nachteil der Mem- 
branpumpen ist die pulsierende Farderung, die durch Pul- 
sationsdampfer geglattet werden muB, deren Totvolumen 
bei der Gradientelution storend wirkt. Die elektrische oder 
elektronische Steuerung dieser preiswerten und nicht mit 
Schrittmotoren betriebenen Pumpen ist aufwendig, was 
wiederum bei. der Gradientelution negativ ins Gewicht 
fallt. Anscheinend wurde die optimale Pumpe fur HPLC 
noch nicht gefunden. 

Die Leistungsfahigkeit und allgemeine Anwendbarkeit 
der GC wurde durch Einfuhrung des Flammenionisations- 
detektors (FI D) aufierordentlich gesteigert. Dieser Detek- 
tor ist massengeschwindigkeitsempfindlich, sein Rausch- 
pegel ist sehr niedrig (etwa lo-" Ampere oder lo-'' g 
Kohlenstoff/s) und sein Ansprechen (response factor) ist 
in grober Nilherung fur Kohlenwasserstoffe unabhangig 
von deren Zusammensetzung und Struktur. Ein Detek- 
tionsprinzip lhnlicher Qualitat wurde bisher fur HPLC 
nicht gefunden. 

In der HPLC werden uberwiegend Differentialrefrakto- 
meter oder Spektrometer (IR, UV, Fluoreszenz) als Detek- 
toren verwendet, die alle kontentrationsempfindlich sind 
und deren Ansprechen sehr weitgehend stoffabhiingig ist. 
Der Rauschpegel dieser Detektoren entspricht - von Aus- 
nahmefgllen abgesehen - einer Probekonzentration von 

bis lo-' g/g im Eluens. Andererseits ist beim Peak- 
maximum die Konzentration der Probe im Eluens selten 
gr6)ler als 100 ppm. 

Die absoluten und relativen Retentionen der Probesub- 
stanzen sind eine Funktion der Sgulentemperatur. Erfah- 
rungsgemla genugt es nahe Raumtemperatur meistens, die 
Saulentemperatur auf f 1 "C konstant zu halten. Fur Pro- 
ben rnit sehr grol3en Retentionen (grol3en Sorptionswar- 
men) mag dies nicht ausreichen. Da chromatographische 
Slulen rnit warmeisolierenden Materialien gepackt wer- 
den, ist der radiale Warmetransport stark eingeschrlnkt. 
Es reicht also nicht aus, nur die Saule von auOen zu ,,ther- 
mostatisieren"; eine Vorthermostatisierung des Eluens ist 
notwendig. ErfahrungsgemiB kann bereits rnit ca. 30 cm 
einfach gewendelter Stahlkapillare (Innendurchmesser 
0.25 mm, AuOendurchmesser 1.6 mm) die oben geforderte 
Genauigkeit erreicht werden. Die Bandenverbreiterung in 
einer solchen Kapillare ist fiir analytische Arbeiten bei 
SPulenllngen > 15 cm, TeilchengrGBen > 5 pm und Innen- 
durchmesser >4  mm meistens zu vernachlassigen. In sol- 
chen Fallen kann der Warmeaustauscher zwischen Proben- 
aufgabe und Trennseule geschaltet werden. Legt man Wen 
auf maximale Trennleistung, so sollte der Wgrmeaustau- 
scher vor der Probenaufgabe angebracht sein. Allerdings 
muB dann der gesamte weitere Weg des Eluens (inklusive 
Probenaufgabe) bis zur Saule thermostatisiert werden. 

2. Die Trennsaule 

Im Zeitalter der Mikroprozessoren mu13 die Trivialitat 
besonders betont werden, daO Komponenten eines Probe- 
gemisches, die in der Saule nicht getrennt wurden, auch 
rnit elektronischen Mitteln nicht ,,aufgelC)st" werden kon- 
nen. Das Kernstuck des chromatographischen Geriites 
bleibt nach wie vor die Trennkolonne. Die chromatogra- 
phische Trennung ist auf die verschiedenen Wanderungs- 
geschwindigkeiten der Probekomponenten in der Saule zu- 
riickzufiihren. Dabei werden die Unterschiede der Wande- 
rungsgeschwindigkeiten - d. h. die relativen Retentionen a 
- durch die verschiedenen Verteilungskoeffizienten der 
einzelnen Spezies zwischen mobiler und stationtirer Phase 
verursacht. Unter Ausnahme der Ausschlukhromatogra- 
phie sind die Verteilungskoeffizienten thermodynamische 
GroOen, die von der stofflichen Beschaffenheit von Probe, 
stationlrer und mobiler Phase sowie von der Temperatur 
abhangig sind. (Bei Chromatographie unter uberkritischen 
Bedingungen ist auch der Druck ein wesentlicher Parame- 
ter.) Das erste und wichtigste Problem in der Chromato- 
graphie ist daher das Auffinden eines geeigneten Trennsy- 
stems. Hierbei kommt es entscheidend auf die Erfahrung 
des Chemikers an. 

Streng genommen ist die Elutions-Chromatographie 
kein Trennverfahren im ublichen Sinne der Thermodyna- 
mik1251. Die Komponenten eines Substanzgemisches wer- 
den zwar voneinander getrennt, aber im Eluens verdunnt. 
Diese Verdiinnungseffekte (Entropiezunahme) werden in 
der kinetischen Theorie der Chromatographie anhand der 
relativen Bandenverbreiterung h oder der theoretischen 
Bodenzahl n beschrieben"]. 

Die Auflasung R zweier benachbarter Peaks betriigt in 
guter Naherung[261 

Da a fur zwei eng benachbarte Elutionsbanden unweit von 
1 ist, und da R einerseits zu (a- l), andererseits nur zu 
fi proportional ist, folgt aus GI. (I), daO primlr a zu opti- 
mieren ist. Im folgenden wird vorausgesetzt, daO die opti- 
malen relativen Retentionen a schon gefunden wurden. In 
der HPLC wird dies zumeist uber die Variation der Elu- 
enszusammensetzung erzielt. ErfahrungsgemlB reichen fur 
die Losung vieler Probleme fmf (oder weniger) verschie- 
dene stationare Phasen aus. 

Wegen der gunstigen relativen Retentionen arbeitet man 
in der Routine meistens rnit Silulen von maximal 30 cm 
Unge. Die schwierigen Trennprobleme - z. B. im Bereich 
der Biologie, Biochemie, Pharmazeutik, Petrochemie etc. - 
wo Bodenzahlen uber 50000 erforderlich sind und Kapil- 
lar-GC nicht anwendbar ist, wurden bisher kaum angegan- 
gen. Hierbei sind entweder die a-Werte klein und/oder die 
Anzahl der zu trennenden Komponenten (und damit die 
erforderliche Peakkapazitat) groB. Das Auffinden optima- 
ler kinetischer Parameter wird in diesem Beitrag auch fur 

['I Im Symbolveizeichnis auf S. 58 sind die hgufig verwendeten Symbole 
zusammengestellt. Die wichtigsten Parameter der HPLC (2. B. Viskositat, 
Diffusionskoellizient) sind noch in Einheitcn d a  CGS-Systems tabellicrt. 
Da diese Einheiten Dbenviegend auch bei dcr Routinearbeit und in der Lite- 
ratur gebrauchlich sind, werden sie auch in diesem kitrag venvendet. 
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derartig schwierige Trennungen diskutiert. Es wird voraus- 
gesetzt, daB die h-Werte unabhangig von der Saulenlange 
sind. 

Wir ziehen es vor, die mittlere TeilchengroBe in der ge- 
packten Saule 6 mit einer chromatographischen Methode 
zu definieren["': 

2.1. Saulenpackung 

Ohne auf Einzelheiten dieses Problems einzugehen, sol1 
nur darauf hingewiesen werden, daB geniigend enge Sieb- 
fraktionen zur Herstellung guter Saulen mit mittleren Teil- 
chengr6Ben der stationaren Phase zwischen 5 und 30 pm 
kommerziell erhaltlich sind. Da diese TeilchengroBen von 
Festkorpern mit groBer spezifischer Oberflache sich dem 
kolloidalen Bereich nahern, sind die beschriebenen Pak- 
kungsmethoden empirisch und nicht immer gut reprodu- 
zierbar. Dementsprechend streut die Effizienz kommerziel- 
ler Saulen in breitem Bereich; sie wird haufig in der Ein- 
heit Bodenzahl pro Meter angegeben, und dies kann irre- 
fuhrend sein. Koppelt man z. B. 25 cm lange SBulen zu 
langeren Kolonnen, so steigt die Bodenzahl oft nicht pro- 
portional an. Es llBt sich zeigen, daB dies nicht auf den 
EinfluB der Verbindungsstucke zuriickgefuhrt werden 
kann. Eine Packungsmethode, die beliebiges Koppeln der 
Saulen erlaubt, wurde bisher noch nicht beschrieben. In 
diesem Beitrag sol1 auch gezeigt werden, wie eine einfache 
quantitative Beurteilung der gepackten SIulen moglich 
ist. 

2.2. Asymmetriefaktor 

In der Theorie der Chromatographie werden Elutions- 
banden mit der Form einer GauB-Verteilungskurve voraus- 
gesetzt. Leider wurden solche Banden experimentell bisher 
nicht verifiziert. Allzuoft werden die Bodenzahlen aus dem 
,,M~tterpeak"["~ errechnet, wobei ,,leading" und ,,tailing" 
der Bande vernachlassigt werden. Sobald eine Basislinien- 
trennung ( R  = 1.5) - Voraussetzung einer einwandfreien 
quantitativen Analyse - gefordert wird, sind derartige Me- 
thoden verboten. Peak-Asymmetrie kann entweder auf 
starke Wechselwirkung zwischen Probe und stationarer 
Phase undloder auf apparative oder packungsbedingte 
Fehler zuriickgefuhrt werden. Treffen letztere Griinde zu, 
so nimmt der Asymmetriefaktor Adz3] mit zunehmender 
Retention ab. In diesem Beitrag werden Asymmetriefakto- 
ren von As = 0.9 bis 1.2 vorausgesetzt, falls die Kapazitats- 
verhaltnisse K zwischen 1 und 2 liegen. Diese Vorausset- 
zung wird von guten kommerziellen Saulen erfullt. 

2.3. TeilchengroDe der Packung 

Die mittlere TeilchengroBe einer Siebfraktion fur 
HPLC-geeignete stationare Phasen ist eine Funktion von: 
1. Bestimmungsmethode (optisch, Sedimentation, Leitfa- 
higkeit (Coulter Counter) etc.) und 2. Art der Mittelung 
(zahlen- oder gewichtsgemittelt). Die Methoden sind appa- 
rativ aufwendig und zeitraubend, alle konnen sie nur die 
TeilchengriSOenverteilung auoerhalb der SBule bestimmen. 
Uber das bekannte Problem der Agglomeration wahrend 
des Packungsvorganges - wodurch die Effizienz einer 
Trennsaule wesentlich vermindert werden kann - sagen 
diese Methoden nichts aus. 

Mit dem empirischen Zahlenfaktor 1000 ist die Uberein- 
stimmung von 6 mit optisch bestimmten, zahlengemittelten 
mittleren TeilchengroBen fur unregelmaBige Teilchen 
gutLz7'. Fur runde Teilchen ware erfahrungsgemaR ein Fak- 
tor um 700 (anstatt 1000) in GI. (2) angebracht. Wir ziehen 
es vor, unabhangig von der Geometrie, die TeilchengroBe 
mit GI. (2) zu definieren, da dann 6 mit dem ,,Preis" 
(Druckabfall) definiert ist, den man fur die TeilchengroBe 
,,bezahlen" muB. Damit errechnet man fur runde Teilchen 
um etwa 15 bis 20% gr6Bere 6-Werte als fur unregelmaBige 
Teilchen. ErfahrungsgemM ist die Ubereinstimmung der 
6-Werte mit den von den Herstellern angegebenen mittle- 
ren TeilchengroBen, 6, annehmbar und unabhangig von 
der Teilchenform[281. 

Oft charakterisiert man die Giite einer Slule mit der di- 
mensionslosen reduzierten Bodenhahe h/6. Mit 6 nach GI. 
(2) sollten fur runde Teilchen geringere (gunstigere) redu- 
zierte Bodenhahen errechnet werden. Die Erfahrung zeigt 
uberraschenderweise, daB die reduzierten BodenhBhen h / 6  
von runden und unregelmaRigen Teilchen sich trotzdem 
nich t un t e r s ~ h e i d e n ~ ~ ~ . ~ ~ ~ .  

Die Frage nach den Vor- und Nachteilen der Verwen- 
dung von runden oder gebrochenen Teilchen wird oft und 
ausfuhrlich diskutiert. Einige behaupten, daB die Qualitat 
und die Reproduzierbarkeit der mit runden Teilchen ge- 
packten Saulen besser ware. Andere vertreten die entge- 
gengesetzte Meinung: Die runden Teilchen verschoben 
sich im Laufe der Zeit leichter in der Packung. Moglicher- 
weise hangen diese Effekte aber mehr von der Breite der 
Siebfraktion als von der Geometrie der Teilchen ab. Die 
gegenwartig kommerziell fur HPLC angebotenen Fraktio- 
nen durften den Anforderungen vollauf genugen. Dies be- 
zieht sich nicht nur auf die Breite der Siebfraktionen, son- 
dern auch auf die Reproduzierbarkeit der spezifischen 
Oberflache und der Porenverteilung. Zuriickkommend auf 
die Diskussion der optimalen Teilchenform scheint nur ei- 
nes sicher zu sein: Runde Teilchen sind wesentlich teu- 
rer. 

Die reproduzierbare Herstellung von gepackten Saulen, 
deren stationare Phasen TeilchengroBen uber 4 pm (mei- 
stens unter 15 pm) haben, ist heute Stand der Technik. 
Dies gilt sowohl fur Saulen, die mit Silicagel oder Alumini- 
umoxid gepackt werden, als auch fur  Stiulen mit chemisch 
modifizierten Phasen. Fur die haufig benutzten kurzen 
(L= 10 cm), mit 5pm-Teilchen gepackten Saulen - die den 
Vorteil einer kurzen Analysenzeit bieten - ist bei vielen 
kommerziellen Geraten die Bandenverbreiterung aul3er- 
halb der Saule ahnlich der innerhalb der Saule. Demzu- 
folge werden die reduzierten Bodenhohen fur diese Saulen 
( 5  pm) wesentlich ungunstiger (groBer) als fur Kolonnen, 
die mit 10pm-Teilchen gepackt wurden. Anders ausge- 
druckt: Mit 5 pm (L= I0cm)-Saulen werden unter diesen 
Umstlnden niedrigere Bodenzahlen erzielt als rnit I @  pm 
( L  = 2Ocm)-Kolonnen. Allerdings sind Druckabfall und 
Analysengeschwindigkeit fur die erstgenannten Saulen 
groBer. 
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Saulenpackungen mit TeilchengroRen um 3 pm wurden 
schon vor funf Jahren be~chriebenf~’] und werden inzwi- 
schen auch kommeniell angeboten. Allerdings sind bei 
diesen Saulen auOer den Analysengeschwindigkeiten auch 
die apparativen Schwierigkeiten, der Druckabfall und die 
reduzierte Bodenhilhe groR. 

2.4. Einfache Trennprobleme 

Im folgenden wird vorausgesetzt, daR die Teilchengro- 
Ren - wie heute ublich - zwischen 5 pm und 10 pm betra- 
gen und die HPLC-Trennung isokratisch durchgefiihrt 
wird. Mit den ublichen 30cm-S2ulen lassen sich im Mini- 
mum der h,u-Kurve (also bei urnin) etwa 10000 Biiden er- 
zielen. Wie aus GI. ( I )  hervorgeht, kann man so im Bereich 
um K = 1 noch Substanzen mit einer relativen Retention 
gr6Rer als 1.14 an der Basislinie trennen. Fur die meisten 
Trennprobleme in der Routine lassen sich auf einfache 
Weise Systeme finden, wo die a-Werte wesentlich gr6Rer 
sind als 1.14. Die AuflBsung der Komponenten wird also 
besser als Basislinientrennung (R > 1.5). Arbeitet man, bei 
sonst unveranderten Parametern, rnit einer klirzeren SLule, 
deren Trennvermiigen fur quantitative Analysen noch aus- 
reicht (R- I S ) ,  so nimmt die Analysenzeit ab und die 
Nachweisempfindlichkeit zu. 

Apparativ einfacher ist es, die Analysenzeit dadurch 
herabzusetzen, daR man die lineare Geschwindigkeit des 
Eluens erhliht, wobei die h-Werte zunehmen. Allerdings 
nimmt bei diesem Verfahren auRer der Auflasung auch die 
Nachweisempfindlichkeit ab und der Druckabfall an der 
Saule zu. Diese Alternative zur Verkiirzung der Analysen- 
zeit ist sicherlich ein Hauptgrund fur die haufige Verwen- 
dung teurer Hochdruckpumpen. Fur die meisten Routine- 
analysen sind Pumpen rnit Ausgangsddcken von 400 bar 
und mehr nicht erforderlich. 

ErfahrungsgemaR lassen sich die meisten Alltagspro- 
bleme der HPLC rnit zwei Sgulenlangen (z. B. 10 und 30 
cm) losen. Allerdings mussen die kurzen Silulen allgemein 
einen gr6Reren lnnendurchmesser (z. B. 6 mm) haben als 
die langeren (z. B. 4 mm), um Bandenverbreiterung auOer- 
halb der Saule vernachlfissigen zu kannen. 

Weitere wesentliche Vorteile des Arbeitens mit kurzen 
Saulen und kleineren Druckabfallen sind die Schonung 
der Apparatur und die verliingerte Funktionsdauer der 
Trennsaulen. 

Die quantitative Berechnung optimaler Parameter fur 
derartige kurze Sfiulen ( L  I 3 0  cm, 6 2  5 pm) eriibrigt sich, 
da - wie zuvor diskutiert - die Druckreserven kommerziel- 
ler Pumpen ausreichen. 

2.5. Schwierige Trennprobleme 

Haben die zu trennenden Substanzen relative Retentio- 
nen um 1.06, so werden bei K = 1 ungeffihr 50000 Boden 
ben6tigt. Solche Bodenzahlen lassen sich nur mit langen 
SBulen und/oder sehr kleinen Teilchengr6Sen der statio- 
naren Phase eizielen. Auch fur die Trennung von Gemi- 
schen mit sehr vielen Komponenten, die eine groRe Peak- 
k a p a ~ i t a t ~ ~ ”  erfordert, gelten ahnliche Einschrankungen. 
Das Auffinden optimaler Parameter fur den Betrieb derar- 
tiger Slulen ist eine vordringliche Aufgabe. 

Wahrend bei den kunen Saulen Druckabfall und Analy- 
senzeit (oder Analysengeschwindigkeit) von untergeordne- 
ter Bedeutung sind, werden diese Parameter for kompli- 
zierte Trennungen sehr wichtig. In solchen Fallen bemes- 
sen sich die Druckabfalle nach Hunderten von Bar, die 
Analysenzeiten nach Stunden. Beide sind entgegengesetzte 
Funktionen der linearen Geschwindigkeit u des Eluens. 
Wie findet man optimale Geschwindigkeiten u? Um die 
Problematik zu verdeutlichen, sei zuerst ein kurzer Ruck- 
griff auf die Gaschromatographie unternommen sowie ein 
Vergleich von GC und HPLC. 

2.6. Analysengeschwindigkeit und Druckaufwand 
bei CC und LC 

In der Chromatographie kann - unabhangig vom Aggre- 
gatzustand des Eluens - die Analysengeschwindigkeit rnit 
der Zahl der pro Zeiteinheit erzeugten theoretischen Bo- 
den ( n / t  - u / h )  charakterisiert werden13’]. Andererseits ist 
der dazu notwendige Druckabfall zum Produkt h. u pro- 
portional, solange eine konstante Trennleistung (Boden- 
zahl) gefordert wird. Es ist sinnvoll, die Analysenge- 
schwindigkeit als Funktion des Druckaufwandes ( - h .  u )  
aufzutragen. Eine solche Auftragung fur Peaks rnit ilhnli- 
chen Kapazitatsverhaltnissen in einer typischen GC- und 
einer HPLC-Sfiule zeigt Fig. 1. Um einen direkten Ver- 
gleich zu ermtiglichen, wurden beide Achsen auf die Werte 

n l t  
In) urnin 

6 

GC LC 
dp Ipml 110 10 

u,lmlsl 228 QB 

‘I 
io h u  sb 

~ 

- i - i . 5  Ia 20 il 
k..U.,. 

Fig. 1. Nonniene Analysengeschwindigkeit als Funktion d s  Analysenauf- 
wandes (-do. Normierung: n/r und h . u  werden auf die Werte im Mini- 
mum der h.u-Kurven normien. Saulcndaten far GC 1331: Konventionell ge- 
packte Saulc, L-200 cm, Innendurchmesser=4 mm, 5% Squalan auf Chro- 
mosorb W, Siebfraktion 100-120 pm, Tragergas N2, 75°C. Probe: n-Hcxan; 
V - I . 5 I . h = 1 . 2 6 . 1 0 ~ z + 8 . 3 ~ 1 0 - ‘ / u + 1 . 6 . 1 0 ~ 2 u [ h i n c m , u i n c m / s ~ .  - Sau- 
lendaten flir LC: L- 10 cm, Innendurchmesser-4.6 mm, Lichrosorb SI 100 
(Merck). 6- 10 pm, Eluens n-Heptan, 25°C. Probe: Chrysen; K -  1.15, 
h = 23 + 4/14 + 6.3 u [h in pm, u in mm/s]. 

im Minimum der h,u-Kurve normiert. Es ist ersichtlich, 
daR for GC die Analysengeschwindigkeit schon bei relativ 
niedrigem Druckaufwand einen Grenzwert erreicht. Be- 
reits bei relativ niedrigen Driicken ( - h .  u)  werden Analy- 
sengeschwindigkeiten erreicht, die sich rnit groRem Druck- 
aufwand kaum noch steigern lassen. Daher gilt fur die op- 
timale Geschwindigkeit uOp, die Faustregel: 

Aus Fig. 1 ist auch ersichtlich, daO die LC-Kurve nicht ein- 
ma1 beim 20fachen umin einen Grenzwert erreicht. Deshalb 
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kann man im praktischen HPLC-Bereich (AP<600 bar) 
auf diese Weise keine optimale Geschwindigkeit bestim- 
men: Mit zunehmendem Druck nimmt die Analysenge- 
schwindigkeit erheblich zu. 

War es bei GC durchaus angebracht, mit Siebfraktionen 
zwischen 100 und 200 pm zu arbeiten, so lehrte die Erfah- 
rung bald, daD es bei HPLC sinnvoller ist, die Analysenge- 
schwindigkeit durch Verwendung geringerer Teilchengro- 
Den zu steigern, als dies fiber zunehmende FluDgeschwin- 
digkeit und Saulenlange anzustreben. 

Es gibt bereits einige Untersuchungen, die sich das Auf- 
finden optimaler experimenteller HPLC-Parameter zum 
Ziel gesetzt h a b e r ~ ' ~ ~ ~ ] .  Die vorgeschlagenen Verfahren 
sind mathematisch aufwendig und fur den Praktiker nicht 
einfach handhabbar. 

Die Grundlagen eines einfachen Verfahrens, das eine 
graphische Bestimmung optimaler experimenteller Para- 
meter ermoglicht, wurden 1977 abgeleitet und vorgetra- 
genl4'l. Sein$Weiterentwicklung wird hier vorgestellt. 

2.7. Semiempirische Beschreibung der Bodenhohe bei 
HPLC als Funktion von Teilchengriilk und 
hearer  Eluensgeschwindigkeit 

Die relative Bandenverbreiterung h ist eine komplizierte 
Funktion zahlreicher Parameter. Die wichtigsten und im 
folgenden zu diskutierenden Faktoren sind: Geschwindig- 
keit der mobilen Phase (u), TeilchengroOe der stationiiren 
Phase (a, Diffusionskoeffzient der Probe im Eluens ( D m )  
und das Kapazitiltsverhilltnis der Probe (K). Die beiden 
letztgenannten sind auch von der Temperatur abhangig. 
Haben die Probesubstanzen relative Molekillmassen zwi- 
schen 75 und 300 (typisch fur die Trennung organischer 
Substanzen), so k6nnen in erster Niherung fur gegebene 
Viskosititsbereiche des Eluens Standardwerte fur D ,  an- 
genommen werden (z. B. ~]=0 .4  cP; D,=3.10-'  cm2/s). 
Daher fiihren wir statt des zumeist unbekannten Diffu- 
sionskoeffizienten der Probe die Viskositat des Eluens als 
Parameter ein. 

In der Regel nehmen die h-Werte mit wachsendem K zu. 
Zur Vereinfachung wird ein fiir den praktisch interessie- 
renden Bereich gemittelter Wert K = 2 angenommen. 

Mit diesen Randbedingungen kann der h-Wert in der 
HPLC mit folgender semiempirischer Funktion von u und 
6 beschrieben ~ e r d e n ' ~ ~ ~ :  

(4) 

wobei die Konstanten a. b und c von der Qualitat der Sau- 
lenpackung und der Viskositit des Eluens T] (respektive 
D,) abhangen. Mit der Verbesserung der Packungsmetho- 
den'43-451 wurden die Werte der empirischen Konstanten in 
GI. (4) im Laufe der Zeit immer niedriger. Es zeigte sich 
auch, daD die numerischen Werte dieser Konstanten in gu- 
ter Naherung unabhangig davon sind, ob Silicagele, Alu- 
miniumoxide oder chemisch modifizierte Umkehrphasen 
als Packungsmaterial verwendet werden. 

Entsprechend dem Stand der Technik des Ssulenpak- 
kens werden nun zwei Standardsysteme numerisch behan- 
delt. Fur ein ,,niederviskoses" Eluens wie n-Heptan, Di- 
chlormethan, Acetonitril, Methanol etc. (T] zwischen 0.4 
und 0.6 cP) gilt: 

b 
h=a6 + - + c6'u 

U 

6 6' 
u 16 

h = 1.56 + - + - u ,,Formel I" ( 5 )  

wobei die in der HPLC ublichen Mafieinheiten venvendet, 
d. h. die Werte von h und S in pm, die von u in mm/s ange- 
geben werden; selbstverstandlich haben die Konstanten 
1.5,6 und 16 entsprechende Dimensionen. 

Fur ein ,,hochviskoses" Eluens wie Wasser-Acetonitril- 
oder Wasser-Methanol-Gemische (T] zwischen 0.7 und 1.5 
cP) gilt analog: 

3 6' 
u 8  h = 2 6 + - + - u  ,.Formel 11" (6) 

Die Gleichungen ( 5 )  und (6) entsprechen der experimen- 
tellen Erfahrung, falls 

I )  die TeilchengroDe 6 der stationaren Phase zwischen 3 

2 )  die lineare Geschwindigkeit der mobilen Phase kleiner 

3) die relative Molekulmasse der Probe kleiner als 300 ist 

und 30 pm betrigt; 

ist als 20 urnin; 

und das Kapazitatsverhiiltnis K etwa 2 betragt. 

Diese beiden Formeln sind zwar eine Naherung, aber sie 
lassen sich einfach handhaben und greifen nur auf direkt 
zugangliche GroDen zuriick. Damit ermoglichen sie z. B. 
auch die Beurteilung der Gute von SBulen, die rnit unter- 
schiedlichen Materialien gepackt wurden. Verwendet man 
GI. (2) zur Bestimmung der TeilchengroDe in GI. ( 5 , 6 ) ,  so 
bleibt man auch unabhangig von Herstellerangaben. Es sei 
noch darauf hingewiesen, daD auch fur gute Slulen uber- 
einstimmung von experimentellen rnit berechneten Werten 
nur dann erwartet werden kann, wenn die Bandenverbrei- 
terung auDerhalb der SBule zu vernachlassigen ist. 

3. HPLC-Optimierung 

Die wichtigsten Parameter bei der Optimierung einer 
HPLC-Analyse sind: a, D,, K, T], L, n ,  to, AP und 6 ;  aus 
diesen Gr6Den lassen sich weitere Parameter (z. B. u, R. h. 
n / t ,  etc.) ableiten. Setzen wir optimale relative Retentio- 
nen a voraus. In den Gleichungen ( 5 )  und (6) wurden der 
Diffusionskoeftizient D,, die Viskositit des Eluens T ]  so- 
wie das KapazitBtsverhaltnis K auf Standardwerte festge- 
legt. Die restlichen funf Parameter sind voneinander nicht 
unabhangig. So kann man vorerst die Siiulenltlnge L elimi- 
nieren: Aus GI. (2 )  und 

u---P- L F  
to r 2 m T  

worin cT die totale Porositat bedeutet, folgt 

(7) 

so daB sich GI. (4) rnit /I= W n  auf die verbleibenden vier 
Parameter umformen Mot: 

(9) 
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In den Abbildungen 2 und 3 ist die Bodenzahl als Funk- 
tion der TeilchengriiBe, bei vorgegebenem to bzw. A f ,  nach 
Formel I [GI. (S)] und nach Formel I1  [GI. (6)] aufgetragen. 
Dies ist sinnvoll, da bei schwierigen Trennungen - wie 
schon diskutiert - Analysenzeit und Druckabfall an der 
Silule die begrenzenden GriiBen sind. 

Ow 2 i 6 b 10 1'2 ii 16 18 6lpml - 
Fig. 2. Bodenzahl als Funktion der TeilchengrOOe far ,,niederviskose" Elu- 
tionsmittel bei I,,-300 s und konstantem AP. 
h-l.56+6/u+6'~/16,1]-0.44cP,~~-O.82. 

" t  
6,,,t= 6.7pm. Lop+= 73cm 

Fig. 3. Bodcnzahl als Funktion dcr TeilchcngrOOe for ,,hochviskose" Elu- 
tionsmittcl bei AP- 100 bar und konstantem fcl.  

h - 2 6 + 3 / ~  + 6 ' ~ / 8 ,  I ] -  I.ZCP, ~s-0.70. 

In Fig. 2 wird ein ,,niederviskoses" Eluens (q=O.44 cP), 
eine fur Silicagelsilulen typische Porositiit (sT= 0.82) sowie 
die Gultigkeit von Formel I vorausgesetzt; die Durch- 
bruchzeit des lnertpeaks bleibt in allen drei Fallen kon- 
stant (5 min). Fig. 3 gilt fur ein ,,hochviskoses" Eluens 
( q =  1.2 cP) und eine fur chemisch modifizierte Phasen ty- 
pische Porositlt (cT=0.70); dabei wird Formel I 1  ange- 
wendet und in allen gezeigten Fallen AP= 100 bar ange-, 
nommen. In beiden Abbildungen durchlaufen sBmtliche 
Kurven ein Maximum, d. h. die maximale Bodenzahl IaBt 
sich unter diesen Bedingungen nur rnit einer ganz be- 
stimmten TeilchengriiRe erzielen. Die zu diesem Optimum 
gehiirende Saulenlange kann nach GI. (8) errechnet wer- 
den. 

Wie aus Fig. 3 ersichtlich, sind rnit einem fur Umkehr- 
phasen typischen System etwa 35000 Baden, innerhalb 
von 1000 s fur to, mit nur 100 bar Druckabfall zu erreichen. 
Die optimale TeilchengroRe betriigt ca. 7 pm, und die 

Saule ist 73 cm lang. Da die Bodenzahl nur mit der Wurzel 
in das Aufliisungsvermiigen eingeht [GI. (l)] und dieses 
den Analytiker eigentlich interessiert, kiinnen erfahrungs- 
gem20 Verluste an n von 10 bis 20% in Kauf genommen 
werden. LaBt man derartige Abweichungen zu, so darf 6 
zwischen 4 und 10 pm variieren. h d e r t  man 6, so andert 
sich die dazugehorige SIulenlsnge nach GI. (8) ebenfalls. 
Wie aus diesem Beispiel deutlich wird (vgl. auch Abschnitt 
4), erfordert diese Art von Optimierung nur eine grobe 
Abstufung von TeilchengriiBen und SlulenlLngen. Das be- 
deutet fur den Anwender, daB er bereits rnit sehr wenigen 
Saulentypen unter verschiedensten Bedingungen optimal 
arbeiten kann. 

Wie im Anhang gezeigt wird, liil3t sich das Maximum 
der nJ-Kurve ( A f  und to konstant) auch mathematisch ex- 
plizit errechnen. Alle Parameter, die fur dieses Maximum 
gelten, werden im folgenden mit dem Index ,,opt" bezeich- 
net. Die Bestimmungsgleichungen fur Sop,, Lop, und nopl 
sind dem Anhang zu entnehmen [GI. (A6) bis (AS)]. Divi- 
diert man in GI. (A 7) Lo,, durch to und eliminiert to und AP 
mittels der Gleichung fur Sop, (A6), so erhiilt man fur die 
lineare Geschwindigkeit des Eluens einen Wert, der dem 
Maximum der n,S-Kurve entspricht: 

UOP, = 1 + 
s c  

Diese Geschwindigkeit ist identisch rnit der im Minimum 
der h.u-Kurve, wie sie sich nach GI. (4) errechnen 1BBt. 
Diese Geschwindigkeit, uopl = urnin, resultiert fur ein ,,nie- 
derviskoses" Eluens aus Formel I zu 

sum,.= 10 pm - [ msml 

und fur ein ,,hochviskoses" Eluens aus Formel I1  zu 

Als Ergebnis unserer uberlegungen halten wir also fest: 

1) Maximale Effzienzen lassen sich bei gegebenem Druck 
und gegebener Analysenzeit nur dann erzielen, wenn 
man L und 6 so wIhlt, da8 man bei U , , , ~ ~ = U , ~ ,  arbei- 
tet. 

2) Die maximale Bodenzahl nop, ist zur Wurzel von Druck 
und Analysenzeit proportional. 

3) Die optimale TeilchengrOOe nimmt rnit steigendem 
Druck ab [S - (AP) -0.25] und bei ltingeren Analysenzei- 
ten zu [6-r,+0.25]. 

Das Arbeiten bei urnin hat weitere Vorteile: 

a) Die relative Bandenverbreiterung h ist bei urnin kaum 
noch eine Funktion des K-Wertes. Hingegen nehmen 
bei Eluensgeschwindigkeiten, die wesentlich griiBer als 
urnin sind (z. B. u > 5 urnin), die h-Werte rnit steigenden K -  
Werten sehr schnell zu. 

b) Da die relative Bandenverbreiterung bei urnin minimal 
ist. wird hier auch die maximale PeakhBhe erreicht. 
Dies ist besonders bei Spurenanalysen wichtig. 
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c) Aufgrund der niedrigen Drucke, die bei urnin erforder- 
lich sind, wichst die Funktionsdauer der Saule. 

d) Bei konstanter Teilchengr6De der stationaren Phase 
wachst die Analysengeschwindigkeit rnit zunehmender 
linearer Geschwindigkeit des Eluens (vgl. Fig. I). Uber- 
raschenderweise ist aber die maximale Analysenge- 
schwindigkeit bei umin=uop, zu erzielen, falls L und 6 
frei wahlbare Parameter sind. Scheinbar bedeutet dies 
einen unzumutbar groBen Aufwand an verschiedenen 
Saulen. DaD fur die Praxis jedoch wenige Saulen ausrei- 
chen, wird anhand der Nomogramme gezeigt (siehe Ab- 
schnitt 4). 

Optimale Analysengeschwindigkeit 

Die Analysengeschwindigkeit nimmt rnit zunehmenden 
Retentionen ab. Sie sol1 hier immer auf die der Inertprobe, 
n/ to ,  bezogen werden. AuDerdem sollen AP und n als ge- 
forderte Randbedingungen angenommen werden. Lost 
man GI. (9) nach to [GI. (A 10) bis (A 13)], so 11131 sich n / t o  
als Funktion von 6 errechnen [GI. (A 15)]. Die Kurven in 
Fig. 4 und 5 sind Beispiele dafur. 

Fig. 4. Analysengeschwindigkeit als Funktion der TeilchengrBOe mr ,,nieder- 
viskose" Elutionsmittel bei AP- 30 bar. 
h-  1 . 5 6 + 6 / ~ + 6 ~ ~ / 1 6 ,  q-0.44 cP,E~-0.82. 

" 2 4 6 8 M 12 14 16 18 6Ipml 

Fig. 5. Analysengeschwindigkeit als Funktion der Teilchengr6De filr ..hoch- 
viskose" Elutionsmittel bei n -  IOOOO. 
h - 2 6 + 3 / ~ + 6 ~ ~ / 0 .  q-1.2 cP,~T=0.70. 

Wiederum zeigt sich, daD optimale Arbeitsbedingungen 
- d. h. hier eine maximale Analysengeschwindigkeit - nur 
bei einer ganz bestimmten TeilchengrBDe und SPulenlange 

erreichbar sind. Diese werden durch die geforderte Boden- 
zahl und AP bestimmt. 

Aus den Diagrammen 4 und 5 ist auoerdem ersichtlich, 
daD unterhalb einer minimalen TeilchengraDe die ge- 
wunschte Bodenzahl, rnit vorgegebenem AP, ungeachtet 
der Analysengeschwindigkeit iiberhaupt nicht erreichbar 
ist. Die steile Abnahme von n / t ,  zu kleinen 6 IaDt sich ei- 
nerseits dadurch erkllren, daD urnin nach GI. (1 1) rnit klei- 
ner werdendem 6 zunimmt; andererseits folgt aus GI. (4): 

also ist hmi. eine lineare Funktion von 6. Zugleich nimmt 
aber die Permeabilitat K rnit dem Quadrat von 6 ab. Zu- 
sammen bewirken diese Effekte, da8 eine bestimmte Bo- 
denzahl bei einem gegebenen AP unterhalb einer minima- 
len TeilchengroDe nicht mehr erreichbar ist. 

Auch aus Fig. 5 wird deutlich, daD in der Routineana- 
lyse geforderte Bodenzahlen bereits rnit relativ niedrigen 
Driicken bei guter Analysengeschwindigkeit erzielt werden 
konnen. Nimmt man z. B. eine C,,-Umkehrphase und ein 
HzO/CH30H-Gemisch rnit der hohen Viskositat von 1.2 
CP und fordert IOOOO theoretische Boden, so bricht rnit 
AP=30 bar der Inertpeak nach 5 min durch. Dabei ist die 
Saule ca. 21 cm lang und rnit 6.6pm-Teilchen gepackt. 
Weiterhin ist ersichtlich, daI3 sich diese optimalen Analy- 
senbedingungen rnit TeilchengriiBen von 5 bis 10 pm anna- 
hern lassen, wobei mit zunehmendem 6 die S i d e  entspre- 
chend verlangert werden muD. Auch dieses Beispiel mag 
illustrieren, daD haufig allzu hohe Anforderungen an den 
Ausgangsdruck der Pumpe gestellt werden. Arbeitet man 
bei hohen Driicken, so erhohen sich die Kosten der Appa- 
ratur und die Funktionsdauer der Saulen nimmt ab. 

GI. (A 15), womit die n/to,6-Kurve beschrieben wird, ist 
explizit schwer handhabbar. Numerisch lBDt sich jedoch 
zeigen, daD das Maximum von n / t ,  - rnit gegebenem n und 
AP - bei urnin errreicht wird. Bedenkt man den Verlauf der 
n/t.h.u(-AP)-Kurven in Fig. I ,  so erscheint dieses Ergeb- 
nis angesichts der groDen Steigung bei hmi, und umin recht 
unwahrscheinlich. Dieser scheinbare Widerspruch sol1 an- 
hand eines einfachen Modells aufgelost werden. 

In einer hypothetischen HPLC-Saule sol1 der h-Wert 
keine Funktion der Geschwindigkeit und gleich hmi. sein, 
wie in GI. (13) beschrieben und in Fig. 6 rnit gestrichelter 
Linie eingezeichnet. Der Zusammenhang von Analysenge- 
schwindigkeit und TeilchengroDe ILDt sich dann in folgen- 
den Schritten ableiten: 

'rail 1 

0' 05 io 1'5 20 25 30 35 io i 5  "lmm7Sl 
Fig. 6. h.u-Kurven for eine reale und eine hypothefische (gestrichelte Linie) 
HPLC-Saule. 
Reale Saule: 6- 10 pm, q -  1.2 cP. Die ausgezogene Kurve wurde nach For- 
me1 11 [GI. (6)j berechnet. 
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1) Da die Bodenzahl n konstant bleiben sol1 und h =h,i, 
proportional zu 6 ist [GI. (13)], muD die Silulenllnge eben- 
falls zu 6 proportional bleiben (15-6). 

2) Bei konstantem AP ist u proportional zu 6' und umge- 
kehrt proportional zu L (u-6*/L) .  Wegen L-6 bleibt also 
auch u-6. 

3) Die Durchbruchzeit des Inertpeaks ( to=L/u)  ist somit 
unabhangig von der TeilchengraBe. 

Da n als Konstante vorgegeben wurde, mu8 daher auch 
die Analysengeschwindigkeit n/t,  von S unabhangig und 
konstant bleiben. 

In dieser hypothetischen Siiule ist also die Analysenge- 
schwindigkeit von der TeilchengroDe der stationsren 
Phase und der linearen Geschwindigkeit der mobilen 
Phase (n und AP sind konstant) unabhangig. In einer 
realen Saule ist h. auBer bei urnin, immer grdBer als hrni,. 
Da n / f o - u / h  ist, bedeuten gr6Dere h-Werte kleinere Ana- 
lysengeschwindigkei ten. 

Sind Bodenzahl und Druckabfall an der SIule als 
Grenzbedingungen vorgegeben, so wird die maximale 
Analysengeschwindigkeit bei urnin erzielt. Selbstversthd- 
lich mussen SaulenlPnge und TeilchengraBe frei wahlbare 
Parameter sein. 

4. Craphische Bestimmung optimaler Parameter 

Die Gleichungen fur 6oplr LOPI und nopl [GI. (A6)-(A8)] 
ktinnen so umgeformt werden, daB nop, jeweils als Funk- 
tion von 6opt und einem weiteren Parameter (APopl oder 
Lopl oder foropl) erscheint. Mit diesen Beziehungen [GI. 
(A 16)-(A IS)] kann man Nomogramme mit den Skalen 6, 
n, AP, lo und L konstruieren. Weitere Parameter, die sich 
aus diesen GriiDen ableiten lassen, sind uOp,, hmi, und n/to. 
Sie sind nur eine Funktion von 6 und rnit den Gleichungen 
(lo), ( 5 )  bzw. (6) und (A 18) zu berechnen. Dementspre- 
chend kiinnen sie auf zur 6-Skala parallelen Achsen darge- 
stellt werden und sind unterhalb der Nomogramme einge- 
tragen. Dabei wird vorausgesetzt, daB 1) die TeilchengrtiDe 
rnit GI. (2) definiert ist, 2) die h.u-Kurve nach GI. (4) gilt 
und rnit GI. ( 5 )  oder GI. (6) explizit beschrieben wird, 3) 
fur die Viskositlt des Eluens 9 und fur die totale Porositst 
cT Standardwerte angenommen werden. 

Mit GI. ( 5 ,  6) wird eine gute Packungstechnik vorausge- 
setzt, wie sie heute fur SBulen mit Innendurchmessern von 
ca. 2 bis 8 mm und Gngen von 10 bis 50 cm sowie fiir Teil- 
chengr6Ben von ca. 3 bis 30 pm reproduzierbar ist. Auch 
sollen die Siiulen ohne Verlust bei den h-Werten miteinan- 
der koppelbar sein. 

Die Nomogramme fur ,,niederviskose" bzw. ,,hochvis- 
kose" Elutionsmittel zeigen Fig. 7 und Fig. 8. Diese No- 
mogramme umfassen einen weiten Bereich, z. B. Teilchen- 
griiRen bis 100 pm und Bodenzahlen bis zu lo6. Aus- 
schnitte aus diesen Abbildungen, die den derzeit interes- 
santen HPLC-Arbeitsbereich zeigen, sind in Fig. 9 bzw. 
Fig. 10 wiedergegeben. Die bei der Konstruktion der No- 
mogramme konstant gehaltenen Standardwerte sind aus 
den Abbildungen zu entnehmen. 

Von den im Nomogramm eingetragenen funf Parame- 
tern (Koordinatenachsen) sind zwei beliebige frei wahlbar. 
Fur die Ubrigen kann dann eine optimale Kombination ab- 
gelesen werden. 

Das Trennproblem (die relativen Retentionen) sol1 bei- 
spielsweise ein Trennsystem - Silicagel/Dichlormethan - 
mit einer Trennleistung von 100 OOO theoretischen Biiden 
erforclern. Seine Bewlltigung sol1 zuerst rnit einer 50 cm 
langen Saule (oder mit einer Kombination von zwei 25 cm 
langen Slulen) versucht werden. Aus dem Nomogramm in 
Fig. 7 ist abzulesen, daB hierzu eine Packung von ca. 2 pm 
(1.84pm)-Teilchen und ein Druckabfall von fast 3000 bar 
(2850 bar) notwendig sind. Die in Klammern angefuhrten 
exakten Werte wurden mit den entsprechenden Gleichun- 
gen [(A 17) und (A 16)] errechnet. Diese Bedingungen sind 
weder nach dem heutigen Stand der Technik realisierbar, 
noch aus prinzipiellen G r i l n d e ~ ~ ' ~ ~ '  empfehlenswert. Die 
sonst vorzuglichen Werte von to= 1.5 min [93.8 s aus GI. 
(A 18)] und damit n/to= 1070/s sind deshalb nur noch von 
theoretischem Interesse. 

Da beim hier erorterten Trennproblem die erforderliche 
Bodenzahl rnit n = 100000 vorgegeben ist, erscheint es 
zweckmlBig, die apparative Beschrankung im Druckabfall 
als zweiten frei wlhlbaren Parameter zu berilcksichtigen. 
AP-Werte von 300 bar sind fur moderne kommerzielle Ge- 
rate kein Hindernis. Mit den beiden Annahmen n =  lo5 
und AP=300 bar fuhrt das Nomogramm zu 6 = 5 . 7  pm, 
L = 150 cm, r,;J900 s und n/ro= 11O/s. Diese Parameter 
scheinen akzeptabel zu sein. Ob unter solchen Bedingun- 
gen allerdings die Nachweisgrenze fur die getrennten 
Peaks noch ausreichend ist, kann man experimentell am 
schnellsten beurteilen. Mit zunehmenden r, und K nehmen 
die PeakhiShen ab und die Empfindlichkeit der Analyse 
sinkt. Die Folge kann sein, daB ein kleineres lo neben 
n = const. als frei wiihlbarer Parameter im Nomogramm 
herangezogen werden muR. 

Der grof3e Vorteil der graphischen Darstellung zeigt sich 
darin, daI3 sehr schnell deutlich wird, ob ein Problem nach 
dem Stand der Technik I6sbar ist, wo die kritischen Punkte 
liegen und welche Kompromisse man eingehen muB. 

Anhand von Fig. 10 sollen einige Probleme aus dem Be- 
reich der alltaglichen Analytik diskutiert werden. Voraus- 
gesetzt wird hierbei eine chemisch modifizierte Phase, z. B. 
eine C18-Umkehrphase als stationare Phase, und ein relativ 
,,hochviskoses" Eluens (v= 1.2 cP), z. B. H20/CH30H. Es 
kann wiederum demonstriert werden, daB im allgemeinen 
wesentlich geringere Driicke erforderlich sind, als ubli- 
cherweise vermutet und verwendet werden. 

Nimmt man als frei wahlbare Parameter eine erforderli- 
che Bodenzahl von IOOOO und eine SBulenlinge von 15 cm 
an, so laBt sich aus dem Nomogramm in Fig. 10 ablesen, 
daB 6=5 pm und AP=60 bar notwendig sind. Mit einer 
Analysengeschwindigkeit n/t,= 70/s wird der lnertpeak 
nach etwa 2.5 min durchbrechen. 

1st das Trennproblem einfacher und n = 5000 ausrei- 
chend, so kann man fur 6 =  10 pm aus Fig. 10 folgende 
Werte entnehmen : Die Saulenlange bleibt fast unverandert 
( L  = 16 cm), die Analysenzeit steigt auf etwa das Doppelte 
( l o =  5.5 min, n/ to= 15/s), allerdings sinkt der Druckabfall 
auf nur noch 7 bar. 

Wie diese Beispiele zeigen, sind unsere Nomogramme 
(Fig. 7-10) ein grobes Raster zur Bestimmung optimaler 
Parameter. Fur die Mehrzahl der Trennprobleme sollten 
zwei SPulenlangen von 10 und 25 cm sowie zwei Siebfrak- 
tionen rnit 6=5 bzw. 10 pm ausreichen. Dabei sollten die 
Saulen ohne Erhohung der h-Werte koppelbar sein. 
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Fig. 7. Nomogramm: Optimale Parameter for ..niederviskose" Elutionsmit- 
tel, L. B. for das System Silicagel/Dichlormethan. 
h - 1 . 5 6 + 6 / ~ + 6 ' ~ / 1 6  [GI. (5)L q-0.44 cP. D,a3.10- '  cm'/s. 6,-0.82. 

Folgt man unseren uberlegungen, so wird eventuell eine 
Vorratshaltung von etwa doppelt soviel Siiulen wie bisher 
iiblich nicht zu umgehen sein. Mit diesem geringen Auf- 
wand erwirbt man jedoch die Vorteile der Optimierung: 

Symbolveneichnis: 

a. b. c Konstanten in GI. (4) 
As Asymmetriefaktor [23] 
D ,  DifTusionskoeflizient der Robe im Eluens 
F Fluflgeschwindigkcit 
h - Wn Hbhenlquivalent cines thmretischen Bodens 
hmjn h beim Minimum der h.u-Kurve 
K b  mit der Leerkolonnengeschwindigkeit definierte Permeabilitlt 

[GI. @)I 
K - ( I ~ - I , , ) / I ~ = I ~ . / I ~ =  Kapazitltsverhilltnis 
L Slulenllnge 
n Anzahl der theoretischen BBden 
n/ I 
AP Druckabfall an einer Slule 
R = = ( I , , ~  - fHI) /w = AuflOsuna 

Analysengeschwindigkeit (Bodenzahl pro Zeiteinheit) 

lnnenradius einer Kolonne 
Elutionszeit einer Inert-Probe 
Elutionszeit einer retardierten Probe 
lineare Geschwindigkeit des Eluens 
u beim Minimum der h.u-Kurve 
Kolonnenleervolumen 
Volumen des Eluens in der S i d e  
Zeitachsenabschnitt der Wendetangenten 
relative Retention 
chromatographisch definierte Teilchengrbk [GI. (Z)] 
totale Porositlt 
Viskositilt des Eluens 

1 3 16 io 100 6 [pml  

-.--I.-- 

U""* 5 2 1 0.5 0.2 0.1 0.05 

5 lb i0 !kl 160 260 !&I h,,,[pml 

-7-----7 

nlto xxx) Kx) 100 20 5 1 0.2 Q05 
[ s-11 

Fig. 8. Nomogramm: Optimale Parameter for ..hochviskose" Elutionsmittel. 
z. B. TOr das System CIJJmkehrphase/Methanol-Wasser. 
h-Z6+3/u+6'u/S [GI. (6)], 1- 1.2 cP. D,a  1.5. lo-' cm'/s. hr-0.70. 

Mit optimierten Parametern sind nur selten Driicke iiber 
150 bar erforderlich. Somit k6nnen billigere, einfachere 
und zuverliissigere Geriite fur Routinearbeiten verwendet 
werden. Dies betrifft nicht nur die Pumpen, sondern auch 
in gleicher Weise die Probenaufgabe etc. Die Hersteller 
chromatographischer Geriite sind durchaus Whig und wil- 
lens. derartige preiswerte Bauelemente anzubieten. Zur 
Zeit scheint jedoch - aus Prestigegriinden? - noch kein Be- 
darf dafiir zu bestehen. Das mag verwundern, denn be- 
kanntlich ist die Funktionsdauer der Siiulen und damit die 
Reproduzierbarkeit der Analysen bei schonendem Betrieb 
wesentlich gr6Der. 

Um MiDverstiindnisse zu vermeiden, sei betont, daB die 
letzten Anmerkungen nicht auf GroDgeriite zielen, wie sie 
fur Methodenentwicklung, Forschung und zur Lasung 
komplizierter Probleme unentbehrlich sind. Hat man so 
anspruchsvolle Probleme zu h e n ,  so kann man die Gren- 
Zen des Erreichbaren ebenfalls anhand der Nomogramme 
in Fig. 7 und Fig. 8 sehr schnell abschatzen. 

Randbedingung for die Ableitung der Nomogramme 
war die isokratische Arbeitsweise (konstante Temperatur, 
konstanter Druck, konstante Eluenszusammensetzung). Es 
sei noch darauf hingewiesen, daD einige Trennprobleme, 
die zur Zeit durch Gradientelution gel6st werden, auch un- 
ter isokratischen Bedingungen gel6st werden k6nnten. Bei 
der Berechnung der Analysenzeiten fur die Gradientelu- 
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Uopt 3 2 iS I 0.7 0.5 

[ m l s l  

Fig. 9. Ausschnitt aus dem Nomogramm in Fig. 7 (.,niederviskoses" Elu- 
ens). 

tion sollte man die zur Regenerierung der Saule erforderli- 
che Zeit nicht auBer acht lassen. 

5. Zusammenfassung und Ausblick 

Nach einem kurzen uberblick uber den gegenwartigen 
Stand der Technik der schnellen Fliissigkeitschromatogra- 
phie wurde das Auffinden optimaler Analysenbedingun- 
gen bei Gas- und bei Flussigkeitschromatographie vergli- 
chen. Hierbei hat sich gezeigt, daB die optimale lineare 
Geschwindigkeit im Minimum der h.u-Kurve erzielt wird - 
und zwar sowohl dann, wenn die maximale Bodenzahl mit 
begrenzten A P  und to erreicht werden soll, als auch dann, 
wenn rnit gegebener Bodenzahl und begrenztem Druck die 
maximale Analysengeschwindigkeit erreicht werden soll. 
Weitere Vorteile des Arbeitens bei umin wurden diskutiert. 
Bei von uns entwickelten Nomogrammen rnit den Parame- 
tern: Bodenzahl (n), TeilchengriiDe (6), Druckabfall an der 
Saule (Af ) ,  Durchbruchzeit des lnertpeaks (to) und Sau- 
lenllnge ( L )  sind zwei beliebige Parameter frei wahlbar 
und eine optimale Kombination der Iibrigen GriiSen ables- 
bar. Da die Werte fur u,,,,, hmi, und n/ to  rnit 6 festgelegt 
sind, kiinnen diese Werte als zusiitzliche Achsen unterhalb 
der Nomogramme eingetragen werden. Wesentlichen Ein- 
flu8 auf die optimalen Parameter hat die Viskositat des 
Eluens (Diffusionskoeffizient der Probe), sehr vie1 weniger 

c 

3 5 7 lo 1 5 2 0  6 Ipml 

----1--7- 
Uopt 1.5 12 20 08 0.5 a3 a2  

[mm/sl 

Ib ~ i s  io 30 sb i o  
-..I---- 

nlto 200 NO 50 20 10 5 2 
I s-'I 
Fig. 10. Ausschnilt aus dem Nomogramm in Fig. 8 (,,hochviskoses" Elu- 
ens). 

dagegen die Art der stationaren Phase. Die Nomogramme 
wurden fur zwei typische Systeme konstruiert. Ihre An- 
wendungsmiiglichkeiten versuchten wir an einigen Bei- 
spielen fur einfache und komplizierte Trennprobleme zu 
demonstrieren. Dabei stellte sich heraus, daB zur Bewalti- 
gung von Routineproblemen wesentlich niedrigere Driicke 
genugen als haufig angenommen wird. 

SchlieBlich wagen wir einen Ausblick auf einige interes- 
sant erscheinende Forschungsrichtungen. 

Arbeitet man bei optimalen Bedingungen (u = urnin), so 
nimmt die Analysengeschwindigkeit (d. h. die Anzahl der 
pro Zeiteinheit produzierten theoretischen Biiden) mit ab- 
nehmender TeilchengriiBe ungefZihr quadratisch zu. In der 
alltaglichen Praxis werden zur Zeit Silulen venvendet, die 
rnit 10pm- oder 5 pm-Teilchen gepackt sind. Neuerdings 
werden auch Saulen rnit 3 pm-Teilchen angeboten. Hierbei 
mu0 die zunehmende Analysengeschwindigkeit rnit der 
Usung neu auftretender Probleme bezahlt werden. Mit 
abnehmender TeilchengriiDe ntihert man sich immer mehr 
dem kolloidalen Bereich. Folglich wird die Koagulations- 
wahrscheinlichkeit griiBer, die Packung der Siulen schwie- 
riger und deren Reproduzierbarkeit und Funktionsdauer 
geringer. Mit abnehmender TeilchengriiDe werden die Sau- 
len kurzer, falls konstante Bodenzahl gefordert wird. Ar- 
beitet man rnit unverandertem Kolonnendurchmesser, so 
werden die Peakvolumina kleiner und die Zellenvolumina 
der Detektoren miissen kleiner (etwa 1 pL) werden. Solche 
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Zellen mit unveranderter Empfindlichkeit zu bauen, ist 
zum Teil schwierig. Bemerkenswert erscheint, daR bei Ver- 
wendung von 5~m-Teilchen (Saule: L= 10 cm, Innen- 
durchmesser 4 mm) rnit den meisten kommerziellen Gera- 
ten wegen der Bandenverbreiterung auRerhalb der Saule 
nur ein Bruchteil der maglichen Effizienz erreicht wird. 

Das Packen von Siiulen rnit 1 mm Innendurchmesser ist 
schwierig, wird aber mehr oder weniger beherrscht. Die 
zuvor geschilderten apparativen Probleme (Probenaufga- 
be, Zellenvolumen) treten hier auch auf. Empfehlenswert 
sind derartige Saulen nur, falls entweder die zur Verfiigung 
stehende Probemenge aufiergewilhnlich klein oder das op- 
timale Eluens sehr teuer ist. 

In der Gaschromatographie erwiesen sich die gepackten 
Kapillarkolonnen als vorteilhaft, da sie - verglichen rnit 
den ,,klassisch" gepackten Saulen - fur gleiche Teilchen- 
gr6Ren der stationaren Phase iihnliche Effizienz, aber eine 
etwa IOmal grabere spezifische Permeabilitat haben. Da in 
der Fliissigkeitschromatographie wesentlich grOBere 
Scherkrafte auftreten, ist die reproduzierbare Herstellung 
derartiger Trennslulen anspruchsvoller und deren Funk- 
tionsdauer kiitzer. Nach unseren Erfahrungen ist der Ge- 
winn an Permeabilitat, falls iiberhaupt erreichbar, wesent- 
lich geringer als in der Gaschromatographie. Wegen der 
kleinen Peakvolumina lassen sich die schon erwahnten ap- 
parativen Probleme nicht vermeiden. 

Es ist theoretisch zu zeigen (und experimentell zu bewei- 
sen), daR offene Rahren - auch Kapillarkolonnen genannt 
- nur dann in ihrer Effizienz mit den konventionell ge- 
packten Slulen konkurrieren konnen, wenn ihr Innen- 
durchmesser ca. 10 pm betragt. In der Literatur wird 
hauptsachlich die Bandenverbreiterung eines lnertpeaks 
diskutiert. Es ist aber bekannt, daB einerseits die reprodu- 
zierbare Aufbringung der stationaren Phase aufgrund der 
Scherkrafte auBergewohnlich schwierig ist und anderer- 
seits die Bandenverbreiterung der retardierten Substanzen, 
verglichen mit dem Inertpeak, starker zunirnmt als bei den 
gepackten Saulen. Wegen der sehr geringen Probevolu- 
mina sind Zellenvolumina der GraRenordnung Nanoliter 
und verllRliche Pumpen rnit geringen Farderleistungen 
notwendig. Vorteilhaft sind die Kapillarkolonnen bei klei- 
ner Probemenge und teurem Eluens. Wegen der techni- 
schen Schwierigkeiten erscheint es unwahrscheinlich, daR 
derartige Saulentypen schon bald in die alltiigliche Praxis 
Eingang finden kiinnten. 

Mit den heute verfiigbaren Methoden kann man kon- 
ventionelle SHulen bis zu etwa 50 cm Unge  einwandfrei 
packen. Werden fur schwierige Trennungen lange, gekop- 
peke Saulen gefordert (n > IOOOOO), so verschieben sich die 
Minima der h,u-Kurven zu kleineren Geschwindigkeiten 
und der ansteigende Ast dieser Kurven wird steiler. Da die 
Werte fur umin mit zunehmenden Kapazitatsverhaltnissen 
kleiner werden, nimmt die Analysengeschwindigkeit aus 
diesen beiden Griinden steil ab. In solchen Fallen wird die 
Analysenzeit bald untolerierbar lang. Will man gekoppelte 
Saulen mit etlichen Metern Lange einsetzen, so mu13 eine 
neue Packungstechnik entwickelt werden. 

Die Auftrennung von Erdijlfraktionen, Naturstoffex- 
trakten etc. ist oft schwierig, weil die Polaritatsskala der 
einzelnen Komponenten breit ist. Derartige komplizierte 
Gemische k6nnen rnit der extrographischen MethodeIM1 
nach Polaritat vorgetrennt werden (Probemengen von 30 

bis 250 g innerhalb ca. 3 h). Die dabei erhaltenen Fraktio- 
nen lassen sich rnit retentiver Chromatographie oder Aus- 
schluRchromatographie weiter auftrennen. 

1st nur ein Bruchteil der Komponenten eines komplexen 
Gemisches zu erfassen, so bietet sich das Verfahren der 
Saulenschaltung (mit mehreren stationaren Phasen und 
verschiedenen Elutionsmitteln) an, das als eine in-situ-Pro- 
benvorbereitung aufgefaRt werden kann. Bei Serienanaly- 
sen, z. B. im Bereich der Biochemie und Pharmazie, IaRt 
sich damit die Analysenzeit wesentlich verkurzen. 

In der Fliissigkeitschromatographie kann man praktisch 
ohne Verlust an Effizienz den Innendurchmesser der ge- 
packten Saulen auf 50 mm und mehr erweitern. Bei prapa- 
rativen Trennungen wird sehr oft die Probemenge pro 
Masseneinheit der stationaren Phase sehr stark erhaht, 
und man arbeitet meistens nach den Prinzipien der Ver- 
drangungs- und nicht nach denen der Elutions-Chromato- 
graphie. Bei entsprechender Arbeitsweise lassen sich so 
bemerkenswerte Reinheitsgrade und Ausbeuten erzielen. 

ober quantitative Trennungen von Enantiomeren wird 
neuerdings des afteren berichtet. Hierbei enthalt entweder 
die chemisch modifizierte stationare Phase optisch aktive 
Gruppen, oder dem Eluens werden optisch aktive Verbin- 
dungen zugesetzt. Selbstverstiindlich ist die erstgenannte 
Alternative fur praparative Zwecke zu bevorzugen. 

Die Aufnahme des gesamten UV/VIS-Spektrums als 
Funktion der Zeit erm6glichen die in den letzten Jahren 
angebotenen ,,diode array"-Detektoren. Die Absorption 
bei mehr als 500 Wellenlangen kann gleichzeitig und kon- 
tinuierlich mit 5 Hz und mehr aufgenommen und abge- 
speichert werden. Die notwendige Datenverarbeitung 
macht diese Gerate teuer, die angebotene ,,software" ist 
noch nicht optimal. Das Auffinden der optimalen Wellen- 
lange fur Routineanalysen ist schnell durchfuhrbar. Ver- 
bergen sich mehrere Komponenten rnit verschiedenen und 
bekannten Spektren unter einem Peak, so sind sie quanti- 
tativ erfaRbar. Die Identifizierung getrennter Peaks ist sehr 
rasch mtiglich, da man das Spektrum zu einer gegebenen 
Zeit abrufen kann. Betragt die Analysenzeit auRergew6hn- 
lich komplizierter Gemische einige Stunden und liegen die 
Absorptionsmaxima der Komponenten bei verschiedenen 
Wellenlangen, so ist ein derartiger Detektor fast unersetz- 
lich. 

Mit der AusschluBchromatographie werden meistens 
Verbindungen rnit hohem Molekulargewicht getrennt. We- 
gen deren kleinen Interdiffusionskoeffizienten sind die 
Bandenbreiten wesentlich groOer als in der retentiven 
Chromatographie ublich. Hier waren ohne apparative 
Schwierigkeiten wesentlich bessere Aufliisungen dadurch 
zu erzielen, daB man die heute gebrauchliche Teilchen- 
gr6Re von etwa 10 pm wesentlich verringert. 

Die Trennung undloder Identifizierung der einzelnen 
Komponenten (oder Gruppen) erfordert oft mehrdimen- 
sionale Analysen. In zunehmendem MaBe wird die 
schnelle Flussigkeitschromatographie mit Massen-, Infra- 
rot- und Kernresonanz-Spektroskopie gekoppelt. Zweifel- 
10s ist die ,,on line"-Kopplung schneller, eleganter, aber 
auch apparativ schwieriger. Da das Sammeln von HPLC- 
Fraktionen einfach ist, wird es von Fall zu Fall zu entschei- 
den sein, ob ,,off line"- oder ,,on line"-Kopplung der Me- 
thoden vorzuziehen ist. 
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Nicht diskutiert wurde der langjtihrige Wunschtraurn 
der Anwender der rnodernen Fliissigkeitschrornatogra- 
phie: Es sollte eine relativ einfache, verltiflliche und stofl- 
unspezijische Detektionsrnethode gefunden werden. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds 
der Chemischen Industrie danken wir fur die Unterstiitzung 
unserer Arbeiten. 

Mst man GI. (A6) nach A P / f o  auf und setzt in GI. (A9) ein. so erhalt man: 

wie es in Abschnitt 3 diskutiert wurde. 
Die Gleichung for die n/f,,&Kurve in den Abbildungen 4 und 5 ergibt sich. 
wenn man GI. (9) nach f,, auflbst: 

mit 
Anhang 

Wic vorher gezeigt, sind die empirischen Basisgleichungen: 

I 03bnq&,  

6'AP 
f--- I 

g-cn6' b 
h = a6 + - + c6'u 

U 
(4) 

Von den beiden Usungen von GI. (A 10) ist nur die positive physikalisch 
sinnvoll. Auch diese zeigt zwei Aste mit ciner Polstelle bei Hierbei sollen (1. b, c. cT und 7 als systernabhangige Konstanten behandelt 

werden. Die GrbOen h bzw. u wcrden durch W n  bzw. W f , ,  enetzt. so da0 die 
fiinf Variablen n. f,,. AP, L und 6 auftreten. Mit den Definitionen 

n-Wh 
u-wf,, 

ergeben sich folgende zwei Gleichungen 

Dcr Ast bci 6 G p n l  ist physikalisch sinnlos. 
Statt mit GI. (A 10) f,, als Funktion von n.AP und 6 danustellcn. kann der 
Kehrwert von dieser Gleichung gebildet und mit n multipliziert werden. so 
da0 die Analysengeschwindigkeit n/t,, als Funktion von n. AP und 6 erhalten 
wird: 

L 
bf,, e6'L 

a 6 + - + -  
L 11, 

n =  

Damit l i O t  sich L als unabhangige Variable climinieren. 

Zur Berechnung der Nomogramme wurden die Gleichungen (A6). (A7) und 
(A8) so umgeformt, daO n,, jeweils als Funktion von S,,, und einem weite- 
ren Parameter (AP.,, oder L,,w oder f o.o r,) erscheint: 

Die kstimrnung des Maximums dcr n.&Kurvc erfolgt durch Differenzie- 
ren: 

2c6 2. 10'br]cT 

f,, 6'AP 
((GI. 91)' 
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ZUSCHRIFTEN 

Wie ahnlich sind sich Tropochinone und 
Benzochinone?** 
Von Rorf Gleiter*, Walter Dobler und 
Mirjana Eckert- MaksiC 
4,6-Cycloheptadien-1,2,3-trion 1I1l und 3,6-Cyclohepta- 

dien- 1,2,5-trion 212' werden wegen der formalen Analogie 
mit o-Benzochinon 3 bzw. p-Benzochinon 4 auch als o- 
Tropochinon bzw. p-Tropochinon bezeichnet. Um festzu- 
stellen, wie weit die Ahnlichkeit de facto geht, haben wir 
die He( I)-Photoelektronen-( PE-)Spektren von 1 und 2 
aufgenommen und sie mit den PE-Spektren von 3I3l und 
4I4l verglichen (vgl. Fig. 1). 

['I Prof. Dr. R. Gleiter, W. Dobler, Dr. M. Eckcrt-Maksic 
lnstitut far Organische Chemie der Univcnitat 
Im Neuenheimer Feld 270. D-6900 Hcidelberg I 

[**I Dicse Arbcit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem 
Fonds der Chemischen lndustrie und der BASF AG unterstnm. Wir 
danken Prof. Sh6 lf6 fllr Hinweise zur Synthese von 1 und 2. 
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Fig. I .  Vergleich der ersten PE-Banden von 1-4. 

Bei denp-Chinonen 4 und 2 findet man im PE-Spek- 
trum (vgl. Fig. 1) dicht beieinander liegende Banden, die 
Ionisationen aus den n-Orbitalen (3b3,, 4bzU bei 4 und 
1 la, ,  9b2 bei 2) und den n-Orbitalen (2b3., Ibl, bei 4 und 
3b,, 2a2 bei 2) entsprechen. Dagegen sind bei den o-Chi- 
nonen 3 und 1 die Banden, die Ionisationen aus n-Orbita- 
len ( 13al, 1 Ib2 bei 3 und 9b2, 1 l a l  bei 1) und n-Orbitalen 
(2a2, 2bl bei 3 und 2a2, 3b, bei 1) entsprechen, weit von- 
einander getrennt. Die groDe Ahnlichkeit zwischen Benzo- 
chinonen und Tropochinonen beziiglich der Lage der Ka- 
tionenzustiinde (Fig. 1) beruht darauf, daO die relative 
Lage und die Wellenfunktionen der n- und n-Orbitale in 
beiden Systemen vergleichbar sind. 

Der Vergleich der ersten angeregten Zustande fIllt Ihn- 
lich aus: Man beobachtet zwischen der 1. Bande der Ab- 
sorptionsspektren von 3 (16400 ern-')['] und 4 (21800 
cm - ')Is1 eine iihnliche hypsochrome Verschiebung wie bei 
den entsprechenden Banden von 1 (I7 800 cm - ')['I und 2 
(22700 cm - ' ) I2] .  

[Z 949) 
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