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I. PROGRAMMIERUNG DES EINGANGSDRUCKES 
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SUMMARY 

Programming of pressure and temperature in high-speed liquid chromatography. 
I. Programming of inlet pressure 

A simple equipment for the generation of reproducible flow programs in high- 
speed liquid chromatography is described. The equipment is working fully auto- 
matically without moving parts except a swinging membrane. The application of the 
different flow programs is discussed. The possibilities of exponential flow program- 
ming are demonstrated with some separations. 

EINLEITUNG 

Zur Verkiirzung der Analysenzeiten kann bei der Trennung von Gemischen 
immer dann sinnvoll eine der verschiedenen Programmiertechniken angewendet 
werden, wenn die sttirker zuriickgehaltenen Substanzen unniitig weit voneinander 
abgetrennt sind. In der Fliissigchromatographie (FC) kann die Analysenzeit auf ver- 
schiedene Weise reduziert werden: durch Programmierung der Zusammensetzung des 
Eluenten (Gradient-Elution); durch programmierte ErhiShung der Trenntemperatur 
(Temperaturprogrammierung), oder durch Programmierung des Eingangsdruckes 
(Striimungsprogrammierung). Wunschgemtiss wird bei der Verkiirzung der Analysen- 
zeit die allzu grosse Aufliisung der spl!.ter eluierten Komponenten vermindert. Der 
allgemeinen Anwendung der Gradient-Elution stehen noch einige Probleme, u.a. 
auf der Detektorseite, im Wege. Daher wurden diese Untersuchungen zuerst auf die 
Programmierung des Eingangsdruckes und damit der StrBmungsgeschwindigkeit des 
Eluenten und auf die Programmierung der Trenntemperatur beschrgnkt. 

Die Programmierung der Strtiqungsgeschwindigkeit wurde in der Gas- 
chromatographie (GC) zur Verkiirzung der Analysenzeit h5iufig benutzt14. Einfache 
pneumatische Regler ohne mechanisch bewegte Teile wurden fiir die Druckprogram- 
mierung beschrieben, und die Wege zur Berechnung der Druckprogramme ange- 
geber?. Es wurde gezeigt2, dass die Retentionszeit in guter NIherung umgekehrt pro- 
portional dem Druckabfall bei sonst konstanten Trennbedingungen ist. Eine lineare 
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ErhiShung des Druckes und damit der Striimungsgeschwindigkeit fiihrt daher zu einer 
linearen Verkiirzung der Retentionszeit. Da die Retentionszeiten innerhalb einer ho- 
mologen Reihe exponentiell zunehmen, soilte man zweckmtissigerweise, urn kon- 
stante AbstSinde der Peaks innerhalb einer homologen Reihe zu erhalten, exponen- 
tielle Druckprogramme durchftihren. In der GC entspricht immer ein exponentielles 
Druckprogramm einem linearen Temperaturprogrammz. Systematische Untersu- 
chungen tiber Druckprogrammierung in der Hochdruck-FC liegen bis jetzt noch nicht 
vor, obwohl vereinzelt Analysen beschrieben wurden, bei denen wtihrend der Trennung 
die Striimungsgeschwindigkeit entweder diskontinuierlich6 oder kontinuierlich’ er- 
hiiht wurde. Zur programmierten Erhiihung der StriSmungsgeschwindigkeit bieten 
sich in der Hochdruck-FC zwei prinzipiell verschiedene MiSglichkeiten an: Entweder 
wird die Fiirderleistung der Pumpe kontinuierlich verandert, indem z.B. der Kolben- 
hub verstellt wird. Die mechanische Verstellung der Pumpenforderung ist bei Kolben- 
oder Membranpumpen jedoch aufwendig. Dariiberhinaus k&men wegen der starken 
Abhtingigkeit der Fiirderleistung vom Gegendruck Probleme mit der Reproduzier- 
barkeit des Druck- und Flussgradienten auftreten. Eine andere Miiglichkeit der 
Druckprogrammierung erhtilt man bei der Verwendung eines Fiir die FC adaptierten 
Reglers*, der in der GC fur die Druckprogrammierung bereits verwendet wurde5. 
Bei konstanter (maximaler) Forderleistung der Pumpe wird, abhtingig vom vorgege- 
benen Regeldruck, der Eluentenfluss zwischen %iule und Rtlckfiihrung zum Vorrats- 
gefiiss aufgespaltet. Erhisht man kontinuierlich den Regeldruck, so vergndert sich das 
Verhgltnis der beiden Eluentenstrijme und es strtimt ein kontinuierlich zunehmender 
Anteil durch die Trennstiule. 

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschliesslich die letztere Methode zur 
Druckprogrammierung verwendet, da dabei keinerlei merhanisch bewegten Teile 
benbtigt werden. 

EXPERI MENTELLES 

Chromatographische Apparatur 
Alle chromatographischen Messungen wurden an einer selbstgebauten Ap- 

paratur durchgefiihrt g. Als Pumpe wurde eine dreikijpfige Kolbenmembranpumpe 
(Orlita Typ M3S4/4, Orlita, Giessen, B.R.D.) verwendet. Zum Nachweis der Probe- 
substanzen wurde entweder ein Ultraviolett (UV)-Detektor [254 nm] alter Bauart” 
oder ein Differentialrefraktometer (Typ R 401, Waters Ass., Framingham, Mass., 
U.S.A.) verwendet. 

Vorrichtung zur Erzeugung des Druckprogramms 
Das Prinzip und die Arbeitsweise des verwendeten Druckreglers wurde bereits 

ausfiihrlich beschrieben8. Eine schematische Darstellung der verwendeten Regelein- 
richtung und Vorrichtung zur Druckprogrammierung gibt Fig. 1 wieder. 

Bei isobarem Betrieb wird ein bestimxnter Gasdruck p1 (z.B. Stickstoff) auf 
der Gasseite (Dom) des Reglers vorgegeben. 1st der Arbeitsdruck der Pumpe grosser 
als der vorgegebene Reglerdruck; so fliesst iiber den Regler Eluent in das Vorrats- 
geftiss zuriick. Der eingestellte Fliissigkeitsdruck entspricht dem Gasdruck pl, die 
FiSrderung durch die TrennsBule. ist konstant, solange sich deren Permeabilittit nicht 
tindert. Der Regler wirkt gleichzeitig als DSimpfungsglied und Sicherheitsventil. 
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Pumpe 

Saute 

Fig. 1. Schematische Darstellung der Apparatur zur Druckprogrammierung. Erltluterungen im 
Text. 

Dariiberhinaus wird der Eluent wegen der grossen linearen Geschwindigkeit im Regel- 
teil entgast. 

Eine Mirglichkeit zur kontinuierlichen Anderung des Druckesp, und damit zur 
programmierten ErhiShung der Strtimungsgeschwindigkeit besteht darin, dass man 
Druckgas langsam in den Regler einstr6men lisst (Programm I). Der Arbeitsdruck auf 
der Fltissigseite des Reglers baut sich entsprechend der EinstriSmgeschwindigkeit des 
Gases auf. Die Einstrirmgeschwindigkeit kann entweder iiber einen pneumatischen 
Widerstand, z.B. eine Kapillare mit 0.25 mm I.D. und bis zu 5 m Llnge und (oder) 
ein Nadelventil (V,) reguliert werden. Die Fiirderleistung der Pumpe ist dabei so zu 
bemessen, dass sie such bei hijchstem Druck noch ausreichend ist. 

Eine andere Mijglichkeit der Druckprogrammierung (Programm II) besteht 
darin, dass die im Regler eingeschlossene Gasmenge durch zustriSmende fliissige mo- 
bile Phase komprimiert wird. Diese Art der Druckprogrammierung wird wie folgt 
durchgefiihrt: Bei geschlossenen Ventilen VI und Vj fiirdert die Pumpe iiber den 
pneumatischen Widerstand RI zu TrennsBule und Regler, auf dessen Gasseite der 
Druck p1 herrscht. Abhgngig von der gefiirderten Menge und der GriSsse des Wider- 
standes Rr flllt der Druck urn dp fiber Rr ab. Damit herrscht an V1 auf der Seite der 
Fliissigkeit ein urn Ap haherer Druck als auf der anderen Seite des Widerstands, wo 
der Druck pl herrscht, der auf der Gasseite des Reglers vorgegeben wurde. offnet 
man nun dasVentilV1 (bei geschlossenemVzundVj) so stramt fliissige mobile Phase(Fx) 
in den Gasraum ein und komprimiert das dort befindliche Gas. Der dadurch hervor- 
gerufene Druckanstieg auf der Gasseite ruft einen entsprechenden Anstieg auf der 
Fllissigkeitsseite hervor. 

Mit zunehmendem Fltlssigkeitsdruck nimmt das Gasvolumen im Domteil ab. 
Ein Teil des Gases l&t sich in der Fltissigkeit. Der maximale Gesamtdruck im Dom 
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muss so bemessen werden, dass ein zur Dtimpfung ausreichendes Volumen Gas er- 
halten bleibt. Erhiiht man das zum Domteil gehiirige Gasvolumen V=, so kann das 
VerhSiltnis Gesamtdruck zu vorgegebenen Gasdruck ebenfalls erhijht werden. 

Als Widerstand RI wurde eine 2 m lange Stahlkapillare mit 0.5 mm I.D, ein- 
gebaut. (Die diem spgter bei Temperaturprogrammierung such als WCmeaus- 
tauscher.) Urn gute Reproduzierbarkeit zu erhalten, vor allem was Programmanfang 
und -ende angeht, wurde als Ventil VI ein druckluftgesteuertes Auf-Zu-Ventil ver- 
wendet, das i.iber handgeschaltete Magnetventile gesteuert wurde. Da die Programm- 
charakteristik such vom zu komprimierenden Volumen abhtingig ist, und der Gas- 
raum des Reglers nur 50 ml betrtigt, wurde ein zusgtzliches Volumen V= (Stahlrohr) 
von IO0 ml Fassungsvermiigen eingebaut. Das gesamte zur Verfiigung stehende 
Kompressionsvolumen, einschliesslich der Zuleitungen betrug 170 ml. Dieses Volu- 
men kann wesentlich verkleinert werden, wenn man es im drucklosen Zustand mit 
mobiler Phase aufftillt. Das System kann iiber Ventil V3 entleert werden. Der Druck 
auf der Fltissigkeitsseite wurde iiber eine Druckmessdose (Druckmesswandler Typ 
PR 17-350, Intersonde, Watford, England) im Bereich O-350 atii registriert. 

DISKUSSION DER MESSERGEBNISSE 

Prograrnm I 
Bei diesem Programm wird der Dom des Reglers ausschliesslich mit Gas ge- 

fiillt. Diese Methode der Druckprogrammierung wurde bereits ausfiihrlich disku- 
tiert? und der Weg zur Vorausberechnung des Druckprogramms aufgezeigt. In Fig. 2 

Fig. 2. Druckprogramm I. Ve&inderung der Programmdauer durch Variation des Einlasswider- 
standes R, und V,. 

sind verschiedene experimentelle Druckprogramme mit unterschiedlicher Einstrom- 
geschwindigkeit des Druckgases gezeigt (Eluent n-Heptan). Die hier gezeigten Pro- 
gramme dauern zwischen 1 und 10 min, jedoch kann die Programmierzeit durch 
Variation des Einstriimwiderstandes (R, und Vz in Fig. 1) beliebig variiert werden. 
Die Kurven haben alle die Form einer Tangenshyperbolicusfunktion, mit einem 
relativ schnellen (nahezu linearen) Druckanstieg und einer langsamen Anntiherung 
an den Endwert. Der obere Grenzwert des Druckes ist durch den verftigbaren Gas- 
druck bzw. durch die Fiirderleistung der Pumpe vorgegeben. Das Programm kann 
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theoretisch ab einem Druck von 0 atti begonnen werden. Der Programmablauf.ent- 
spricht jedoch nicht dem geforderten exponentiellen Anstieg, der fiir die Program- 
mierung gefordert wird, urn bei der Elution von homologen Reihen vergleichbare Er- 
gebnisse zu erhalten wie bei der Temperaturprogrammierung. 

Program77 II 
Einen hyperbolischen Druckanstieg in Abhgngigkeit von der Programmdauer 

erh2ilt man mit Programm II, bei dem ein vorgegebenes Gasvolumen durch zu- 
strijmenden fltissigen Eluenten komprimiert wird. Mit diesem Programm kann prak- 
tisch bis zu beliebigen Enddriicken programmiert werden, wobei die oben diskutierten 
Grenzen nicht tiberschritten werden sollten. Erreichbarer Enddruck und Programm- 
dauer htingen vom Ausgangsdruck pl, vom komprimierbaren Volumen V= und von 
der maximalen Fijrderleistung der Pumpe F,, ab. 

In Fig. 3 ist den fiir verschiedene Fordermengen F0 der Pumpe (36-48 ml/min) 
berechneten Kurvens eine experimentelle Kurve (gestrichelte Linie).gegentibergestellt 

l I 

t(sec) 300 
I I I 

200 100 0 

Fig. 3. Druckprogramm II. Vergleich bcrcchneter Druck-Zeit-Kurven mit expcrimentell ermittelter 
Kurve ( - - -). Gasvolumen V = 170 ml. Angenommenes F&dervolumen der Pumpe :(a) 36 ml/min: 
(b) 38 ml/min; (c) 40 ml/min; (d) 42 ml/min: (e) 44 ml/min; (f) 46 ml/min; (g) 48 ml/min. 

Die Abweichung bei hoheren Driicken ist auf die AbhSingigkeit der Pumpenfiirderung 
vom Gegendruck zuriickzuftihren. Die Forderleistung der Pumpe von 47 ml/min ohne 
Gegendruck sinkt auf 34 ml/min bei einem Gegendruck von 150 atii. Dieser Abfall 
der Fijrderleistung, bedingt durch die endliche Einstellzeit und eventuelle Undichtig- 
keit der Ventile, hat zur Folge, dass die experimentell bestimmte Kurve stetig hin zu 
Kurven mit geringerer Forderleistung wandert: Daher sind die tatstichlichen Zeiten, 
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bei denen der gewiinschte Enddruck erreicht wird, immer etwas grosser als die be- 
rechneten Zeiten. Die Abweichung der gemessenen von der errechneten Programm- 
dauer liegt aber in allen Fallen unter 5% des Sollwertes. 

Bei einem gegebenen Druckverhaltnis zwischen Anfangs- und Enddruck wird 
die Programmiergeschwintiigkeit nur durch das Verhtiltnis der Fiirderleistung der 
Pumpe und dem komprimierbaren Gasvolumen V (V, + Domvolumen) begrenzt. 
Der Ablauf der Druck-Zeit-Kurve kann durch Variation des pneumatischen Wider- 
standes des Regelventils V1 ver5indert werden. Urn dabei bessere Reproduzierbarkeit 
zu erreichen, kann man zwischen Vi und Vz definierte, austauschbare Widersttinde 
(Kapillarrohre) einbauen. Die Form der Kurve kann such durch Vertinderung des 
Volumens V, beeinflusst werden. 

t (mln) 3 2 1 0 

Fig. 4. Druckprogramm II. Einfluss des komprimierbaren Gasvolumens V (= V + Dom). (1) V = 
60 ml; (2) V = 110 ml; (3) V = 170 ml. 

In Fig. 4 ist die Drucktinderung in Abhgngigkeit von der Zeit bei verschiede- 
nen Ciesamtvolumina (V = V, + Domvolumen) gezeigt. Je kleiner dieses Volumen 
wird, desto schneller wird der Enddruck erreicht. Dabei wird allerdings such der 
Druckbereich, der iiberstrichen werden kann, geringer, da nur noch ein geringeres 
Gasvolumen zur Kompression zur Verfiigung steht. 

Im Gegensatz zu Programm 1 kann bei Programm II der gegebene Gasdruck 
tiberschritten werden. Eine obere Grenze des Druckprogramms wird bei diesem 
Programm nur durch die DruckstabilMit der Apparatur und durch die Eigenschaften 
der Pumpe bei hohen Drticken gesetzt. Der Anfangsdruck dieses Programms muss von 
0 atii verschieden sein, da im Regler ein komprimierbares Gasvolumen vorhanden sein 
muss. 

Stabilitfit der Detektoren 
Erwartungsgemiss zeigt der UV-Detektor keinerlei Abhlngigkeit von der Strii- 

mungsgeschwindigkeit. Bei einem Rauschpegel von 1 x 10m3 Extinktionseinheiten 
waren bei allen Programmiergeschwindigkeiten keine Veranderungen der Nullinie 
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(Drift) oder Erh.ohung des Rauschens wahrnehmbar. Durchaus noch brauchbar ist 
@as verwendete Differentialrefraktometer. Hier wurde bei hohen Drucksteigerungs- 
raten von mehr als 6 at/min eine Drift der Nullinie urn 2. IO+ Brechungsindex- 
einheiten pro Minute festgestellt. Bei niedrigeren Programmierraten kann such das 
Differentialrefraktometer uneingeschrtinkt verwendet werden. 

Anwentiungen der Druckprogramme 
Die Vor- und Nachteile der verschiedenen Programmiertechniken in der, FC 

wurden bereits ausfiihrlich diskutiert IL, An Hand von einigen Trennbeispielen sol1 
hier demonstriert werden, wie die Striimungsprogrammierung zur Verkiirzung der 
Analysenzeit verwendet werden kann. In Fig. 5 ist die Trennung isobar bei 10 atti 

2 

1 

ILL 

3 

I 
I 

/ 1 I 

0 2 4 6 2 10 12 

Fig. 5. Trennung von Aromaten (isocrat: Ap = 10 atti). Siiule: 50 cm x 2 mm I.D.. Merckogel SI 
200, d,, = 3-p; n-Heptan; r = 22’; spczifische Permeabilittit. K = 0.7, 10wB cm2; u = 0.55 
cm/see; F = 0.9 ml/min. 1 = Tetrachlorfithylen (k’ = 0); 2 = Brombenzol (0.3); 3 = Naphthalin 

.(0.9); 4 = Anthracen (1.65); 5 = Brasan (3.2); 6 = a&r-Dibenzanthmcen (6.8). 

Druckabfall (F = 0.9 ml/min ; Striimungsgeschwindigkeit. u = 0.55 cm/set) durch- 
geftihrt. Die Trennung der Peaks mit kurzen Retentionszeiten ist optimal, wSihrend 
der letzte Peak zu weit abgetrennt ist. Die Analyse ist nach etwa 14 min beendet. 
Fiihrt man die gleiche Trennung isobar bei hoherer Flussgeschwindigkeit (8.3 ml/ 
min) durch (Fig. 6), so wird wohl der letzte Peak in akzeptabler Zeit eluiert, die Peaks 
mit niedrigen Kapazittitsverhtiltnissen (k’-Werten) aber werden nicht mehr getrennt. 

LtCsst man wghrend der Trennung den Druck exponentiell zwischen 10 und 
100 atti nach Programm II ansteigen, so erhtilt man eine schnelle und gute Trennung 
der Substanzen mit niedrigen k’-Werten und eine optimale Trennung der spBter eluier- 
ten Peaks (Fig. 7). Die Analyse ist in etwa 4 min beendet. 

Die Trennung von Pestiziden llisst sich ebenfalls durch Druckprogrammierung 
optimieren. In Fig. 8 ist die isobare Trennung bei drei ,verschiedenen Driicken von 
10 atii (F = 0.5 ml/mm ; u = 0.35 cm/set), 25 atii (I; = 1.4 ml/min) und 50 atii (F = 
2.7 ml/min) gezeigt. Keine der Trennungen ist optimal. Bei der Analyse bei niedrigstem 
Druck (Fig. 8, Kurve I) ist die AufliSsung der ersten vier Peaks optimal, Peak 5 wird 
hier sehr split eluiert. Bei hi5heren Strgmungsgeschwindigkeiten verringert sich wohl 
seine Retentionszeit; dafiir verschlechtert sich aber die Trennung der zuerst eluierten 
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Fig. 6. Trennung von Aromaten (isocrat: dp = 100 atti). Gleiche Bedingungen wie bei Fig. 5 
ausscr II = 4.6 cm/xc und F = 8.3 ml/min. 

Fig. 7. Trennung von Aromatcn. Druckprogramm I I : np = IO -* 100 atii; sonst gleiche Bedingungen 
wie in Fig. 5 und 6. 

Peaks. Eine optimale Analyse (etwa gleich gute Auflosung aller Peaks) erhtilt man in 
diesem Falle such nur mit druckprogrammierter Analyse mit exponentiellem Druck- 
anstieg (Fig. 9). 

SCHLUSSFOLGERUNGEN 

Die hier angegebenen Beispiele zeigen deutlich, wann eine druckprogrammierte 
Analyse sinnvoll durchgefiihrt werden sollte. lmmer dann, wenn die Unterschiede in 
den Retentionszeiten in einem Chromatogramm exponentiell zunehmen, d.h. die 
Aufliisung zweier benachbarter Peaks zu gross wird, dann kann zur Verktirzung der 
Analysenzeit ein exponentielles Druckprogramm angewendet werden. Dieser Pro- 
grammtyp ist jedoch nicht immer wiinschenswert, vor allem dann nicht, wenn nicht 
die Glieder einer homologen Reihe getrennt werden sollen. Wie beschrieben, kann 
man darm die Form der Druck-Zeit-Kurve mit der Variation des Volumens V= 
einerseits und des Strijmungswiderstandes an VI andererseits weitgehend beeinflussen. 

Ein weiterer Vorteil der Druckprogrammierung ist dadurch gegeben, dass nach 
Beendigung der Analyse durch Entspannen schneil (in einigen Sekunden) der Aus- 
gangszustand wieder hergestellt werden kann. Dariiberhinaus kann man das Pro- 
gramm sehr einfach beliebig unterbrechen, bzw. durch t)ffnen des Ventils V3 such 
zwischenzeitlich ein negatives Druckprogramm erzeugen. Nach Schliessung des 
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Fig. 8. Trcnnung von Tnsektiziden (isocrat). Sluie: 50 cm x 2 mm I.D.. Merckogel Sl 200, d,, = 
25-32~; rr-Hcptan; T = 22”; K = 0.7*10-* cmz. (1) Ap = 10 atii; u = 0.35 cm/set; F = 0.5 ml/ 
min; (II) dp = 25 atti; u = 0.88 cm/set: F = 1.4 ml/min; (III) .4p = 50 at%; u = 1.75 cm/set: 
F = 2.7 ml/min. 1 = Tetrachlor&thylen (k’ = 0): 2 = Aldrin (0.4); 3 = Heptachlor (0.7); 4 = DDT 
(1.3); 5 = Lindan. 
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Fig. 9. Trennung von lnscktiziden. Druckprogramm II: Ap: lo--> 100 atti; sonst gleiche Redingungen 
wie in Fig. 8. 
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Ventils V3 kann das Druckanstiegsprogramm wieder weitergefiihrt werden. Daher 
kann das Programm sehr einfach an das jeweilige Trennproblem angepasst werden. 

An die stationgre Phase und an die Trennstiule werden keine speziellen An- 
forderungen gestellt. Nur sollte der Anstieg der h = f (u) Kurve (C-Term) womiiglich 
gering sein. Die Angabe von h-Werten fiir das Druckprogramm ist selbstverst%ndlich 
sinnlos, da h-Werte nur fiir konstante lineare Geschwindigkeiten definiert sind. 

Die Aufliisung wird, wie bei jeder programmierten Analyse allerdings immer 
schlechter, dagegen wird die Analysenzeit optimiert. Die Probebestandteile werden 
allerdings in vie1 schtirferen tind konzentrierteren Zonen eluiert. Dadurch steigt die 
Nachweisempfindlichkeit fiir die sptiter eluierten Peaks an, was besonders dann von 
Vorteil ist, wenn die Detektorempfindlichkeit gering ist. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Eine einfache Apparatur zur Erzeugung reproduzierbarer Druckprogramme 
fiir die Hochdruck-Fliissigchromatographie wird beschrieben. Die Einheit arbeitet 
vollautomatisch und enthllt ausser einer schwingenden Membran keinerlei bewegte 
Teile. Die Anwendung der verschiedenen Druckprogramme wird diskutiert, und an 
Hand einiger Beispiele werden die Vorteile des exponentiellen Druckprogramms de- 
monstriert. 
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