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CHROM. 5310 

SCHNELLE 1;LOSSIGI~EITSCI-IlIO~lATOGl~AP~Il~ AN KIESELGEL” 

The applicability of silica gel with a pore diameter of Go A in fast liquid chroma- 
tography was investigated. After examination of different column packing methods, 
the influence of the particle diameter, the velocity of tile mobile phase, and the per- 
centage of tile stationary pl-lase, we came to the conclusion that it is advisable to pack 
the columns by bumping, to use particles, greater than 30 ,u and to choose a velocity of 
about x cm sec- l. The percentage of the stationary phase must be suited to the actual 
separation problem. 

EINLEITUNG 

Kieselgel mit einem Porendurdtlmesser um Go A hat sic11 sowol~l in der Diinn- 
schicht- als such in der l~erk8n~mlicl~en S%ulenchromatographie hervorragend be- 
w%.ihrtl. Es’ist daher nur folgerichtig, die bew&ihrten Eigensc’haften des Kieselgels such 
auf die schnelle l~liissigkeitscl~romatographie zu iibertragen. Ziel der schnellen Fliissig- 
keitscliromatograpliie ist eine sclinelle Auftrennung eines Substanzgemisclies mit 
gleichzeitiger quantitativer Aussage iiber die Zusammensetzung. Begrenzt wird die 
schnelle Fliissigl~eitscl~rornatograpl~ie durcll die Leistungsfgbigkeit des Gergts in 
Form seines Pumpensystems, seiner Pulsationd$npfung, der Totvolumina im Injek- 
tions- und Detektorteil sowie der Empfindlichkeit der Detektoren. 

Herzstiick dieser modernen chromatographischen Methode ist aber die Auswahl 
,der fiir das jeweilige Trennproblem geeigneten stationsren uncl mobilen Phase. An 
dcm TrZger Kieselgel haben wir den Einfluss des SWenfiillens, der Korngrtisse, der 
Analysengeschwindigkeit und dem Grad der Belegung untersucht . 

Die Untersuchungen wurden mit Hilfe des Universal-Wissigkeits-Cllromato- 
graphen UFC IOOO* l durchgefiihrt, wobei als Detektor der auf 254 nm eingestellte 
UV-Detektor LDC 1205+ * diente. Die Probenaufgabe erfolgte mit Hilfe der Hochdruck- 
Hamilton-Spritze HP 305 i_iber ein mit Teflondichtungen versehenes Schleusensystem 
bei laufendem Gergt. Fliessmittel war mit Fractonitril III (1,2,3-Tris(2-cyan5thosy)- 

* Vorgctragen auf cler Pittsburgh Conference, Cleveland, Ohio, U.S.h., R’Ikrz rg7r. 
** I-Dupe c!? Busch, Knrlsruhc, l3.R.D. 
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propan) gesattigtes +Heptan. Vor dem Einsetzen der Saulen in das Gerst liess man 
das Fliessmittel unter Vakuum in die S%rle eindringen, urn das Auftreten von Luft- 
blasen im Sorbens zu verhindern. Die verwendeten StahIs&ulen hatten eine L%nge von 
50 cm und einen inneren Durchmesser von z mm. Vor dem erstmaligen Gebrauch 
wurden sie nacheinander mit halbkonzentrierter Salzsaure, Wasser und Aceton ge- 
reinigt. Alle Trennungen fanden bei einer Raumtemperatur von zo--21~ statt. 

Bei den Belegungen wurde das Kieselgel in eine Lijsung von Practonitril III in 
Methylenchlorid gegeben. Das Methylenchlorid wurde zuerst unter Drehen im warmen 
Luftstrom und dann im Vakuum bei 60” abgedampft. 

Toluol, Anisol und Acetophenon lagen in einer 0.02 yO Losung vor, van der 
jeweils 2 ~1 injiziert wurden, Von-,den Phthalsaureestern wurden ‘5 ,~l einer an jeder 
Komponente 0.002 y. L&sung injiziert. Die Bestimmung des Inertvolumes 1, erfolgte 
mit ?z-Pentan und differentialrefraktometrischer Detektion mit dem LDC 1103. Die 
durch den Injektionsblock und den UV-Detektor verursachte Peakverbreiterunge be- 
trug bei einer Durchflussgeschwindigkeit, van I.,.92 cm/set gS ~1 u’nd wurde wegen seiner 
geringen Grijsse bei allen Auswertungen vernachlassigt, 

. . ‘: 
DASSAULENFbLLEN 

Von grosser Bedeutung fur die Trennleistung einer chromatographischen Saule 
ist die Art der S&ulenpackung. Es gibt verschiedene Methoden3-7, eine SZule zu ftillen, 
wobei allen Methoden eigen zu sein scheint, dass man nur mit “Geftihl” dieses Problem 
meistern kann. Wie aus den spgteren Ausfiihrungen tiber den Zusammenhang zwischen 
Teilchengrosse und Bodenhijhe hervorgeht, ist das optimale Ftillen von Saulen be- 
sonders bei Teilchendurchmessern unter 30 ,u problematisch. 

Wir haben mit Kieselgel, das mit 40 yO (gfg)“Fractonitril III belegt war und 
einen Teilchendurchmesser von 40-63 ~1 hatte, verschiedene Methoden des Saulen- 
ftillens an 50 cm lange Stahlsaulen mit einem Innendurchmesser von 2 mm gepriift. 

(A) Stiaclenfiiillen atgater Vibrieren 
Die unten mit einem porijsen Teflonscheibchen verschlossene Saule wird an 

ihrem oberen Ende tiber eine Klammer an einer Stativstange befestigt, die auf 
einem Vibrationstisch (Firma AEG, Typ VT x60/250) festgeschweisst ist. Mit Hilfe 
eines aufgesetzten Plastiktrichters l&sst man nun unter Vibrieren (Stufe 5) kontinuier- 
lich und im Laufe von IO min das Kieselgel in die Saule rieseln. 

(13) Siiade7tfiillen dawcla Sedhaentieren 
In einem druckstabilen Stahlgefass, in dessen Boden ein 3 cm holler Stutzen ein- 

gelassen war, wurde das Kieselgel mit einem Magnetrtihrer in Heptan aufgewirbelt. Die 
!%i.ule war rnit dem Stutzen verschraubt. Wahrend des Fiillvorgangs floss durch die 
Apparatur aus einem Reservoir ein konstanter Fliessmittelstrom von 120 ml/h 
unter einem von 5 auf 15 atm ansteigenden Druck. Nach 5 h war die %ule gefiillt. 

(C) Sdade~af~iillen dawclz Stojhfen. 
Als Hilfsmittel bei dieser Methode cliente ein Stahldraht von 1.5 mm Durch- 

messer an dessen einem E,nde eine Teflonkappe von I.9 mm Durchmesser aufge- 
schraubt war. Cn. 1/20 der’ S%.ulenftilling wurde nun in die Saule gegeben, es wurde 
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seitlich an die S%ule geschlagen, damit alle Teil.chen auf den Boden der Saule fielen. 
Nun wurde der oben beschriebene Stampfer in die Saule eingefiihrt und das Kieselgel 
wurde mit langsam steigenden Druck gepresst. Dieser Vorgang wurde mit den rest- 
lichen Portionen wiederholt. 

(II) s iitc ma ii 1 f 4 en dacvch Aa~jstoss~~Z 
Bei dieser Methode wird die SBulenfiillung in CCE. 15 aufeinanderfolgenden Por- 

tionen in die %ule gegeben. Nach jeder Zugabe wird die SZule in senkrecliter Stellung 
bis zu zehnmal kraftig auf eine barte Unterlage aufgestossen. 

:254 

A 

1 2 3 tR (mid 

E254 

C 

‘, 

I:ii/\_ 
1 2 3 tR(min) 

Pig. 1. ‘Trcnnlcistung cler nuch clcn Methodcn A (Vibricrcn), I3 (Scdimenticrcn), C (Stopfcn) und 

D (Xufstossen) gcfiilltcn SKulcn. L = 50 cm, Kicselgcl60 A (40-63 p) bclcgt mit 40 yu (g/g) Fracto- 
riitril IIT, crstcr Pcalc ‘I~oluol, clnnn Anisol uncl Acctopluxon. 

Die Qualitat der nach den verschiedenen Methoden gefiillten Saulen wurde an 
einem Substsnzgemisch bestehend aus Toluol, Anisol und Acetophenon geprtift. Aus 

Fig. I ist ersiclltlich, dass die nach Methode D geftillte Saule die h6chste Trennleistung 
aufweist. In Tabelle I sind die dazugehijrigen physikalischen Eigenschaften einander 
gegeniibergestellt. Die durch Sedimentieren erhaltene Sgule hat die geringste Pak- 
kungsdichte, die durch Stopfen bzw. Aufstossen entstandenen S5,ulen haben beide eine 
Packungsdichte von 0.71 g cm-3; die griissere Permeabilitat der gestopften SLule 
deutet auf eine unregelmZssige Packung hin. 
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_TABELLE I 

EIGENSCHAFTEN:DER NACH VERSCHIEDENEN METHODEN CiEFijLLTEN S;iULEN 

ICieselgel Go A (40-63 CL) bele@ rnit 40 o/0 (g/g) l+actonitril ICI, I, = 50 cm. 

A (Vibrieren) 
B (Seclirnentieren) 
C (Stopfen) 
D (Rufstosscn) 

0.65 0.65 5*g.10-8 0.85-I .27 
0.68 0.55 s.5 * 10-S x*46-I.94 
o.GS 0.71 4.2’ 10-a o.gG-I *OS 
0.6s 0.7T j.6.10~0 o.so-0. s4 

.a,.. .,. 

TABELLE II 

VERSUCHSPARAMETER BE1 DER UNTBRSUCHUNG VERSCI-IIEDENER TIEItC~IESGl~~SSRN 

L= 50 cm, Iiicselgel 60 Li”belegt xnit 40 (y., (s/s) Fractonitril 111. 

Kona~vBsse~n- Spez+- ‘11 Aaisol A cetoplle~llo~a~ P 
bereiclt des ZiO4ttllg (cm set-1) - (g cw-:’ ) 

Ir’ieselgels, (%) k’ fg (till) k’ N (CIIZ) 

d, (141 

d P 
(d,,/) 

5-10 s 

k; 

0.31 1.0 0.40 4.4 0.14 o-77 166 

IO-20 0.29 I .o 0.34 4.5 0.13 0.73 71 
20-30 SI 0.32 1.1 0.38 4.6 0.12 0.75 22 

30-40 77 0.31 I .o 0.37 4.4 0.14 0.73 IO 

-10-63 72 0.30 I.0 0.78 4.4 0.31 0.71 7 
I 

DER EINFLUSS DER TEILCHENGRijSSE 

Durch Vergleich der verschiedenen Ftillmetl~oclen ergab sich, dass nach Methode 
D (Aufstossen) Saulen mit bester Packung hergestellt werden kiinnen. Diese Methode 
wurde nun bei verschiedenen Teilchengrijssen, die durch Windsichten oder Sieben er- 
halten worden waren, angewandt. Die Mittelwerte der Versuchsparameter sind in 
Tabelle II und die graphische Wiedergabe der Beziehungen zwischen Teilchengriisse 
und Bodenhijhe in Fig. z wiedergegeben. 

Aus Tabelle II ist ersichtlicb;dass bei nahezu gleichbleibender Geschwindigkeit 
dcr mobilen Phase und bei Konstanz der /C-Werte sich die Bodenhohe entgegen den 
Erwartungen unterhalb 40,~ praktisch nicht vergndert. Der Druckabfall LIP aller- 
dings wird mit Abnahme der TeilchengrCsse immer grosser. Da die Pumpe nur bis 
200 atm eingesetzt werden kann, ist es bei der Geschwindigkeit ti = 0.31 cm set-l und 
einer Teilchengrosse von 5-10,~ schon unmijglich, die Trennkolonne auf I 111 zu ver- 
langern. Der Druckabfall von IO atm beim Korngrossenbereich 30-40 ,u erlaubt da- 
gegen eine mehrfache Verlangerung der Kolonne ohne Verschlechterung der Boden- 
hiihe und damit eine bessere Trennung bei geringerer Beanspruchung des Gerats. Es ist 
also nach den hier beschriebenen Fallen nur ratsam, die schnelle Fltissigkeitschromato- 
graphie an Kieselgel tiber 30 ,U XI betreiben. 

Die schlechte Trennleistung bei TeilchengrBsse,n unter 30 ,u ist wohl nicht auf die 
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Teilchengr8sse sclbst, sonclern auf die Geometric clcr Packung zuriickzuftihren. Es ist 
natiirlicll denkbar, dass durch 13enutzung kugelfiirmiger Teilchen oder besonders aus- 
gefeilter S~ulenfiillmetl~oden sic11 die Bodenh~he bei kleinen Teilchengrijssen ver- 
bessern Esst. Ein anderer Weg zur Verhesserung der Trennleistung wird beschritten, 
wenn man chromatographisch inerte Glaskugeln mit Kics’elgel beschichtets. 

13ER EINFLUSS IIER GESCHWlNDlGlCTSl1 

Wie eingangs gesagt, sol1 die sclmelle l~liissigkeitscl~ron~atogral~l~ie such mijg- 
lichst schnell ablaufen. Die Kinetik der sic11 in der Trennkolonne einstellenden Gleich- 
gewichtszust%nde ist ablCi,ngig von der linearen Geschwindigkeit der beweglichen 
Phase $6. Aus Fig. 3 geht hervor, dass die Bodenh8he H mit steigender Geschwindig- 
keit griisscr wird und sic11 damit die Trennung verschlechtert. 13ei Geschwincligkeiten 
bis etwa I cm see-1 ist der Anstieg der Bodenh6he verglqichweise steiler als’bei hijlleren 
Cescllwindigkeiten. Man hat sic11 also von Fall zu Fall zu entscheiden, ob man eine 
langsame Trennung mit holler Aufliisung oder eine sclmelle Trennung mit geringerer 
Auflhung haben will. 1st die Auftrennung bei I cm set-1 noch ausreichend - das ent- 
spricht einer Durchflussrate von 65 ml 11’1 
scligrfe aucli hei liijlierer Gescliwincligkeit 

- so kann olme grossen Verlust an Trenn- 
gearbeitet werden. 

. 

I 

10 20 30 40 50 60 C$(IJ) 

Fig. 2. Die Bezichung zwischcn ‘l.*cilchcngrbsse und ‘Boclcnhdl1c. Kicsclgel Go .a\ bclcgt nit 40 ${, 
(g/g) Fractonitril rI I, tt = 0.31 cm ~2-1, Anisol (a,// - T.0) u11cl AcctopllcIlon (CJk’ = q-5). 
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Fig. 3. Die Bezichung zwischcn I3oclc1~l1ijhc N uncl clcr lincarcn I~urcl~At~ss~cscl~winiligl<eit zc. 
TCiesclgcl Go A (30-40 p) bclcgt mit 40 yO (g/g) Fractonitril III, ‘I’oluol (A ,k’ = 0.32), Anjsol 
(m,k’ - 1.0) uncl Acctophcnon (0,/t’ = 4.5). 
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DER EINFLUSS DER BELEGUNG 

Chromatographische Trennungen an Kieselgel kommen in den meisten Fallen 
durch das gleichzeitige Auftreten von Adsorptions- und Verteilungsvorgangen zu- 
stande. Belegungen des Kieselgels, sei es nun mit Wasser oder anderen l~ltissigkeiten, 
kiinnen die Verteilungskoeffizienten entscheidend gndern. Besondere I%higkeiten in 
Hinblick auf Belastbarkeit und Trennfahigkeit weisen die sogenannten schwerbe- 
ladenen Sgiulen in der Fliissigkeitschromatographie aufD. Mit zunehmender Belegung 
wird aus dem Adsorptionsgleichgewicht immer mehr ein Verteilungsgleichgewicht, 
mit .dem gewohlich eine Vergrbsserung der Bodenhijhe einhergeht. An Kieselgel 60 A 
(40-63 ,u) haben wir die Abhangigkeit des Verteilungskoeffizienten 18 bzw. der Boden- 
hijhe H von dem Grad der Belegung &her untersucht. 

k’ 
4 

25 

20 

1s. 

k’ 

50 

a 40 

10 20 30 40 
% Fractonitril IJI 

50 

Fig. 4. AbhQn&keit dcs Vertcilungskoef~zientcn /6’ voln Belegungs~rad. Kicsclgcl Go .k (lo-C3 p), 
ic = 1.3 cm see-1. (a) Toluol (A ), Anisol (0) uncl Acctophcnon (0) ; (b) Phthals~iurclutylcstcr (A), 
‘PhthalsjiurcBthylestcr ( 0) und PhthalsSiurcxnethylcstcr ( 0). 

Substanzen mit hoher Polaritat werden an den polaren Silanolgruppen des 
Kieselgels starker festgehalten als weniger polar-e. In Fig. 4a wird dies anhand der 
Substanzen Toluol (E = 2.38), Anisol (E = 4.41) und Acetophenon (E = x7.9) deutlich. 
Besonders bei Acetophenon und Anisol ma&t sic11 der “Durchgriff” der Silanolgrup- 
pen bei Belegungen unter 20 yO in einem sprunghaften Anstieg der 8’-Werte stark be- 
merkbar. Analoge Verhaltnisse gelten nach Pig. 4b fiir Phthals&urebutylester (E = 
6x), Phthalsaure5thylester (E = 7.6) urid Pl~thals~uremetl~ylester (E = 8,s). 

Weiterhin wurde der Einfluss des Belegungsgrades auf die Bodenhijhe unter- 
sucht. Fiir die schon genannten Substanzen wachst nach Fig. ga und Sb mit dem Be- 
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% Fractonitril U 
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Fig. 5. Dcr Einfluss des Bclcgungsgraclcs auf die l30clcnlzijhe. Kicselgcl Go X (40-63 or), 11 = I.3 cm 
9X-l. (a) ‘.l~oluol (A ), Anisol ( 0) uncl Acetophenon (0) (b) PhthalsOurebutylester (A), Phthal- 
sBureki.thylester (0) uncl l?hthals&urcn~cthylcstcr (0). 

Fig. G. Auftrennuni von ltonclensiertcn Aromaten. Kicsclgel 60 A (40-63 /I) belegt mit 40 yO (g/g) 
Fractonitril III, L = x50 cm, ‘~6 = 0.45 an sec- la Peaks in cler Reihenfolge Uenzol, Nnphthslin, 
r\nthracCn, Fluornnthcn, I ,2-Bcnzanthraccn uncl 4,5-Benzpyren. 

c 
1 2 3 4 5 6 fR(min) 

Fig. 7. Auftrennung von irz-Oligopl~enylencn. Kieselgcl Go .d (30~-(o 11) bclcgt mit 40 yO (g/g) 
Fractonitril XII, L = 50 cm, tl, = 0.53 cm see-l, 1, = 5.65 see. Peaks in dcr Rcihenfolge l3enzol 
(k’ = 0.38), Biphenyl (k = O.&J), wt-Terphcnyl (12’ = 1.G7), wQuarterphcny1 (k’ = 3.24), 
w-Quinqucphcnyl fk’ = 6.37) und I)+Hesnphenyl (18’ = 12~52). 
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legungsgrad such die BodenhJ5he und zwar besonders stark bei Belegungen fiber 40 %. 
lMann kommt also zu folgendem Ergebnis: Ftir unser chron~atograpl~isches 

System und die darauf getrennten polaren Substanzen treten grosse 1$-Werte mit 
kleinen Bodenhijhen bei geringer Bclegung uncl andererseits kleine 12’-Werte mit 
grossen Bodenhahen bei holler Belegung auf. Aus diesen beiden Extremen ergab sich 
fur unseren Fall ein Kompromiss mit einer Belegung von 40 %, der noch eine schnelle 
Trennung bei ausreichender Bodenhijhe erbrachte. Das Prinzip der Veranderung des 
Belegungsgrades diirfte allgemein bei der Lijsung von Trennproblemen helfen. 

Zum Schluss seien noch zwei Trennbeispiele angegeben, die an mit 40 y0 (g/g) 
Fractonitril belegtem Kieselgel durchgeflihrt wurden. Auf Fig. 6 ist die Auftrennung 
von kondensierten Aromaten’und auf Fig. 7 die von gn-Oligophenylenen wiedergege- 
ben. Oligophenylene eignen sich gut zur Charakterisierung der Sorptionsenergiel”. 
Tragt man log tR’ gegen die Anzahl der Phenylkerne auf, so ergibt sich eine Gerade, 
deren Steigung ein Mass fiir die Sorptionsenergie pro Phenylkern darstellt. 

DANK 

Herrn Professor I. HAL&Z, Institut fiir physikalische Chemie der Universitgt 

Frankfurt, danken wir fiir anregende Diskussionen. 

SYMBOLVERZEICHNIS 

4-J = Teilchengrijsse des Tragermaterials (,u) 
H = L/16 (zu/&‘)” = Bodenhijhe (cm) 
K =qLac/AP = Permeabilitat (cm”) 
k’ = tR’/to = Massenverteilungskoeffizient 
L = Lgnge der Kolonne (cm) 
A.P = Druckabfall ari der Kolonne (I atm =, 981 x 105 dyn cm-3 

6 = Durchbruchszeit der Inertbahde (set) 

trc = Retentionszeit (set) 

dR’ = tR --. t, = Reduzierte Retentionszeit 
at = L/t, = Lineare Geschwindigkeit der mobilen Phase (cm see-1) 
7V = Bandenbreite (set) 
e = Dielektrizitatskonstante bei zoo 

‘I = Viskositat der beweglichen Phase (poise) 

P = Schtittgewicht (g cm-s) 
40 oh (g/g) bedeutet, dass z.B. 40 g Fractonitril von IOO g Kieselgel aufgenommen 
wurden. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Anwendbarkeit von Kieselgel. mit einem Porendurchmesser von 60 A 
wurde fur den Gebrauch in der schnellen. Fltissigl~eitschron~atographie ui~tersucht. 
Dabei wurde der Einfluss des SZulenftillens, der Teilchengriisse, der Geuchwindigkeit 
der mobilen Phase und des Belegungsgrades auf die Trennung beriick~ichtigt. Nach 
den gewoniienen Ergebnissen empfiehlt es sich, die SKulen durch Aufstossen zu fiillen, 
bei Teilchengrbssen tiber 30 p und bei einer Geschwindigkeit urn I cm see-1 zu 
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arbeiten. Die Hijhe des Belegungsgrades muss den1 jeweiligen Trennyroblem angc- 
passt werden. 
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