HPLC UND IONENCHROMATOGRAPHIE
(EINFUHRUNG IN DIE GERATETECHNIK)




1. Aufbau und Funktionsprinzip einer HPLC - Anlage

1.1st Einfihruna:

Der Name Chromatographie geht auf die frihen Anfange dieser Technik zuriick, bei denen verschiedene
Farbstoffgemische getrennt wurden. Tswett, der als Begriinder der modernen Chromatographie gilt, benutzte ab 1906
als erster die Begriffe Chromatographie und Chromatogramm. Chromatographie bedeutet wortlich "Farbschreibung".

Nach einer langeren Entwicklung entstand in den letzten Jahrzehnten die modernste Form der chromatographischen
Trenntechnik, die Hochleistungs- bzw. Hochdruckfliissigkeitschromatographie. Die Abkiirzung HPLC kommt aus
dem Englischen (High Performance (Pressure) Liquid Chromatography).

1.1stlst  Prinzip der Chromatographie

Bei allen chromatographischen Verfahren werden Stoffgemische in Einzelkomponenten aufgetrennt. Allen
Chromatographiearten ist gemeinsam, daB ein Losungsmittel (oder Gas), die mobile Phase, an einer unbeweglichen
stationaren Phase vorbeistromt. Besitzen die Komponenten unterschiedliche Affinitat zur stationdren bzw. mobilen
Phase, kdnnen sie getrennt werden. Komponenten, welche schwacher an die stationdre Phase gebunden werden,
werden von der mobilen Phase stirker mitgerissen und verlassen die stationdre Phase friiher. Umgekehrt wandern
Probenbestandteile, welche stark an die stationére Phase gebunden werden, langsamer.

1.1st2nd  Anwendungsgebiete der HPLC

Die HPLC ist ein sehr vielseitig einsetzbares Analyseninstrument. Anwendung findet die HPLC unter anderem in
folgenden Bereichen:

Lebensmittelanalytik

Umweltiiberwachung

Klinische Chemie

Medizinische Forschung

Biochemie

Prozesskontrolle in verschiedenen industriellen Zweigen

Gegeniiber der Gaschromatographie hat die HPLC folgende Vorteile: Es kdnnen Substanzen untersucht werden, die
nicht fliichtig sind bzw. nicht unzersetzt verdampfbar sind. Meistens sind die Trennzeiten bei der HPLC geringer.
Die Gaschromatographie bleibt, trotz der Fortschritte der HPLC in den letzten Jahren, eine unverzichtbare und
vielseitige Analysentechnik.

1.2nd Gerateaufbau:

1.2nd1st Aufbau einer HPLC - Anlage:

Ein HPLC - Gerét besteht im allgemeinen aus folgenden Teilen:

- Kolbenpumpen

- Probengeber mit Injektor

- Trennsdule

- Detektor

- Rechner zur Steuerung der Anlage und zur Datenauswertung
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1 Schema eines HPL.C - Systems

1.2nd2nd Die Trennsaule

Trennsdulen fiir analytische Zwecke sind meist Stahlrohre mit einem Innendurchmesser von 2-5mm, die mit der
stationaren Phase gefiillt sind. An das Materials des Rohres werden besondere Anforderungen gestellt. Es muf3
korrosionsbesténdig sein, hohen Driicken standhalten und chemisch innert gegentiber den zu trennenden Substanzen
sein. Es werden auch Trennsdulen aus Glas oder Kunststoff verwendet. Da die meisten Séulenfilllungen empfindlich
gegen DruckstoRe sind, sollte die Forderrate der Pumpe nicht abrupt geéndert werden.
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1 Aufbau einer HPLC - Trennsaule



1.2nd3rd Saulenfiillmaterialien:

Das am meisten verwendete Flllmaterial fir Trennsdulen ist chemisch veréndertes Kieselgel. Kieselgel besteht aus
dreidimensional vernetztem SiO,, wobei die freien Enden durch OH-Gruppen abgeschlossen werden. Hergestellt
werden Silicagele durch saure Hydrolyse von geeigneten Siliziumverbindungen wie z.B. Natriumsilikat. Es entsteht
dabei Monokieselsaure, die durch Kondensation (= Wasserabspaltung) Polykieselséure bildet.

Meistens wird in der HPLC kein reines Kieselgel verwendet, sondern chemisch modifiziertes. Durch ein geeignetes
Reagenz wird an die freien OH-Gruppen ein organischer Rest angekoppelt. Die meistens verwendeten
Saulenfullmaterialien sind sogenannte Reversed Phase Kieselgele. (Bei der klassischen Chromatographie wird als
stationdare Phase polares, chemisch nicht verandertes Kieselgel verwendet und als mobile Phase ein unpolares
Losungsmittel. Bei Reversed - Phase Materialien werden Kohlenwasserstoffketten an die OH-Gruppen gebunden,
wodurch das Kieselgel unpolar wird. Als mobile Phase werden polare Lsungsmittelgemische verwendet.) Reversed
Phase Séulen zeigen gegeniber den normalen Kieselgelfiillungen héhere Trennleistungen und héhere Belastbarkeit.

Da die Trennleistung einer Sdule mit sinkender TeilchengroRe der stationdren Phase zunimmt, haben die heute
verwendeten Sdulenfullmaterialien eine Korngréfie zwischen 4um und 10um bei einer engen KorngréRenverteilung.
Da die Teilchen in einer Sdule dicht gepackt sind, ergeben sich hohe Strdmungswiderstdnde, so daf3 bei den Gblichen
Fordermengen der mobilen Phase von 0,5-2ml/min Driicke zwischen 80 und 200bar entstehen.




1.2nd3rd1. Neuere Entwicklungen

1.1.1.1.1. Monolithische HPLC - Saulen

Monolithische Saulen bestehen nicht aus einzelnen Partikeln sondern aus einem einzelnen makropordésem Kieselgel -
Block. Die PorengroRe betragt 2um. Dieses S&ulenmaterial ermdglicht einen héheren Durchfluss, da der sich
aufbauende Druck deutlich geringer ist. Aus den hdéheren Durchfliissen ergeben sich, gegenuber vergleichbaren
konventionellen Sdulen bis zu 5-fach kiirzere Analysenzeiten.

1 Monolithisches Kieselgel (Quelle: Merck Chrombook 2004)

1.1.1.2.1. Kapillar - Saulen

Von Kapillar - HPLC spricht man bei Verwendung von HPLC Séulen mit weniger als 500 um Durchmesser. Die
Kapillar-Saulen zeichnen sich durch erhdhte Nachweisempfindlichkeit und geringen Lésungsmittelbedarf aus. Da in
Sdulen mit geringerem Durchmesser die Probe weniger verdiinnt wird, eluieren die Probenbestandteile konzentrierter
und gelangen in konzentrierter Losung in die Detektorzelle — eine Empfindlichkeitssteigerung ist die Folge.
Allerdings muss bei sehr geringem Séaulendurchmesser das HPLC - System angepasst werden. Um ein Uberladen der
Sdulen zu vermeiden muss das Injektionsvolumen drastisch verringert werden was die Empfindlichkeitssteigerung
relativiert beziehungsweise limitiert.

1.1.1.3.1. Kleinstpartikel
Ein weiterer Ansatz die Leistungsfahigkeit der HPLC zu steigern ist die Verwendung Kleinerer Partikel fur die
Séulenfullung. Hier werden zur Zeit statt der blichen 5um-Partikel Partikel mit 1pm Korngréfie verwendet. Ein
Verkurzung der Analysenzeiten bei reduziertem Ldsungsmittelverbrauch und gesteigerter Empfindlichkeit ist die
Folge. Auch bei diesem Ansatz muss das System angepasst werden was mit Kosten verbunden ist.

1.2nd4th Chromatographiearten

Je nach Art der Wechselwirkung zwischen stationarer Phase, mobiler Phase und Probenkomponenten unterscheidet
man folgende wichtige flissigchromatographische Verfahren:

1.2nd4th1.Adsorptionschromatographie:

Als stationdre Phase dient ein relativ polares Material mit groRer spezifischer Oberflache (als Adsorbens wird
meistens Silicagel verwendet, wobei die auf der Oberflache sitzenden Silanolgruppen die aktiven Zentren darstellen).
Als mobile Phase werden Lésungsmittel verwendet, die gegeniiber der stationdren Phase unpolar sind. Polare
Substanzen werden starker an die stationdre Phase adsorbiert und eluieren spater als unpolare Stoffe. Die Methode
wird angewendet: zur Trennung unterschiedlich polarer organischer Substanzen.



1.2nd4th2.Chromatographie mit Phasenumkehr (Reversed Phase
Chromatographie):

Hier sind die Verhéltnisse genau umgekehrt wie bei der Adsorptionschromatographie. An die Silanolgruppen des

Silicagels werden chemisch unpolare Alkanreste (C2 bis C18) gebunden. Der Eluent ist polar und besteht meisten
aus einem Gemisch von Methanol oder Acetonitril und Wasser. Die Methode wird ebenfalls zur Trennung

unterschiedlich polarer Molekiile angewendet.

Gegentiber der "normalen™ Adsorptionschromatographie besitzt die reversed Phase Chromatographie einige Vorteile:
Hohere Trennleistung und Reproduzierbarkeit. Die Trennsdulen lassen sich mit gréReren Stoffmengen belasten.

Chemisch Modifiziertes Silikagel

Kieselgeloberfliche mit Silanolgruppen Reversed-Phase Material (C8-Typ)
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1 Schema von chemisch modifiziertem Kieselgel

1.2nd4th3.Chromatographie an chemisch gebundenen Phasen:

Durch geeignete chemische Umsetzungen lassen sich an die Silanolgruppen des Silicagels organische Reste koppeln.
Auf diese Weise lassen sich die Eigenschaften der Trennséulen in weiten Bereichen gezielt verdndern. Die Reversed
Phase Chromatographie stellt den wichtigsten Spezialfall dieser Technik dar.



1.2nd4th4.Chromatographie an lonentauschern

(lonenchromatographie)

Zur Trennung von lonen werden lonenaustauscherharze verwendet. Die Harze bestehen aus einer Tragermatrix aus
Polymeren (h&ufig quervernetzte Kunststoffe auf der Basis von Styrol, Ethylvinylbenzol, Methacrylat, oder
Vinylalkohol) an die ionische Gruppen (fiir Anionen organische Amine — fir Kationentauscher SO;” oder COO")
gebunden sind. Die im Praktikum meist eingesetzte Anionentrennsdule AS4A-SC ist mit 13um grofen
Kunststoffpartikeln (aus Ethylvinylbenzol das mit Divinylbenzol quervernetzt ist) gefiillt. Auf die Oberflache dieser
Partikel sind 160nm groBe amminierte Latexpartikel aufgebracht. Diese komplexen Partikel haben gegeniiber direkt
amminierten Kunstharzen und Silicagelen folgende Vorteile:

» Schnelle Austauschprozesse und damit hohe chromatographische Effizienz durch die diinne

Schicht der Latexpartikel
» Hohe mechanische und chemische Stabilitét der Trennséule
» Schwell- und Schrumpfungsprozesse werden reduziert

Highly Crosslinked Core

a—— 160-nm Diametar
MicroBaads

Anicn Exchange
) o Latex Coating
Ethylvirylbareens-Divirylb=nzens Core

1 Partikel fir Anionentrennsaulen (Quelle: Dionex — Prospekt fiir Saule AS4A-SC)

1.2nd4th5.Sonstige

Es gibt noch eine Reihe von anderen speziellen Chromatographiearten, die durch andere physikalisch-chemische
Wechselwirkungen zwischen mobiler Phase, stationdrer Phase und Probenmolekiilen eine Trennung der
Probenkomponenten bewirken.

Eine industriell wichtige Abart der HPLC ist die praparative HPLC. Mit ihr kdnnen Substanzen in gréRerem Mafstab
gereinigt werden, die auf andere Art und Weise nicht leicht voneinander trennbar oder sehr instabil sind. (z.B.
Trennung der seltenen Erden, Reinigung und Trennung von Proteinen und Peptiden, Medikamentenaufreinigung).



1.2nd5th Die Kolbenpumpe

Die HPLC - Pumpe hat die Aufgabe, die mobile Phase durch die Trennsdule zu fordern. Folgende Forderungen
werden an eine derartige Pumpe gestellt:

1. Ausreichende Forderleistung

2. Geringe Pulsation, um eine stabile Detektion zu erreichen.

3. Konstante Forderleistung, um die Trennungen reproduzierbar zu machen

4. Geringes Innenvolumen, um schnelle Gradientenbildung zu erméglichen

5. Druckstabilitét, da je nach Saulenfillung hohe Driicke bis 400bar auftreten kénnen.

Der uberwiegend eingesetzte Pumpentyp ist die Kurzhub-Kolbenpumpe. Da die Pumpen hohen Belastungen
ausgesetzt sind, unterliegen sie starkem VerschleiR.

AuslaRventil
Edelstahlhalterung fur den *
Saphirkolben
Rickholfedar
= B
Pumpenkopf
Yobvel ]
‘ Saphirkolben
Excenterscheibe durch einen Elektromotor
angetrieben Kolbendichtung * \EinIanentiI

1 Aufbau einer Kurzhubkolbenpumpe

Zur D&mpfung der stérenden Pulsation werden meist zwei Pumpen verwendet die phasenverschoben arbeiten



1.2nd6th Detektoren

Der Detektor erfalt Anderungen in der Zusammensetzung der mobilen Phase. Hierzu werden meRbare physikalisch-
chemische Eigenschaften der Probenkomponenten, wie Brechungsindex, Lichtabsorption, Fluoreszenz, Leitfahigkeit,
.... in elektrische Signale umgewandelt. Die Signale werden dann von einem Schreiber oder Rechner registriert.

1.2nd6th1.UV-VIS Detektoren

Die wichtigsten Detektoren der HPLC sind die UV- VIS Detektoren. Es gibt Festwellenlangen-Detektoren,
Detektoren mit variabler Detektionswellenldnge und Diodenarraydetektoren zur Erfassung eines groferen
Wellenléngenbereichs. UV-VIS Detektoren messen die Schwachung der UV-VIS Strahlung durch
Probenkomponenten bei einer Wellenlénge.
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1 Prinzip eines HPLC-UV-Detektors mit variabler Wellenldnge
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1 Schema eines Diodenarraydetektors (Quelle: Agilent — Prospekt: Agilent 1200 Series Detectors)

1.2nd6th2. Leitfahigkeitsdetektoren mit Supressorsystem

Fur die lonenchromatographie werden vor allem Leitfahigkeitsdetektoren eingesetzt. Sie messen die elektrische
Leitfahigkeit des Eluats. Leitfahigkeitsmesszellen bestehen aus zwei flachigen Elektroden die in die zu messende
Elektrolytlésung tauchen. Legt man nun eine Wechselspannung an die Elektroden an flie3t ein Strom der von dem
spezifischen Widerstand des Elektrolyten und der Dimensionierung der Zelle abhangt.
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1 Funktionsschema eines Leitfahigkeitsdetektors

Fur den elektrischen Widerstand einer Leitfahigkeitsmesszelle gilt:

r.Y  gropd
| und A

1 R:Widerstand in Ohm

2 U: Spannung in Volt

3 I: Strom in Ampere

4  A: Elektrodenflache in cm?
5 d: Elektrodenabstand in cm

6 P spezifischer Widerstand
Fur die spezifische Leitfahigkeit gilt.

X=—"
P (in Siemens/cm)

Um zu einer konzentrationsabh&ngigen GroéRe zu kommen fiihrt man die molare Leitfahigkeit ein:

A=Z£
C (c: Konzentration in mol/cm?3)

wobei sich die molare Leitfahigkeit aus einem anionischem und kathionischem Anteil zusammensetzt:
A=A +A_

Da die molare Leitfahigkeit nach dem Kohlrauschen Quadratwurzelgesetz (fiir starke Elektrolyte) selbst von der
Konzentration abhéngig ist werden in Tabellenwerken die molaren Leitfahigkeiten fiir unendliche Verdiinnung



angegeben. Da die elektrolytische Leitfahigkeit stark Temperaturabhangig ist missen Leitfahigkeitsmesszellen
thermostatisiert werden.



In der lonenchromatographie werden als Eluenten wassrige Elektrolytlésungen eingesetzt (Fur Anionentrennungen
meist Alkalilaugen, Boraxlésungen oder Natriumcarbonatlésungen). Diese Elektrolytldsungen besitzen selbst eine
hohe Eigenleitfahigkeit, so dass die Empfindlichkeit des Leitfahigkeitsdetektors fur die Analyten stark herabgesetzt
ist. Durch so genannte Supressorsysteme kann man die Grundleitfdhigkeit des Eluenten stark vermindern und die
gesuchten lonen empfindlich detektieren. Als Supressoren werden lonentauscher hoher Kapazitat verwendet um die
stérenden lonen aus dem Eluenten zu entfernen. Bei Anionentrennung werden Kationenaustauscher in der H+ - Form
verwendet um die Alkaliionen des Eluenten gegen H+ lonen auszutauschen. Aus H+ lonen und OH- bildet sich
Wasser mit sehr geringer Eigenleitfahigkeit. Die Anionen liegen nach dem Suppressor als Sauren vor und kénnen so
empfindlich detektiert werden. (Anmerkung: Borsaure und Kohlensédure sind sehr schwache dissozierte Séauren und
erhdhen die Grundleitfahigkeit kaum. So kénnen Salze dieser Sauren als Eluenten in der Anionenchromatographie
verwendet werden.) Folgendes Schema zeigt das Funktionsprinzip des im Praktikum verwendeten
Membransupressors.
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Waste Eluent Waste
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il 1 Na Na I i
Hp ;F 1 H
H + OH g .0

* HSO
ﬁ Analyte (HCI) ﬁ
in

H' HSO ] H' HSO ]
H,O
Regenerant : Regenerant
Cation v ~Cation
Fxchange To Exchange
Membrane Detector Membrane

1 Funktionsschema eines Membransupressor fiir die Anionenchromatographie (Quelle: Dionex — Handbuch
fur AMMS 111)



1 Explosionszeichnung eines Membransupressor (Quelle: Dionex — Handbuch fir AMMS 111)



1.2nd7th Injektoren

Injektoren fiir die HPLC mussen hohen Driicken standhalten und eine exakt reproduzierbare Probenmenge auf die
Trennsdule bringen kénnen. Hierzu werden heutzutage nur noch Injektoren mit Dosierschleife verwendet.

Funktion:
Injektoren bestehen aus einem 6-Wegventil und der Injektionsschleife. Das Ventil kann zwischen zwei Positionen

hin und hergeschaltet werden.

. Befiillen der Schleife (Load-Position): In der ersten Position kann die Schleife mit Probe befullt werden,
wobei Pumpe und Trennsdule direkt miteinander verbunden sind. Die Probenaufgabe erfolgt entweder
manuell mittels Spritze oder mit automatischen Probengebern.

Il.  Analysenbetrieb (Injekt-Position): Durch das Umschalten des Ventils in die Arbeitsposition wird die
Schleife zwischen Pumpe und S&ule geschaltet und die Probe wird durch den Eluenten auf die S&ule
befordert. Um stérkere Druckstofle zu vermeiden, sind Injektionsventile zigig zwischen den beiden
Positionen zu schalten. Bei automatischen Systemen erfolgt die Umschaltung beispielsweise pneumatisch.

Probelisung

‘ Zur Dosierpumpe

Eluent von
der Pumpe

Zur Saule
Durch schnelles Drehen des Rotors
Die Dosierschleife wird befullt wird die Dosierschleife mit Pumpe
(Loadposition) und Saule verbunden

(Injektposition)

1 Funktionsschema eines HPL C-Injektionsventils



2. Die Auswertung von Chromatogrammen.

2.1stlst  Qualitative Auswertung

2.1st1stl.Zweidimensionale Chromatogramme

Bei einfachen Detektoren besteht die analytische Information aus zwei Dimensionen namlich dem Detektorsignal
(z.B. der Extinktion, Leitfahigkeit oder dem Brechungsindex) und der Zeit. Anhand der Rickhaltezeiten
(Retentionszeiten) koénnen die im Probengemisch enthaltenen Substanzen identifiziert werden (unter gleichen
Bedingungen: d.h. gleiche Sdule, gleiche Eluentenzusammensetzung und gleiche Forderrate der Pumpe). Die
Retentionszeit setzt sich aus der Totzeit und der Netto-Retentionszeit zusammen. Die Totzeit ist diejenige Zeit, die
Substanzen, die nicht mit der stationdren Phase wechselwirken, bendtigen, um in den Detektor zu gelangen. Die
Totzeit kann angendhert durch die Zeit des Losungsmittelpeaks ersetzt werden.

Signal |
—
F— tl —
|
|
\ | ‘
| |
|
\
| | |
|
|
\
| | ‘
|
] |
pal I |
o Substanzl Substanz2 t >
Injektion
Ldsungsmittelpeak

tg: Totzeit
tj: Retentionszeit von Substanz 1,2,3,.......

t;:Nettoretentionszeit der Substanz 1,2,3..........
h: Hohe des Peaks
h1/2: Halbwertshéhe

hl/lO: 10% der Hohe
bq/2: Halbwertsbreite
w: Basisbreite

a: Abstand von der aufsteigenden Flanke zum Zentrum des Peaks (bei hq/10 zu bestimmen)
b: Abstand vom Zentrum des Peaks zur fallenden Flanke (bei h1/1q zu bestimmen)

2.1st1st2.Dreidimensionale Chromatogramme

Um sehr komplexe Proben untersuchen zu kdnnen, kann es notwendig sein mit Hilfe von Diodenarraydetektoren
oder Massenspektrometern zusatzlich zur Zeit noch spektrale Informationen zur sicheren Identifikation von



Substanzen zu gewinnen.

2.1st2nd Quantitative Auswertung

Bei allen Verfahren, bei denen ein zeitabh&ngiger Massen- bzw. Stoffmengenstrom auftritt, wird zur Quantifizierung
die Peakflache verwendet. Die Peakflache ist im linearen Arbeitsbereich des Verfahrens der Konzentration bzw.
Stoffmenge direkt proportional. Man vergleicht daher die Peakflichen von Standardlésungen bekannter
Zusammensetzung mit den entsprechenden Peakflachen der Probenchromatogramme.

2.1st3rd Beurteilung der Trennleistung einer Saule:

Zur Beurteilung der Giite einer Trennung kénnen aul3er den Brutto-Retentionszeiten noch folgende Parameter
herangezogen werden:

Der Kapazitétsfaktor k gibt an, in welchem Verhdltnis die Aufenthaltszeiten der Substanz in stationdrer und mobiler
Phase stehen.
I 1:0 t0

Die relative Retention o ist ein MaR fiur die Selektivitat und das Auflésungsvermdgen des Trennsystems.
ké tz _to

k, t—t, k, >k,

mit
Fur zwei benachbarte Peaks gilt:

o =1: Keine Trennung moglich:
o =1,5: Trennung ist fur quantitative Bestimmungen ausreichend.

Relative Retentionen tber 1,5 gehen auf Kosten der Analysenzeit. Oft kann die Trennung dann noch optimiert
werden.



Um die Trennleistungen zweier Sdulen vergleichen zu kénnen, kénnen aus einem Chromatogramm die effektive
Bodenhohe und die effektive Bodenzahl einer Sdule, bezogen auf eine bestimmte Substanz berechnet, werden.

Effektive Bodenzahl:

Nogs = 16- t—‘2—554- t—')
eff (W) = \b1z

Wenn die Saulenlange L bekannt ist 18Rt sich die effektive Bodenhdhe:
2 2
H oo — L . W _ L . b1/2
=16\ i 554 \ ti

2.1st3rd1. Peakverbreiterung und Peakasymmetrie:

Theoretischen Uberlegungen zufolge miite ein chromatographischer Peak die Form einer GauRkurve haben. Dies ist
in der Praxis jedoch nie der Fall. Es treten in den meisten Féllen asymmetrische Peaks auf, wobei meist das Ende des
Peaks verbreitert ist. Ein Mal fiir die Peakasymmetrie ist der Quotient aus den Abstanden zwischen Peakende -
Peakzentrum und Peakzentrum - Peakanfang, gemessen in 10% der Peakhdhe.

b
e

Man nennt diesen Effekt Tailing. Gute Trennsdulen haben einen As-Wert kleiner als 2,5

2

Griinde flr extremes Tailing:

- Uberladung der Trennséule mit Probe

- Schlecht gepackte Trennsdulen

- Totvolumina im Trennsystem

- Schlecht an das Analysenproblem angepalites Trennsystem (falsche Séule und /oder falscher
Eluent).

Eine Peakverbreiterung wird durch verschiedene Effekte hervorgerufen:

1. Streudiffusion: Beim Durchstrémen der stationaren Phase nehmen die Probenmolekdile unterschiedlich lange
Wege.

O
Oo%oogo oog
00 00O

2. Stromungsverteilung: In der Mitte von Stromungskanalen ist die Geschwindigkeit der mobilen Phase gréRer als
am Rand der Kanéle.

3. In nicht durchstrémten Poren der stationdren Phase bewegen sich die Molekiile langsamer. Die Molekiile kénnen
nur durch Diffusion wieder in die strémende mobile Phase gelangen.

Um diese Effekte zu minimieren, miissen Saulenfillmaterialien eine moglichst geringe Korngréfie und
KorngroRenverteilung haben.
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