
3 Chromatographische Methoden 

Die Ermittlung physikalischer Konstanten und die Durchführung spektroskopi-
scher Untersuchungen hat in vielen Fällen zur Folge, daß bei der Auswertung der 
Ergebnisse auch Aussagen über die Reinheit oder über Art und Umfang von 
Verunreinigungen einer Verbindung gemacht werden können. Vor allem bei der 
Untersuchung bereits charakterisierter Verbindungen erhält man durch den Ver-
gleich von selbst ermittelten mit publizierten Daten einen Überblick über die 
Qualität des Präparates. 

Bevor man aber mit der Charakterisierung einer neu präparierten Substanz 
beginnen kann, ist es erforderlich, die Einheitlichkeit der Verbindung sicherzu-
stellen. 

Neben den klassischen Reinigungsmethoden, wie Destillation, Kristallisation 
etc., die als bekannt vorausgesetzt werden, finden in steigendem Umfang chro-
matographische Methoden Anwendung bei präparativen Trennungen und zur 
Reinheitskontrolle. 

Die Einteilung der chromatographischen Verfahren kann unter verschiedenen 
Gesichtspunkten erfolgen, zum Beispiel nach der experimentellen Anordnung, 
nach der Art des Trennvorgangs oder den beteiligten Phasen. 

Eine Einteilung aufgrund der beteiligten Phasen ergibt folgende Kombination: 

Mobile Stationäre Englische Bezeichnung Abkürzung 
Phase Phase 

Flüssig Flüssig Liquid-Liquid-Chromatography LLC 
Gasförmig Flüssig Gas-Liquid-Chromatography GLC 
Flüssig Fest Liquid-Solid-Chromatography LSC 
Gasförmig Fest Gas-Solid-Chromatography GSC 

Zur theoretischen Behandlung der chromatographischen Prozesse werden ver-
schiedene Ansätze herangezogen, die sowohl von den Prinzipien der Verteilung 
als auch von Adsorptionserscheinungen ausgehen; praktisch durchgeführte 
Trennoperationen lassen sich aber nur in wenigen Fällen ausschließlich nach 
einem dieser Ansätze beschreiben, so daß je nach Natur der stationären und 
mobilen Phase Überlagerungen eintreten. Auf eine Diskussion der theoretischen 
Überlegungen soll an dieser Stelle nicht näher eingegangen werden. 
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3.1 Dünnschichtchromatographie 

Allgemeine Beschreibung der Methode 

Wie der Name andeutet, wird bei der Dünnschichtchromatographie an einer 
dünnen Schicht eines porösen, feinverteilten Festkörpers ein Komponentenge-
misch in die Einzelbestandteile aufgetrennt. Das Gemisch wird von einem Lö-
sungsmittel oder Lösungsmittelgemisch, das in der zumeist senkrecht stehenden 
Dünnschichtplatte nach oben wandert, mitgeführt und aufgrund unterschiedli-
chen Adsorptions- oder Verteilungsverhaltens wandern die einzelnen Kompo-
nenten mit unterschiedlicher Geschwindigkeit. Es kommt somit zu einer Auf-
trennung des Gemisches, das sich je nach Auftragungsart des Ausgangsgemi-
sches in einer Anzahl von Punkten oder Strichen auf dem Chromatogramm 
bemerkbar macht. Nach Abschluß der Laufzeit müssen die Substanzflecken mit 
geeigneten Verfahren erkennbar gemacht werden. 

Erforderliche Grundausrüstung 

Bei der folgenden Zusammenstellung und Beschreibung einer Grundausrüstung 
zur Dünnschichtchromatographie wurde davon Abstand genommen, Feinheiten 
und besondere Techniken zu beschreiben, da diese Hinweise nur eine erste Ein-
führung in die Arbeitsweise der Dünnschichtchromatographie geben sollen. 

Dünnschicht-Platten (Trennschichten) 

Die wirksamen Schichten, auf denen die Trennung vollzogen wird, sind festhaf-
tend auf Platten unterschiedlichen Materials aufgetragen. Für umfassende dünn-
schicht-chromatographische Untersuchungen empfiehlt sich die eigene Herstel-
lung der beschichteten Platten; für die in einem präparativen Praktikum punktu-
elle Anwendung der Methode sollte man auf vorgefertigte, im Handel erhältliche 
Platten zurückgreifen. 

Als Untergrund zum Auftragen der Schichten werden neben Glasplatten 
Kunststoff- oder Aluminiumfolien verwendet. Sie haben in der Regel die Größe 
von 20 cm χ 20 cm oder 10 cm χ 20 cm und können im Falle der Folien durch 
Zerschneiden auf kleinere Formate beliebiger Größe gebracht werden. 

Als aktives Material der Trennschichten werden vor allem Kieselgel, Alumini-
umoxid, Kieselgur, Cellulose oder Polyamide benutzt. Darüber hinaus gibt es 
aber auch eine größere Anzahl weiterer Beschichtungsmaterialien, die bei beson-
deren Trennproblemen Verwendung finden. 

Beschichtungen mit Kieselgel können mit oder ohne Zusatz von Bindemitteln 
(Gips, Stärke) erhalten werden. Zur Markierung von Substanzen, die UV-Licht 
absorbieren, kann dem Beschichtungsmaterial ein Fluoreszenzindikator beige-
fügt werden. 
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Bei der Verwendung von Beschichtungen mit Aluminiumoxid muß beachtet 
werden, daß saure, neutrale und basische Beschichtungen hergestellt werden. 

Auftragehilfsmittel 

Das Auftragen der gelösten Substanzen erfolgt vielfach in etwa 2 μ ί Volumen. 
Für exaktere Messungen können Mikropipetten (Hamilton-Spritzen) Verwen-
dung finden, während im einfachsten Fall spitz ausgezogene Schmelzpunktröhr-
chen gute Dienste tun. Die besten Bedingungen sind erreicht, wenn die mit dem 
Fließmittel wandernden Substanzflecken scharf umgrenzt bleiben und keine 
Schweifbildung eintritt. Eine Auftrageschablone ist empfehlenswert. 

Trennkammern 

Als Trennkammern, in denen das Aufsteigen des Lösungsmittels erfolgen kann, 
sind speziell im Handel erhältliche rechteckige oder runde Glasgefäße mit Schliff-
deckel geeignet, in denen die üblichen Platten Platz finden. 

Zu Testzwecken mit Platten oder Streifen geringerer Größe werden aber auch 
häufig andere Gefäße wie Standzylinder, Batteriegläser oder Probegläser be-
nutzt. Erforderlich ist in jedem Fall ein guter Abschluß der Gefäße mit einem 
Deckel, um eine Sättigung der Kammer mit Lösungsmitteldämpfen zu gewähr-
leisten. Als besonders günstig haben sich sogenannte Sandwich-Kammern erwie-
sen. Bei geringem Laufmittelbedarf führen sie zu einer schnellen Kammersätti-
gung und damit zu Zeitgewinn bei der Durchführung der Trennung. 
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Nachweismöglichkeiten der Trennung 

In vielen Fällen lassen sich die Substanzflecken bereits aufgrund ihrer Eigenfarbe 
auf dem Chromatogramm erkennen. Bei ungefärbten Substanzen führt die Ver-
wendung von Schichten mit Fluoreszenzindikator und Betrachtung der Platten 
im UV-Licht zum Ziel. Versagt auch diese Nachweismethode, so muß man durch 
Besprühen der Platte mit Nachweisreagentien die Substanzflecken sichtbar ma-
chen. Zu diesem Zweck verwendet man Sprühgeräte. 

Abb. 3-3. D E S A G A Spezialzerstäuber zum Aufnebeln von Reagenzien 
Aus: Firma Desaga, Laborkatalog. 

1 für Anschluß an Druckluftleitung oder Gummigebläse 
2 Ganzglassprüher 
3 Sprühaufsatz für vorhandene Reagenzgläser, Korkverbindung 
4 Reagenzglaszerstäuber 12 mL 
5 Reagenzglaszerstäuber 6 mL 

NachweisreagentienTdie-in Lösung mit diesen Sprühgeräten aufgetragen wer-
den, gibt es in großer Zahl. Es sollen hier nur einige mit relativ großem Anwen-
dungsbereich aufgeführt werden. Durch Besprühen mit Iodlösung (0,5% Iod in 
Chloroform, braune Flecken), Kaliumpermanganat in Schwefelsäure (Vorsicht! 
Weiße Flecken auf rosa Untergrund) oder Antimontrichlorid (in absolutem 
Chloroform, anschließend Betrachtung im UV-Licht) lassen sich viele Substan-
zen sichtbar machen. 

2 3 4 5 
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Durchführung einer dünnschichtchromatographischen 
Trennung 
Die gelöste Substanz wird mit der Mikropipette und eventuell unter Zuhilfenah-
me einer Schablone auf der markierten Startlinie aufgetragen. Es empfiehlt sich, 
die Startpunkte zu kennzeichnen und die Art der aufgetragenen Probe in einem 
Laborjournal festzuhalten. Der Abstand der Startpunkte untereinander und von 
den Plattenrändern soll etwa 1,5 cm bis 2 cm betragen. Nach Abdampfen des 
Lösungsmittels wird die Platte senkrecht stehend in einer Trennkammer mit der 
mobilen Phase in Kontakt gebracht und die Trennung begonnen. Nachdem die 
Lösungsmittelfront etwa 10 cm zurückgelegt hat, wird der Trennvorgang abge-
brochen und die Laufmittelfront gekennzeichnet. Die Platte wird bei Raumtem-
peratur oder im Trockenschrank getrocknet. Ein Fön leistet häufig gute Dienste. 

Es sei hier darauf hingewiesen, daß die zur Chromatographie verwendeten 
Lösungsmittel sehr rein sein müssen, da selbst durch geringfügige Verunreinigun-
gen eine Änderung der Elutionswirkung erfolgen kann. Als Beispiel sei auf die 
Stabilisierung von Chloroform mit geringen Mengen Ethanol verwiesen, aus der 
eine unterschiedliche Elutionswirkung resultiert. Die Auswahl des geeigneten 
Lösungsmittels kann durch Vorversuche mit kleinen Platten oder Streifen erfol-
gen. In vielen Fällen, in denen ein Lösungsmittel nicht das gewünschte Trenner-
gebnis liefert, führt oft ein Lösungsmittelgemisch zum Erfolg. 

Auswertung 
Bei der Betrachtung des fertigen Chromatogramms im UV-Licht oder der sicht-
bar gemachten Substanzflecken werden die Flecken durch Umranden mit einem 
spitzen Bleistift markiert. Der Mittelpunkt des Fleckens wird festgelegt und der 
Abstand Startlinie - Fleckenmittelpunkt (SF) ermittelt, ebenso der Abstand 
Startlinie - Laufmittelfront (SL). Der Quotient SF/SL wird als Rf-Wert bezeich-
net. Der Rf-Wert stellt unter genau reproduzierten Bedingungen einen für eine 
Substanz charakteristischen Wert dar. Allerdings wird der Rf-Wert von vielen 
Faktoren beeinflußt, so daß es empfehlenswert ist, zur Identifizierung bekannter 
Substanzen Referenzproben mitlaufen zu lassen. 

Präparative Dünnschichtchromatographie 
Zur chromatographischen Trennung von Substanzgemischen im präparativen 
Maßstab wird im Normalfall die Säulenchromatographie herangezogen. In vie-
len Fällen ist es jedoch vorteilhafter, Substanzgemische bis zu etwa 1 g mit Hilfe 
der präparativen Dünnschichtchromatographie aufzutrennen. Die direkte Über-
tragung der Ergebnisse von Vorproben mit analytischen Mengen erleichtert die 
Wahl der geeigneten Trennschichten und Laufmittel und führt bei geringerem 
Zeitbedarf zu besseren Trennungen. Die einfache Isolierung der getrennten Sub-
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stanzen durch Entfernung der Trennzonen und Herauslösen mit Lösungsmitteln 
spricht ebenfalls für die Anwendung der Methode. Als Nachteil ist zu beachten, 
daß empfindliche Substanzen aufgrund der großen Oberfläche der Trennschicht 
durch äußere Einflüsse (Licht, Luftsauerstoff) verändert werden können. 

Hinweise für präparative Trennungen: 
Die für präparative Trennungen erforderlichen Schichten besitzen im Normalfall 
eine Dicke bis zu 2 mm. Die Größe der Platten variiert von 20 cm χ 20 cm bis 
100 cm χ 20 cm. Für gelegentlich erforderliche Trennungen sollte auch hier auf 
im Handel erhältliche Fertigplatten zurückgegriffen werden. Die Trennkammern 
müssen natürlich der Plattengröße angepaßt sein. Das Auftragen größerer Men-
gen an gelöster Substanz geschieht mit Hilfe einer Pipette, die möglichst gleich-
mäßig mehrfach unter Zwischentrocknung an einem Lineal entlang geführt wird. 
Die günstigsten Trennbedingungen werden zuvor analytisch ermittelt. Ist eine 
Markierung der Trennlinien zwischen den Zonen nur durch Besprühen mit ag-
gressiven Reagentien möglich, sollte dies an einer schmalen Randzone erfolgen. 

Die Isolierung der Substanzen aus den Substanzzonen erfolgt durch mechani-
sches Ablösen der Zonen mit einem Spatel. Anschließend wird mit einem polaren 
Lösungsmittel die Substanz herausgelöst. Das kann durch Auswaschen auf einer 
Glasfritte erfolgen oder durch kontinuierliche Extraktion. 

Literatur 
K. Randerath, Dünnschicht-Chromatographie, 2. Auflage, Verlag Chemie, Weinheim/ 
Bergstraße 1972. 
E. Stahl, Dünnschicht-Chromatographie, 2. Auflage, Springer Verlag, Berlin-Heidel-
berg-New York 1967. 
G. Hesse, Chromatographisches Praktikum, 2. Auflage, Akademische Verlagsgesell-
schaft, Frankfurt/Main 1972. 

3.2 Papierchromatographie 

Allgemeine Beschreibung der Methode 
Die Papierchromatographie ist hinsichtlich der Arbeitstechnik der Dünnschicht-
chromatographie sehr ähnlich. Die chromatographische Auftrennung erfolgt al-
lerdings fast ausschließlich aufgrund von Verteilungsvorgängen. Der Anwen-
dungsbereich ist fast völlig auf den analytischen Einsatz beschränkt. 

Der Trennprozeß wird auf speziellen Chromatographiepapieren durchgeführt, 
die im einfachsten Fall aus reiner Zellulose bestehen. Durch chemische Modifi-
kation der Zellulose oder Imprägnierung der Oberfläche können Papiere für 
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besondere Zwecke hergestellt werden. Zur Auftrennung trägt man wie bei der 
Dünnschichtchromatographie die gelösten Proben mit einer Mikropipette auf 
und entwickelt das Chromatogramm auf- oder absteigend oder horizontal in 
einem Rundfilter. 

Erforderliche Grundausrüstung 

Chromatographiepapier 

Die zur Chromatographie geeigneten Papiere werden in großer Auswahl und in 
verschiedenen Formaten hergestellt und werden unterteilt nach ihrem Flächen-
gewicht in g/m2 und ihren Saugeigenschaften. Benutzt werden vorwiegend Pa-
piere mit Flächengewichten zwischen 90 g/m2 und 150 g/m2 . 

Zur Trennung hydrophober Substanzen werden teilacetylierte Papiere, für 
spezielle Trennprobleme imprägnierte Papiere angewendet. Durch Beschichtung 
von Papieren mit Adsorptionsmitteln oder Ionenaustauschern kann neben der 
Verteilungschromatographie auch Adsorptions- oder Ionenaustauschchromato-
graphie betrieben werden. 

Stationäre Phase und Fließmittel 

Als stationäre Phase dient in sehr vielen Fällen Wasser, das vom Papier bei der 
Sättigung der Entwicklungskammer aufgenommen wird. Soll als stationäre Pha-
se eine wäßrige Pufferlösung verwendet werden, muß das Papier damit getränkt 
werden und anschließend getrocknet werden. Die Entwicklung muß dann eben-
falls in einer mit Wasserdampf gesättigten Kammer erfolgen. 

Wasser als stationäre Phase kann nur für bestimmte Zwecke durch hydrophile 
organische Flüssigkeiten wie Methanol, Formamid oder Propylenglykol ersetzt 
werden. Niedrigsiedende hydrophile Lösungsmittel wie Methanol werden durch 
Sättigen der Kammeratmosphäre oder mit der Entwicklungsflüssigkeit dem Pa-
pier zugeführt. Weniger flüchtige hydrophile Trennflüssigkeiten wie Propylengly-
kol werden in einem niedrigsiedenden Lösungsmittel wie Aceton gelöst, das Pa-
pier mit der Lösung getränkt und anschließend an der Luft getrocknet. 

Das Aufbringen einer hydrophoben flüssigen stationären Phase wie Paraffinöl 
oder Silikonöl erfolgt durch Lösen der hydrophoben Substanz in unpolaren 
niedrigsiedenden Lösungsmitteln wie Petrolether oder Hexan, Tränken des Pa-
piers mit dieser Lösung und anschließendem Trocknen an der Luft. 

Lösungsmittelsysteme zur Entwicklung des Chromatogramms sind in großer 
Zahl und unterschiedlicher Zusammensetzung benutzt worden. Es soll hier eine 
kleine Auswahl von Fließmittelkombinationen aufgegeben werden, die sich bei 
der Lösung vieler Trennprobleme bewährt haben. 
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Fließmittelkombinationen zur Trennung hydrophiler Substanzen: 

Isopropanol/Ammoniak/Wasser 
n-Butanol/Ammoniak/Wasser 
Wasser mit Phenol gesättigt 

Fließmittelkombinationen zur Trennung weniger hydrophiler Substanzen: 
Formamid/Chloroform 
Formamid / Benzol / Chloroform 
Formamid / Benzol 
Formamid / Benzol / Chloroform 

Fließmittelkombinationen zur Trennung hydrophober Substanzen: 
Dimethylformamid/Cyclohexan 
Höhersiedende Benzinfraktionen/Isopropanol 
Höhersiedende Benzinfraktionen / Essigsäure 

Auftragehilfsmittel 

Das Auftragen der Proben geschieht prinzipiell wie bei der Dünnschichtchroma-
tographie mit Mikropipetten oder ausgezogenen Schmelzpunktkapillaren. 

Trennkammern 

Die zur Entwicklung des Chromatogramms benutzten Trennkammern aus Glas 
können eine zylindrische oder viereckige Form haben und müssen mit einem 
Deckel verschließbar sein. Im allgemeinen haben sie eine Höhe von 30 cm bis 
40 cm, da bei der Papierchromatographie häufig mit Papierstreifen von dieser 
Länge gearbeitet wird. 

Bei der im Gegensatz zur Dünnschichtchromatographie häufiger benutzten 
absteigenden Methode wird im oberen Teil der Trennkammer ein Trog ange-
bracht, in den das Fließmittel gefüllt wird. Das Papier wird mit dem Ende, auf 
dem die Proben aufgetragen sind, in das Fließmittel getaucht, so daß es abwärts 
fließen kann. 

Die aufsteigende Methode erfordert im allgemeinen keine besondere Trenn-
kammer. Es genügen Glasgefäße, die mit einem Deckel oder Stopfen verschließ-
bar sind, um eine Sättigung der Gasphase mit dem Fließmitteldampf zu ermögli-
chen. Papierstreifen verschiedener Breite können entweder am Deckel befestigt 
und mit dem unteren Ende in das Fließmittel gehängt werden oder das Papier 
wird zu einer zylindrischen Form aufgerollt, mit einer Klammer zusammenge-
halten und in das Fließmittel gestellt. 

Bei der Rundfiltermethode wird das zu trennende Gemisch als Lösung in die 
Mitte eines Rundfilters aufgegeben. Das Fließmittel wird durch einen Docht 
aufgesogen und dem Filter zugeführt. Die Substanzen des Gemisches wandern 
vom Auftragungspunkt nach außen, und nach Beendigung einer erfolgreichen 
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Trennung sind auf dem Filter konzentrische ringförmige Zonen zu beobachten. 
Das Filter muß mit dem Fließmittel in einem geschlossenen Gefäß untergebracht 
sein, um auch hier eine Sättigung der Kammeratmosphäre zu gewährleisten. 

Nachweismöglichkeiten der Trennung 

Bevor die verschiedenen Möglichkeiten des Nachweises zur Anwendung kom-
men können, muß das Chromatogramm getrocknet werden, um Fließmittelreste 
zu entfernen. Bei niedrigsiedenden Fließmitteln genügt es, bei Raumtemperatur 
zu trocknen, bei höhersiedenden ist eine Trocknung bei etwa 100°C erforderlich. 
Das Fließmittel kann durch einen Fön schneller entfernt werden. 

Die Nachweismöglichkeiten sind im Prinzip die gleichen wie sie in der Dünn-
schichtchromatographie zur Verfügung stehen. Farbige Substanzen können 
durch ihre Eigenfärbung lokalisiert werden. Zum Nachweis ungefärbter Sub-
stanzen wird auch hier im UV-Licht die Beobachtung von Fluoreszenz oder 
Fluoreszenzlöschung vorgenommen oder die Substanzflecken werden mit Hilfe 
chemischer Reaktionen (Sprühreagenzien) sichtbar gemacht. 

Auswertung 

Die Auswertung eines Papierchromatogramms verläuft analog der Auswertung 
eines Dünnschichtchromatogramms. Zur Identifizierung wird auch hier der R f-
Wert bzw. der Vergleich mit dem Verhalten von Referenzsubstanzen herangezo-
gen. 

Literatur 

E. Heftmann, Chromatography, 2. Auflage, Reinhold Publ. Corp., New York 1967. 
F. Cramer, Papierchromatographie, 5. Auflage, Verlag Chemie, Weinheim 1962. 

3.3 Säulenchromatographie 

Allgemeine Beschreibung der Methode 
Die Säulenchromatographie wird sowohl im analytischen Maßstab als auch zur 
Auftrennung von Gemischen im Makromaßstab herangezogen und stellt damit 
eine besonders wichtige Trennmethode für präparative Zwecke dar. 

Die zur Trennung vorgesehene stationäre Phase wird in ein senkrecht stehen-
des Trennrohr, die Säule, möglichst gleichmäßig eingefüllt. Häufig wird das Ein-
füllen in Verbindung mit der flüssigen Phase, dem Lösungsmittel oder Lösungs-
mittelgemisch vorgenommen. Die Säule ist am unteren Ende mit einem Hahn 
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verschlossen. Auf die eben noch mit Lösungsmitteln bedeckte stationäre Phase 
wird das zu trennende Gemisch als Flüssigkeit oder in Lösung aufgegeben. An-
schließend wird durch Zuführung eines geeigneten Elutionsmittels am oberen 
Ende der Säule mit der Entwicklung des Chromatogramms begonnen. Im glei-
chen Maße erfolgt am unteren Säulenende die Abnahme bestimmter Teilvolumi-
na (Fraktionen). Die Substanzen des Gemisches bewegen sich unterschiedlich 
schnell durch die Säule, was letztlich zur Auftrennung führt. Normalerweise 
arbeitet man ohne Anwendung von Überdruck, so daß sich die mobile Phase 
unter dem Einfluß der Schwerkraft bewegt. In dem am Ende der Säule austreten-
den Elutionsmittel müssen die getrennten Bestandteile eines Gemisches mit ge-
eigneten Mitteln nachgewiesen werden. Da das Elutionsmittel üblicherweise in 
mehreren Fraktionen aufgefangen wird, können die Fraktionen mit identischen 
Bestandteilen zusammengegeben und zur Isolierung der Stoffe aufgearbeitet wer-
den. 

Erforderliche Grundausrüstung 

Trennsäulen 

Für die hier beschriebene drucklose Verfahrensweise werden überwiegend Glas-
säulen verwendet. Für besondere Probleme greift man auf Metall- oder Teflon-
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säulen zurück. Die Länge der Säulen kann von wenigen Zentimetern bis zu meh-
reren Metern, der Durchmesser im allgemeinen von 0,5 cm bis zu 10 cm variieren. 
In die Säule kann am unteren Ende eine Glasfritte eingeschmolzen werden, um 
eine Auflage für die stationäre Phase zu bilden. Ein Glaswollepfropfen erfüllt bei 
kleineren Säulen den gleichen Zweck. Zur Regulierung der Fließgeschwindigkeit 
wird die Säule mit einem Hahn abgeschlossen, der möglichst aus Teflon bestehen 
sollte, um zu verhindern, daß Schliffett in die Fraktionen gelangt. Am oberen 
Ende der Säule kann ein Normschliff angesetzt sein, um einen Tropftrichter zur 
Zuführung der mobilen Phase anbringen zu können. Bei käuflichen Säulen wird 
das Lösungsmittel durch dünne Teflonschläuche auf die Säule geleitet. 

Säulenfüllmaterial (stationäre Phase) 

Die Auswahl des Säulenfüllmaterials richtet sich natürlich nach dem anstehen-
den Trennproblem. Bei Anwendung der Adsorptionschromatographie werden 
häufig folgende Adsorbentien benutzt: 

A1 2 0 3 C a C 0 3 Zucker 
S i0 2 (Kieselgel) C a S 0 4 Cellulose 
MgO C a 3 ( P 0 4 ) 2 Polyamide 
CaO Talkum 

Wird die chromatographische Trennung als Verteilungschromatographie 
durchgeführt, ist es erforderlich, die Trennflüssigkeit auf einem geeigneten Trä-
germaterial zu fixieren. Geeignet sind dazu: Kieselgel, Kieselgur, Glaskügelchen 
und andere poröse Materialien. Die Träger haben Korndurchmesser von etwa 
0,1 mm. Je feiner und einheitlicher die Körnung ist, um so besser ist die Trennwir-
kung der Säule, aber um so größer wird der Strömungswiderstand. 

Besteht die Gefahr, daß die Trennflüssigkeit durch die mobile Phase aus dem 
Träger ausgewaschen wird, muß die mobile Phase zuvor mit der stationären 
gesättigt werden. 

Es gibt eine große Anzahl von Kombinationsmöglichkeiten stationäre Phase -
mobile Phase, die aus zwei nicht miteinander mischbaren Flüssigkeiten bestehen. 
Einige seien hier aufgeführt: 

Stationäre Phase Mobile Phase 

H20/Kieselgel Cyclohexan 
H20/Kieselgel Chloroform 
CH3OH/Kieselgel Petrolether 
Squalan/Kieselgur Acetonitril 

Elutionsmittel (mobile Phase) 

Während man bei der Verteilungschromatographie bestimmte Paare nicht mit-
einander mischbarer Flüssigkeiten wählt, die aufeinander abgestimmt sind, muß 



28 3 Chromatographische Methoden 

die Auswahl des Elutionsmittels bei der Adsorptionschromatographie stärker 
auf das zu trennende Stoffgemisch ausgerichtet sein, da das Elutionsmittel bei 
dem Adsorptionsvorgang mit dem Stoffgemisch konkurriert. Man kann die Lö-
sungsmittel aufgrund ihrer Polarität und im Hinblick auf die Verwendung pola-
rer Adsorbentien in sogenannten eluotropen Reihen anordnen (s. Tab. XIII). 

Die Lösungsmittel am Anfang werden am schwächsten adsorbiert und ver-
drängen andere adsorbierte Stoffe nur geringfügig, während die am Ende der 
eluotropen Reihe aufgeführten Lösungsmittel sehr stark adsorbiert werden und 
damit weniger polare Verbindungen von der Trennschicht verdrängen. 

Verunreinigungen können häufig die Polarität und damit das chromatographi-
sche Verhalten stark verändern. 

An Stelle der reinen Lösungsmittel werden oft Mischungen mit genau abge-
stimmter Polarität verwendet. 

Aufgeben des Elutionsmittels auf die Säule 

Die einfachste Art der Aufgabe geschieht unter Verwendung eines Tropftrichters. 
Füllt man den freien Raum in der Säule, der oberhalb der stationären Phase etwa 
ein Drittel der Gesamtsäulenlänge ausmachen soll, mit Elutionsmittel, so kann 
mit Hilfe eines nach außen durch ein Trockenrohr verschlossenen Tropftrichters, 

Mit Tropftrichter Mit Niveauflasche und Fraktionssammler 

Abb. 3-5. Aufbau von Chromatographiesäulen 
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dessen Auslaufhahn geöffnet ist, eine konstante Flüssigkeitssäule erzeugt werden 
und damit ein gleichmäßiges Fließen des Elutionsmittels erzielt werden. 

Bei Trennungen mit größerem Lösungsmittelbedarf kann die Zuführung aus 
Niveauflaschen mit größerem Volumen erfolgen oder durch Ansaugen des Lö-
sungsmittels aus einem Vorratsgefäß. 

Vorrichtungen zur Aufnahme der Fraktionen 
Im einfachsten Fall kann das am unteren Ende der Säule austretende Elutions-
mittel, in dem Komponenten des Gemisches enthalten sein können, in Reagenz-
gläsern aufgefangen werden, die von Hand gewechselt werden. Bei größeren 
Lösungsmittelmengen sind entsprechende Gefäße erforderlich (Erlenmeyerkol-
ben). Das Wechseln der Aufnahmegefäße erfordert stetige Beobachtung der 
Trennung und kann ersetzt werden durch einen automatisch arbeitenden Frak-
tionssammler, der entweder in bestimmten Zeitabständen oder nach Abnahme 
bestimmter Volumina das Auffanggefäß wechselt. 

Nachweismöglichkeiten für die in den Fraktionen enthaltenen 
Bestandteile des Gemisches 
Bei einfacher Ausrüstung kann durch dünnschichtchromatographische Untersu-
chung der einzelnen Fraktionen entschieden werden, welche Komponenten des 
Gemisches in den einzelnen Fraktionen enthalten sind oder welche Fraktionen 
Gemische enthalten. Farbige Substanzen erleichtern die Beurteilung der Tren-
nung. 

Farblose Substanzen können bei Verwendung organischer Elutionsmittel 
durch die kontinuierliche Messung der Lichtabsorption (vor allem im UV-Be-
reich) oder des Brechungsindexes angezeigt werden. Durch Kopplung der Anzei-
gegeräte (Detektoren) mit Fraktionssammlern kann eine sehr rationelle Arbeits-
weise erreicht werden. Wäßrige Lösungen können durch kontinuierliche Leitfa-
higkeitsmessungen, pH-Wert-Bestimmungen oder polarographische Messungen 
auf ihren Substanzgehalt geprüft werden. 

Durchführung einer säulenchromatographischen Trennung 
Entsprechend der zu trennenden Menge an Substanzgemisch und der damit er-
forderlichen Menge an stationärer Phase (% 1:100) wird die Säule ausgewählt. 
Falls keine eingeschmolzene Fritte vorhanden ist, wird das untere Ende mit ei-
nem Glaswollepfropfen verschlossen, und bei geschlossenem Hahn wird die sta-
tionäre Phase als Suspension (dickflüssiger Brei) mit dem Elutionsmittel in die 
Säule eingefüllt. Unter Klopfen an die Glaswandung und Drehen der Säule sorgt 
man für eine blasenfreie Füllung der Säule. Über der stationären Phase stehendes 
Lösungsmittel läßt man am unteren Hahn abfließen und setzt die Füllung fort, 
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bis etwa zwei Drittel der Säule mit der stationären Phase gefüllt sind. Der Flüssig-
keitsspiegel sollte nicht unter die Oberfläche der stationären Phase absinken. 
Über die aktive stationäre Phase schichtet man 1 cm bis 2 cm eines feinkörnigen 
inerten Materials, zum Beispiel reinen Sand oder Glaskugeln. 

Das aufzutrennende Gemisch wird in möglichst konzentrierter Lösung (von 
geringem Volumen) mit einer Pipette oder Spritze auf die stationäre Phase aufge-
geben. Als Lösungsmittel kann das Elutionsmittel oder ein weniger polares Lö-
sungsmittel benutzt werden. Auf eine gleichmäßige Aufgabe der Probenlösung 
ist besonders zu achten, da von der Ausbildung einer scharfen Startzone die 
Qualität der nachfolgenden Trennung in hohem Maße abhängig ist. 

Nachdem die Probelösung in die Säulenfüllung eingesickert ist, wird vorsichtig 
das Elutionsmittel zugegeben, um eine Verwirbelung und damit Veränderung der 
Startzone zu vermeiden. Die Säule oberhalb der stationären Phase wird vollstän-
dig mit Lösungsmittel gefüllt, und durch Öffnen des unteren Hahns wird mit der 
Abnahme des Elutionsmittels begonnen. Durch Einstellung des oberen Hahns 
und durch entsprechende Zuführung des Lösungsmittels wird die Fließgeschwin-
digkeit in etwa konstant gehalten und auf diese Weise der Elutionsprozeß durch-
geführt. 

Die entweder manuell oder mit einem Fraktionssammler abgenommenen 
Fraktionen werden auf ihren Gehalt hin untersucht und gegebenenfalls bei glei-
chem Inhalt zusammengegeben, um zur Isolierung oder zum Nachweis der ent-
haltenen Bestandteile verwendet zu werden. 

Literatur 
E. Heftmann, Chromatography, 2. Auflage, Reinhold Publ. Corp., New York 1967. 
G. Hesse, Chromatographisches Praktikum, 2. Auflage, Akademische Verlagsgesell-
schaft, Frankfurt/Main 1972. 

3.4 Hochdruckflüssigkeitschromatographie 

Allgemeine Beschreibung der Methode 
Die Hochdruckflüssigkeitschromatographie, HPLC = high pressure (perfor-
mance) liquid chromatography, stellt eine Weiterentwicklung der Säulenchroma-
tographie dar. Durch die Verwendung von Feststoffteilchen geringeren mittleren 
Durchmessers als stationäre Phase und durch höhere Geschwindigkeit der mobi-
len flüssigen Phase konnte eine erhebliche Steigerung der Säulentrennleistung 
und Verkürzung der Trennzeit gegenüber der drucklosen Säulenchromatogra-
phie erreicht werden. Um sie als analytische Methode in ihrer Leistung der 
Dünnschicht- und Gaschromatographie vergleichbar zu machen, galt es, eine 
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Reihe von apparativen Problemen zu lösen. Inzwischen ist die Methode aber so 
weit erprobt und die apparativen Schwierigkeiten sind so weit überwunden, daß 
es gerechtfertigt ist, sie neben der Gaschromatographie als apparative Methode 
vorzustellen und auf ihre Einsatzmöglichkeiten hinzuweisen. 

Aufbau eines Hochdruckflüssigkeitschromatographen 

Die Beschreibung der wichtigsten Bauteile eines Hochdruckflüssigkeitschroma-
tographen gilt für das Arbeiten im analytischen Maßstab. 

Probenaufgabe Detektor 

Lösungsmit te l 

Abb. 3-6. Blockschema eines Hochdruckflüssigkeitschromatographen 

Vorratsgefäß zur Aufnahme des Elutionsmittels 

Um zu verhindern, daß im Elutionsmittel gelöste Gase Störungen im Pumpen-
oder Detektorsystem hervorrufen, werden bei den meisten käuflichen Geräten 
Vorratsgefäße mit der Möglichkeit zur Entgasung des Elutionsmittels mitgelie-
fert. 

Die Pumpe 

Zur Überwindung des erheblichen Widerstandes der Säulenfüllung und um eine 
Durchflußmenge bis zu 20mL/min zu erzielen, sind Pumpen von erheblicher 
Leistungsfähigkeit notwendig. Bei Drücken von 300 bar bis 400 bar muß eine 
möglichst pulsationsfreie Förderung des Elutionsmittels gewährleistet sein. Um 
diese Forderung zu erfüllen, sind Pumpen mit unterschiedlicher Wirkungsweise 
im Gebrauch: 
a) Kurzhub-Kolbenpumpen und Kolbenmembranpumpen mit pulsierender 

Förderung des Elutionsmittels und konstanter Hubfrequenz (Mehrkopfpum-
pen verringern die Pulsation) 

b) Kurzhubkolbenpumpen mit veränderlicher Hubfrequenz 
c) Pneumatische und hydraulische Verdrängungspumpen 

Die aufgeführten Pumpentypen weisen jeweils Vor- und Nachteile auf, die es 
beim Einsatz eines Gerätes zu berücksichtigen gilt. 

Die Probenaufgabe 

Voraussetzung für die einwandfreie Trennung eines Gemisches auf einer Trenn-
säule ist die sorgfältige Aufgabe der Probe auf die Trennsäule. Sorgfältige Aufga-
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be bedeutet, die Probe möglichst direkt ohne größere Durchmischung mit dem 
Elutionsmittel auf die stationäre Phase zu bringen, ohne die Strömungsverhält-
nisse im Elutionsmittelstrom zu stören. Man erreicht dies zum Beispiel, indem 
mit einer Kolbenspritze ein Einspritzgummi (Septum) am Säulenanfang durch-
stoßen wird und die Substanz direkt auf die stationäre Phase aufgegeben wird. 

Eine weitere Aufgabetechnik benutzt sogenannte Probeschleifen. Das sind 
Metallkapillaren mit genau bekanntem oder variablem Volumen, die mit der 
Probe gefüllt werden und aus denen anschließend durch Umschaltung in den 
Elutionsmittelstrom die Probe auf die Säule gespült wird. 

Die Trennsäule 

Die stationäre Phase wird bei der Hochdruckflüssigkeitschromatographie in 
druckfeste Säulen aus Edelstahl, Tantal oder Glas gepackt. In weitaus größtem 
Umfang werden Stahlsäulen benutzt, da sie kostenmäßig günstig liegen und Säu-
len aus anderen Materialien neben deutlichen Vorteilen (oberflächeninert, gün-
stige Strömungsverhältnisse) auch beträchtliche Nachteile aufweisen (schlechte 
Verarbeitungsmöglichkeit, geringe Druckfestigkeit, Bruchgefahr). Die Länge 
der Säulen liegt zwischen 10 cm und 50 cm bei inneren Durchmessern von 2 mm 
bis 4 mm. 

Der Detektor 

Aufgabe des Detektors ist es, die am Säulenende austretende mobile Phase, das 
heißt das Elutionsmittel, auf den Gehalt an mitgeführten eluierten Komponen-
ten zu prüfen. Dazu steht eine Reihe von Detektoren zur Verfügung, deren An-
wendungsbereiche aber unterschiedlich sind. In den heute serienmäßig herge-
stellten Geräten werden hauptsächlich zwei Detektortypen eingesetzt: 
a) UV-Detektoren 
Detektoren dieser Art können in den Fällen eingesetzt werden, in denen die 
nachzuweisenden Substanzen Strahlung im Bereich von 254 nm (oder 280 nm) 
absorbieren. Bei diesen Substanzklassen stellen UV-Detektoren die empfindlich-
ste Detektionsmöglichkeit dar, sind aber nur dann verwendbar, wenn das Elu-
tionsmittel in diesem Bereich keine Eigenabsorption aufweist. Neben Detekto-
ren, die mit Strahlung festliegender Wellenlänge arbeiten, sind Detektoren mit 
variabler Wellenlänge in Gebrauch, da sie eine Anpassung der Detektion an das 
vorliegende Trennproblem ermöglichen. 
b) Differentialrefraktometer 
Im Differentialrefraktometer werden die Brechungsindices des reinen Elutions-
mittels und des am Säulenende austretenden gleichzeitig gemessen. So lange kei-
ne eluierten Komponenten die Säule verlassen, stimmen beide überein; sind dem 
austretenden Elutionsmittel aber Komponenten beigemischt, kommt es zu Ab-
weichungen der Brechungsindices. Diese Differenzen werden gemessen und an-
gezeigt. Da jede Substanz, deren Brechungsindex von dem des Elutionsmittels 
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abweicht, somit angezeigt wird, ist dieser Detektor prinzipiell universeller einzu-
setzen als der UV-Detektor. Allerdings ist er nicht so empfindlich wie dieser. Er 
reagiert jedoch bereits auf geringfügige Veränderungen der mobilen Phase, der 
Temperatur und der Strömungsgeschwindigkeit, so daß er aufgrund dieser Ei-
genschaften störanfälliger ist und nicht so häufig zum Einsatz kommt. 

Registrierung 

Die vom Detektor erzeugten Signale werden mit Kompensationsschreibern von 
geringer Verzögerung registriert und ergeben Chromatogramme wie in Abb. 3-7 
dargestellt. 

Arbeitsweisen der Hochdruckflüssigkeitschromatographie 

Wie bei anderen chromatographischen Verfahren kann auch bei dieser Methode 
sowohl nach den Prinzipien der Adsorption als auch der Verteilung gearbeitet 
werden. 

Die Auswahl und Vorbereitung der Adsorbentien bzw. Trennflüssigkeiten und 
Elutionsmittel muß allerdings unter Berücksichtigung der apparativen Voraus-
setzungen erfolgen. 

Adsorptionschromatographie 

a) Adsorbentien 
Als Adsorbentien werden fast nur Kieselgel und Aluminiumoxid verwendet. 
Durch Behandlung des reinen Kieselgels mit verschiedenen reaktiven Kompo-
nenten können freie OH-Gruppen des Kieselgels umgesetzt werden, so daß ver-
änderte Oberflächen entstehen, die für bestimmte Trennprobleme besonders 
günstig sind. Außerdem werden noch Polyamide als Adsorbentien eingesetzt. 
Die Durchmesser der Teilchen liegen zwischen 5 μιτι bis 50 μηι, man benutzt aber 
möglichst eng klassierte Fraktionen. Als besonders trennwirksam haben sich 
Fraktionen von 5 μηι bis 10 μιτι erwiesen. 

b) Elutionsmittel 
Für die Elutionsmittel gilt wie bei der drucklosen Säulenchromatographie, daß 
die Elutionskraft mit steigender Polarität und parallel dazu in etwa mit steigen-
der Dielektrizitätskonstante zunimmt. Man kann Lösungsmittel nach diesen 
Kriterien und empirischer Ermittlung in eluotropen Reihen anordnen (siehe 
eluotrope Reihe, Tab. XIII). Es gilt allerdings zu berücksichtigen, daß bei der 
Anzeige mit UV-Detektoren das Elutionsmittel keine Eigenabsorption aufwei-
sen darf. Dadurch gibt es bereits Einschränkungen bei der Auswahl des Lösungs-
mittels. Außerdem kann die Elutionseigenschaft durch geringe Verunreinigun-
gen mit polaren Verbindungen, vor allem Wasser, stark verändert werden. Das 
bedingt eine besonders sorgfältige Vorbereitung des Lösungsmittels. 
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Verteilungschromatographie 
Die Trennung von Substanzgemischen durch Verteilung in zwei miteinander 
nicht mischbaren Flüssigkeiten läßt sich bei diesem Verfahren nur dann errei-
chen, wenn die als stationäre Phase verwendete Flüssigkeit von einem Feststoff 
als Träger in der Säule fixiert wird. Da die Forderung der vollständigen Nicht-
mischbarkeit von Trennflüssigkeit (stationäre Phase) und Elutionsmittel (mobile 
Phase) praktisch nie zu verwirklichen ist, muß zur Erzielung reproduzierbarer 
Ergebnisse und Konstanthaltung der Säuleneigenschaften das Elutionsmittel mit 
der in der stationären Phase enthaltenen Trennflüssigkeit gesättigt sein. Man 
erreicht dies am besten durch Verwendung einer Vorsäule, die mit der gleichen 
stationären Phase wie die eigentliche Trennsäule gefüllt ist. 

Trägermaterial für die Trennflüssigkeit 
Trägermaterialien müssen in der Lage sein, aufgrund ihrer Porosität größere 
Mengen an Trennflüssigkeit aufzunehmen, das heißt ein großes Porenvolumen 
aufweisen. Anwendung finden besonders Kieselgel, Aluminiumoxid und Kiesel-
gur. 

Trennflüssigkeiten 
Als Trennflüssigkeiten werden vor allem polare Alkohole oder Nitrile verwendet, 
ζ. B. 3,3'-Oxydipropionitril, Glykole (Carbowax). Diese Trennflüssigkeiten sind 
allerdings nur in Kombination mit unpolaren Elutionsmitteln zu benutzen. Um 
den Anwendungsbereich des Verteilungsverfahrens zu erweitern, werden auch 
ternäre Gemische verwendet, bei denen eine dritte Komponente die großen Pola-
ritätsunterschiede eines binären Systems vermindert unter Erhaltung eines zwei-
phasigen Systems. Ein solches ternäres Gemisch wird beispielsweise aus i-Octan, 
Wasser und Ethanol gebildet, bei dem der Alkohol als Vermittlungskomponente 
zwischen dem Kohlenwasserstoff und dem Wasser fungiert. 

Trennung mit chemisch gebundenen organischen stationären Phasen 

Die chemisch gebundenen organischen Phasen wurden ursprünglich entwickelt, 
um die Nachteile der Verteilungschromatographie mit zwei nicht mischbaren 
Flüssigkeiten zu umgehen; die heutigen Einsatzmöglichkeiten dieser Phasen ge-
hen aber weit über diese Zielsetzung hinaus. Aufgebaut sind diese Trennmateria-
lien aus einem Träger, im allgemeinen Kieselgel, an dessen Oberfläche die wirksa-
men Gruppen chemisch gebunden werden. Als funktionelle Gruppen werden 
verschiedene Organylreste eingebaut, in allen Fällen werden die an der Oberflä-
che des Trägers vorhandenen Silanolgruppen zur Reaktion gebracht. Es kommt 
zur Ausbildung von Si—O—R-, Si—C-, Si—N- und Si—O—SiR3-Grup-
pierungen, die als Organylrest häufig Alkylreste unterschiedlicher Kettenlänge 
tragen. 

Polare chemisch gebundene Phasen werden für Trennungen mäßig polarer 
oder hochpolarer Verbindungen benutzt unter Bedingungen, wie sie in der Ad-
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sorptionschromatographie vorliegen. Unpolare chemisch gebundene Phasen, die 
zum Beispiel Octadecylsilyl- oder Octylsilylreste als wirksame Gruppen tragen, 
werden in Verbindung mit hochpolaren mobilen Phasen verwendet. Häufig kom-
men wäßrige Lösungen zum Einsatz wie das Gemisch Wasser-Methanol. Diese 
Arbeitsweise wird als reverse-phase-Chromatographie bezeichnet und eignet sich 
hervorragend zur Trennung weniger polarer Komponenten. Sie hat sich bereits 
bei einer großen Zahl von Trennproblemen aus dem Bereich der organischen und 
anorganischen Chemie bewährt. 

Weitere Mögl ichkei ten chromatographischer Trennungen 

Von großer Bedeutung sind im Zusammenhang mit der Hochdruckflüssigkeits-
chromatographie die Ionenaustauschverfahren und die Ausschlußchromatogra-
phie. Bei den Verfahren werden durch die Vorteile der HPLC neue Anwendungs-
bereiche erschlossen. Es soll aber im Rahmen dieses kurzen Überblicks auf eine 
Diskussion verzichtet werden. 

Anwendung der Hochdruckflüssigkeitschromatographie 

Die Arbeitsbedingungen dieser Methode machen sie zu einer idealen Ergänzung 
zur Gaschromatographie. Sie gestattet gerade die Trennung jener Verbindungs-
klassen, die aufgrund ihrer geringen Flüchtigkeit oder thermischen Instabilität 
der gaschromatographischen Untersuchung nicht zugänglich sind. Darunter fal-
len ionische Verbindungen, polymere Substanzen oder empfindliche Substanzen 
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Abb. 3-7. Beispiel eines HPLC-Chromatogramms von Metalldithizonaten 
Aus: P. Heizmann und K. Ballschmitter, Journal of Chromatography 137, 153 (1977). 
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aus dem Bereich der Naturstoffe und Biochemie sowie hochpolare Verbindun-
gen, die erst durch Derivatisierung gaschromatographisch untersucht werden 
können. 

Die meisten heute bekannten Beispiele kommen aus dem Bereich der orga-
nischen Chemie, doch wird in Zukunft die Methode sicher auch bei der Analyse 
anorganischer Substanzen stark an Bedeutung gewinnen. 
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3.5 Gaschromatographie 

Allgemeine Beschreibung der Methode 

Von allen chromatographischen Methoden ist die Gaschromatographie heute 
am besten theoretisch erfaßt und apparativ auf sehr hohem technischen Niveau. 
Da sowohl qualitative als auch quantitative Informationen geliefert werden, ist 
die Gaschromatographie aus dem Forschungsbereich und den verschiedenen 
anwendungsorientierten Bereichen nicht mehr wegzudenken. 

Die gaschromatographische Trennung erfolgt durch unterschiedliche Adsorp-
tion oder Verteilung eines gasförmigen Substanzgemisches an einer stationären 

Probe 

Ergebnis 

Abb. 3-8. Blockschema eines Gaschromatographen 
Τ Trägergasversorgung mit Druck und/oder Strömungsregelung 
Ε Probenaufgabeteil mit und ohne Stromteilung (T = const) 
Ο Säulenofen für Τ = const, oder Temperaturprogramm 
S Gaschromatographische Trennsäule 
D Detektor 
R Registriersystem: Schreiber, Integrator oder EDV 
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Phase eines Adsorptionsmittels oder einer Trennflüssigkeit, die sich in einer 
Trennsäule befinden. Als mobile Phase dient ein inertes Trägergas, das konti-
nuierlich die Säule durchströmt. Das zu trennende Stoffgemisch wird am Anfang 
der Säule aufgegeben, unterliegt dem Trennprozeß und die einzelnen Substanzen 
verlassen nacheinander die Säule nach bestimmter Zeit. Sie werden am Säulen-
ausgang in geeigneter Weise nachgewiesen und die Signale des Nachweissystems 
werden zur Aufzeichnung des Chromatogramms herangezogen, die bei Mehr-
stoffgemischen aus einer Anzahl von Peaks bestehen. Zeitliche Abfolge der Peaks 
und ihre Flächen können zur Gewinnung qualitativer und quantitativer Aussa-
gen herangezogen werden. 

Aufbau eines Gaschromatographen 

Das Trägergas 

Als Trägergas werden bevorzugt Gase niedriger Viskosität herangezogen, die 
außerdem weder die Säule noch das Säulenfüllmaterial angreifen dürfen und 
deren Kosten niedrig sind. Häufig benutzt werden Stickstoff, Wasserstoff, He-
lium oder Argon und in besonderen Fällen Kohlendioxid. Das Trägergas wird 
über einen Druckminderer einer Stahlbombe entnommen. Um unerwünschte 
Effekte in der Säule oder im Detektor zu vermeiden, werden Feuchtigkeitsspu-
ren, Sauerstoff und andere gasförmige Verunreinigungen mit Silikagel, Moleku-
larsieben oder Kupferkatalysatoren entfernt. 

Regulierung und Messung des Trägergasstromes 

Zum einwandfreien Betrieb eines Gaschromatographen und zur Erzielung quan-
titativ befriedigender Ergebnisse muß der Mengenstrom des Trägergases mög-
lichst konstant gehalten werden und darf nur geringfügigen Schwankungen un-
terliegen. Man erreicht dies durch die Kombination von Druckminderern und 
Differenzdruckreglern, die vor der Säule einen konstanten Gasmengenstrom er-
zeugen. Die Messung des Gasmengenstromes, die kontinuierlich und diskonti-
nuierlich erfolgen kann, wird meist durch Rotameter (kontinuierlich) und Seifen-
blasenströmungsmesser (diskontinuierlich) vorgenommen. Rotameter werden 
vor dem Probeneinlaß eingebaut, während Seifenblasenströmungsmesser hinter 
dem Detektor am Gasaustritt angebracht werden. Da die Bedienung der Seifen-
blasenströmungsmesser einfach und recht genau ist, werden sie besonders häufig 
benutzt. 
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Abb. 3-9. Rotameter 
Aus: D.W. Grant, Gas-Liquid-Chromatography, Van Norstrand Reinhold Company, 

London 1971. 

Abb. 3-10. Seifenblasenströmungsmesser 
Aus: D.W. Grant, Gas-Liquid-Chromatography, Van Norstrand Reinhold Company, 

London 1971. 

Probeneinlaß 

Gasförmige und flüssige Substanzen (Feststoffe werden als solche selten zugege-
ben, sondern in Lösung) müssen der Trennsäule so zugeführt werden, daß die 
Zugabe einmal möglichst genau reproduzierbar ist und zudem die Strömungs-
und Gleichgewichtsverhältnisse im System nicht gestört werden. 

Probeneinlaß von Gasen 
Gase lassen sich zum einen mit speziell abgedichteten Gasspritzen dosieren, die 
vor allem bei geringen Gasmengen von Vorteil sind. Stehen größere Gasmengen 
zur Verfügung, kommen sogenannte Gasschleifen oder Gasdosierhähne zur An-

—ka l i b r i e r t es 
Rohr 

Gas— 
einlaß 
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wendung, mit denen konstante Volumina mit großer Genauigkeit zugeführt wer-
den können. 

mosphärendruck stehen. Variation der Dosiermenge ist sowohl durch Aus-
wechseln der Dosierschleife (anderes Volumen) als auch durch Einlassen von 
mehr oder weniger Probengas (Druck am Hg-Manometer ablesbar) möglich. 

Aus: G. Schomburg, Gaschromatographie, Taschentext 48, Verlag Chemie, Weinheim 
1977. 

Probeneinlaß von Flüssigkeiten 
Die übliche Zuführung von Flüssigkeiten erfolgt durch Einspritzung der Probe 
mit geeigneten Injektionsspritzen, da die Handhabung einfach ist und nur gerin-
ge Störungen des Trägergasstromes verursacht. Die Dosierspritze wird durch 
eine selbstdichtende Membran (Septum) gestochen und anschließend die Flüs-
sigkeit eingespritzt. Bei modernen Gaschromatographen genügen 0,1 μΐ bis 1 μΐ. 

Die Flüssigkeiten werden in den Einspritzblock dosiert, der auf eine Tempera-
tur gebracht wird, die eine sofortige Verdampfung der Probe ohne Zersetzung 
gewährleisten soll. Dazu genügt gewöhnlich eine Temperatur, die etwa 10°C bis 
50°C über dem Siedepunkt der Probensubstanzen liegt. 

Die Trennsäule 

Bei den Trennsäulen für die Gaschromatographie ist zu unterscheiden zwischen 
den gepackten Säulen und den Kapillarsäulen. 
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Die gepackte Säule, die häufiger Verwendung findet, kann eine Länge von 
0,5 m bis 10 m bei einem Innendurchmesser von 1 mm bis 6 mm aufweisen. Das 
Säulenmaterial ist bevorzugt Edelstahl oder Glas. 

Kapillarsäulen haben eine Länge von etwa 30 m bis 300 m bei Innendurchmes-
sern von 0,2 mm bis 0,5 mm. 

Bei den seltener durchgeführten Trennungen aufgrund von Adsorptionsvor-
gängen besteht die stationäre Phase aus einem der auch bei anderen chromato-
graphischen Verfahren benutzten Adsorptionsmittel wie Kieselgel, Alumini-
umoxid oder Molekularsieb. 

Bei der im allgemeinen angewandten Verteilungschromatographie mit gepack-
ten Säulen setzt sich die Säulenfüllung aus einem inerten Trägermaterial und der 
darauf fixierten Trennflüssigkeit zusammen. 

Als übliches Trägermaterial zur Aufnahme von Trennflüssigkeit ist Kieselgel 
mit Korngrößen von 0,1 mm bis 0,3 mm im Gebrauch. Da es eine fast nicht zu 
übersehende Zahl an Trennflüssigkeiten gibt, soll neben einer kleinen Auswahl 
nur auf einige Eigenschaften hingewiesen werden, die sie im allgemeinen besitzen 
sollten: 
a) die Viskosität sollte möglichst gering sein, 
b) der Dampfdruck bei der Arbeitstemperatur der Trennsäule sollte möglichst 

gering sein ( « 0,5 mbar), 
c) sie sollte sich gleichmäßig auf das Trägermaterial auftragen lassen und fest 

darauf haften, 
d) chemische Reaktionen mit dem Trägermaterial und dem zu trennenden Stoff-

gemisch sollten ausgeschlossen sein. 

Tabelle einiger häufig verwendeter Trennflüssigkeiten: 

Trennflüssigkeit Polarität Maximale 
Arbeits-
temperatur 

Anwendung 

Squalan unpolar 150°C Kohlenwasserstoffe 
Apiezon L unpolar 250 °C Kohlenwasserstoffe 
Silikonöl schwach 200 °C bis 250 °C schwach polare 

polar Verbindungen 
Silikongummi schwach 300 °C bis 350 °C schwach polare 

polar Verbindungen 
Dinonylphthalat polar 120°C bis 140 °C Ester, Ether, 

Kohlenwasserstoffe 
Polyethylenglykol sehr polar 100"C bis 200 °C polare Verbindungen 
(Carbowax) (Amine, Alkohole) 
Polyethylenglykol-
ester polar 100°C bis 200 °C polare Verbindungen 

Kapillarsäulen (aus Edelstahl, Glas) enthalten an Stelle der auf einem Träger-
material aufgebrachten Trennflüssigkeit auf der Innenwand der Säule eine dünne 
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Schicht der reinen Trennflüssigkeit (Dünnfilm) oder die Innenwand ist mit einem 
Trägermaterial (Dünnschicht) belegt, das die Trennflüssigkeit fixiert oder selbst 
aktiv in den Trennprozeß eingreift. 

Die größere Trennwirkung der Kapillarsäule ist verbunden mit geringerer Be-
lastbarkeit an zu trennendem Substanzgemisch. Daher sind modifizierte Proben-
einlaßteile (Splitting-Systeme) notwendig, die nur Bruchteile der injizierten Pro-
benmenge der Säule zuführen. Weiter werden die Substanzen geschont, da sie bei 
ca. 50 °C bis 80 °C niedrigeren Säulentemperaturen als bei gepackten Säulen 
chromatographiert werden können. 

Detektoren 

Als Abschluß des chromatographischen Trennprozesses müssen die eluierten 
Komponenten im Trägergasstrom nachgewiesen werden. Der Nachweis muß zu 
einem auswertbaren Signal führen. Detektoren, die diese Aufgabe übernehmen, 
sind in beträchtlicher Anzahl konstruiert worden, für den allgemeinen Gebrauch 
haben sich nur einige wenige durchgesetzt. 

a) Wärmeleitfähigkeitsdetektor (WLD) 
Detektoren dieser Art reagieren auf den Unterschied der Wärmeleitfähigkeit von 
reinem Trägergas und dem mit einer Komponente beladenen Trägergas in zwei 
identisch aufgebauten Metallzellen, die jeweils mit einem Widerstandsdraht oder 
Thermistor versehen sind. Durch eine der Zellen strömt kontinuierlich reines 
Trägergas, während die andere Meßzelle von dem die Säule verlassenden Gas-
strom passiert wird. Der Widerstand der Drähte, die elektrisch beheizt werden, 
ist abhängig von ihrer Temperatur, und diese wiederum von der Zusammenset-
zung der Umgebung. Reines Trägergas führt zu einer anderen Wärmeübertra-
gung als eine Fremdkomponente. Damit kommt es zur Ausbildung von Wider-
standsdifferenzen zwischen den beiden Zellen, die durch eine entsprechende 
Brückenschaltung abgeglichen werden können. Dieser Vorgang liefert das Meß-
signal, das nach elektronischer Verstärkung mit üblichen Schreibern aufgezeich-
net wird und als Peak erscheint. Der Wärmeleitfähigkeitsdetektor ist auf alle 
Substanzen anwendbar, die sich in ihrer Wärmeleitfähigkeit vom Trägergas un-
terscheiden. 

b) Flammenionisationsdetektor (FID) 
Beim Flammenionisationsdetektor wird das die Säule verlassende Trägergas ei-
ner Hilfsflamme (Wasserstoff-Luft oder Sauerstoff) zugeführt. In der Hilfsflam-
me verbrennt die im Trägergas mitgeführte Substanz, die C—Η-Anteile enthal-
ten muß. Durch den Verbrennungsvorgang wird eine Ionisation der Flammenga-
se hervorgerufen, was zu einem Ionenstrom zwischen zwei Elektroden führt, die 
über der Düse angebracht sind und an die ein Potential von 60 V bis 200 V 
angelegt wird. 

Der Flammenionisationsdetektor ist wesentlich empfindlicher als der Wärme-
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Abb. 3-12. Wärmeleitfähigkeitszelle zur differentiellen Detektion gaschromatographisch 
getrennter Komponenten (WLD) 

Abb. 3-13. Wheatstonesche Brückenschaltung für Doppelhitzdrahtdetektor 
Aus: G. Schomburg, Gaschromatographie, Taschentext 48, Verlag Chemie, Weinheim 

1977. 
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Abb. 3-14. Flammenionisationsdetektor (F ID) 
Aus: G. Schomburg, Gaschromatographie, Taschen text 48, Verlag Chemie, Weinheim 

1977. 
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leitfähigkeitsdetektor, Substanzen ohne C—Η-Bindungen wie Edelgase, typisch 
anorganische Verbindungen, Wasser und andere werden aber nicht angezeigt. 
Weiterhin sind Hilfsgase zur Erzeugung der Verbrennungsflamme erforderlich. 

c) Weitere Detektoren 
Zunehmende Bedeutung zum Nachweis bestimmter Substanzklassen hat der 
Elektroneneinfangdetektor (Electron capture detector, E C D ) für halogenhaltige 
Verbindungen und der sogenannte Alkalielementdetektor für Phosphor und 
Stickstoff erlangt. 

Arbeitsweise der Gaschromatographie 
Der Ablauf der gaschromatographischen Trennung wird in hohem Maße beein-
flußt von der Temperatur der Trennsäule. Zur Temperaturkontrolle und -einstel-
lung ist in handelsüblichen Gaschromatographen die Trennsäule in einer ther-
mostatisierbaren Zelle, dem Ofenraum, des Gerätes untergebracht, in der die 
Säule auf jede gewünschte Temperatur im Bereich von Raumtemperatur bis ca. 
450 °C je nach Art der Säule erwärmt werden kann. 

Wird bei einer gaschromatographischen Trennung eine bestimmte Säulentem-
peratur während des gesamten Trennvorganges konstant gehalten, so bezeichnet 
man diese Bedingungen als isotherme Arbeitsweise. 

Unterscheiden sich in einem Substanzgemisch die Retentionszeiten der einzel-
nen Komponenten beträchtlich, so ist die isotherme Trennung mit hohem Zeit-
aufwand verbunden und führt in vielen Fällen auch zu schlecht auswertbaren 
Chromatogrammen aufgrund starker Peakverbreiterung. Es wird dann eine 
Temperaturprogrammierung vorgenommen, das heißt, während des Trennvor-
ganges wird kontinuierlich die Temperatur der Trennsäule mit konstanter Auf-
heizgeschwindigkeit in einem vorgewählten Bereich erhöht. 

Auswertung eines Gaschromatogramms 
Bei der qualitativen Auswertung eines Gaschromatogramms wird entweder die 
Nettoretentionszeit ts (Strecke BC) oder aber die Bruttoretentionszeit tm + s 

(Strecke AC) dem Gaschromatogramm entnommen. 
Aus diesen kann man für theoretische Betrachtungen die entsprechenden Re-

tentionsvolumina ermitteln, die aussagekräftiger sind als die Retentionszeiten 
und die das Produkt aus der Retentionszeit und dem Gasmengenstrom darstel-
len. Sie müssen korrigiert werden unter Berücksichtigung von Druck und Tempe-
ratur des Gases und der Säule. 

Im allgemeinen wird die Identifizierung meist mit Hilfe von Vergleichssubstan-
zen vorgenommen. 

Die quantitative Auswertung beruht auf der Ausmessung der Fläche unter den 
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Peaks des Chromatogramms. Die Fläche kann manuell ermittelt werden oder 
mit Hilfe von Integratoren erfaßt werden. 

I n t e n s i t ä t 

A Start 
Β Inertgaspeak 
C Substanzpeak 

Abb. 3-15. Retentionszeiten 

I n tens i tä t 

Zeit 

Abb. 3-16. Beispiel für manuelle Auswertung 

Anwendung der Gaschromatographie in der anorganischen 
Chemie 
Obwohl der Einsatz der Gaschromatographie durch die physikalischen und che-
mischen Eigenschaften der typisch anorganischen Verbindungsklassen begrenzt 
ist, hat sich dennoch ein großer Anwendungsbereich gefunden. Für viele Zwecke 
mußten neue stationäre Phasen gefunden und besondere Maßnahmen getroffen 
werden, da geringe Flüchtigkeit, hohe chemische Reaktivität und Empfindlich-
keit gegenüber Feuchtigkeit eine Arbeitsweise unter üblichen Bedingungen ver-
hindert. Beispielsweise wurden folgende Substanzklassen intensiv gaschromato-
graphisch untersucht: 

Nichtmetalloxide (CO, C 0 2 , NO, N 0 2 , S0 2 , S0 3 ) 
Halogene 
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Nichtmetallhalogenide (HX, BX3 , PX 3 ) 
Metallhalogenide (Übergangsmetallhalogenide) 
Metallorganische Verbindungen 
Flüchtige Komplexverbindungen (Chelate) 
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