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Wichtige und nützliche Gleichungen für die HPLC

Dies ist ein Kompendium. Die Gleichungen werden in den Kapiteln
2 und 8 erklärt.

Retentionsfaktor:

k �
tR � t0

t0

Trennfaktor, α-Wert:

α �
k2

k1

Auflösung:

R � 2
tR2

� tR1

w1 � w2

� 1,18
tR2

� tR1

w 1

2
1 � w 1

2
2

Zahl der theoretischen Trennstufen:

N � 16�tR
w�2

� 5,54� tR
w 1

2

�2
� 2π�hp · tR

Ap
�2

N �
1

dp

Höhe einer theoretischen Trennstufe:

H �
Lc

N

Asymmetrie, Tailing:

T �
b0,1

a0,1

T �
w0,05

2f
oder
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Lineare Fließgeschwindigkeit der mobilen Phase:

u �
Lc

t0

Porosität der Säulenpackung:

ε �
VSäule � VFüllmaterial

VSäule

Lineare Fließgeschwindigkeit der mobilen Phase wenn ε � 0,65
(chemisch gebundene Phase):

u[mm/s] �
4F

d 2
c · π · ε

� 33
F [ml/min]

d 2
c [mm2]

Totzeit, Durchbruchszeit wenn ε � 0,65:

t0 [s] � 0,03
d 2

c[mm2] Lc[mm]

F [ml/min]

Reduzierte Trennstufenhöhe:

h �
H

dp

�
Lc

N · dp

Reduzierte Fließgeschwindigkeit der mobilen Phase:

ν �
u · dp

Dm

� 1,3 · 10�2 dp [μm]F [ml/min]

ε · Dm[cm2/min] d 2
c [mm2]

Reduzierte Fließgeschwindigkeit in normaler Phase (Hexan, Probe
mit kleiner molarer Masse, d. h. Dm � 2,5 ⋅ 10�3 cm2/min) wenn ε
� 0,8:

νNP � 6,4
dp [μm] F [ml/min]

d 2
c [mm2]

Reduzierte Fließgeschwindigkeit in umgekehrter Phase (Wasser/
Acetonitril, Probe mit kleiner molarer Masse, d. h. Dm � 6 ⋅ 10�4

cm2/min) wenn ε � 0,65:

νRP � 33
dp [μm] F [ml/min]

d 2
c [mm2]

Beachte: Optimale Geschwindigkeit bei ca. ν � 3; dann ist h � 3
bei sehr guter Säulenpackung (Probe mit kleiner molarer Masse,
gute Stoffaustauscheigenschaften).

Reduzierter Strömungswiderstand wenn ε � 0,65:

Φ �
Δp ⋅ d 2

p

Lc ⋅ η ⋅ u
� 3,1

Δp [bar] d 2
p [μm2] d 2

c [mm2]

Lc [mm] η [mPas] F [ml/min]

Beachte: Φ � 500 für sphärische Packung, bis 1000 für irreguläre
Packung.
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Δp �
1

d 2
p

Gesamt-Analysenzeit:

ttot �
Lc ⋅ dp

ν ⋅ Dm

(1 � klast)

Gesamt-Lösungsmittelverbrauch:

Vtot �
1

4
Lc ⋅ d 2

c ⋅ π ⋅ ε (1 � klast)

Vtot � d 2
c

AP Peakfläche
a0,1 Breite der Peakvorderseite auf 10 % der Höhe
b0,1 Breite der Peakrückseite auf 10 % der Höhe
dc Innendurchmesser der Säule
Dm Diffusionskoeffizient der Probe in der mobilen Phase
dp Korndurchmesser der stationären Phase
F Volumenstrom der mobilen Phase
f Breite der Peakvorderseite auf 5 % der Höhe
hP Peakhöhe
klast Retentionsfaktor des letzten Peaks
Lc Säulenlänge
tR Retentionszeit
t0 Totzeit, Durchbruchszeit
V Volumen
w Peakbreite
w 1

2
Peakbreite in halber Höhe

w 0,05 Peakbreite in 5 % der Höhe
η Viskosität der mobilen Phase
Δp Druckverlust
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A. J. P. Martin und R. L. M.
Synge, Biochem. J. 35 (1941)
1358.

1

Einleitung

1.1

HPLC: Eine leistungsfähige Trennmethode

Eine leistungsfähige Trennmethode muss in der Lage sein, Mi-
schungen mit einer großen Anzahl von ähnlichen Analyten aufzulö-
sen. Abbildung 1.1 zeigt ein Beispiel. Acht Benzodiazepine können
in 70 Sekunden getrennt werden.
Ein derartiges Chromatogramm liefert unmittelbar qualitative und
quantitative Information: Die Elutionszeit (Zeit, nach welcher das
Signal auf dem Schreiber oder Bildschirm erscheint) ist bei den ge-
wählten Bedingungen für jeden Stoff des Gemisches charakteri-
stisch; und sowohl Fläche als auch Höhe jedes Signals ist zur Menge
des entsprechenden Stoffes proportional.
Wir sehen an diesem Beispiel, dass diese Chromatographie-Methode
sehr leistungsfähig ist, das heißt, sie liefert gute Trennungen in kur-
zer Zeit. HPLC ist die Abkürzung für

High Performance Liquid Chromatography
Hoch-Leistungs-Flüssig-Chromatographie

Schon die „Erfinder“ der modernen Chromatographie, Martin und
Synge, zeigten 1941 mit theoretischen Überlegungen, dass für eine
wirksame Chromatographie in flüssiger Phase

– sehr kleine Teilchen für die stationäre Phase und dementspre-
chend

– hoher Druck zum Durchpressen der mobilen Phase
notwendig sind. HPLC heißt deshalb auch

High Pressure Liquid Chromatography
Hoch-Druck-Flüssig-Chromatographie
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Abb. 1.1 HPLC-Trennung von Benzodiazepinen (nach T. Welsch, G. Mayr und
N. Lammers, InCom-Sonderband Chromatography, Düsseldorf 1997, S. 357)
Probe: je 40 ng; Säule: 4,6 mm � 3 cm; stationäre Phase: ChromSphere UOP
C18 1,5 μm (unporös); mobile Phase: 3,5 ml/min Wasser/Acetonitril 85:15; Tem-
peratur: 35°C; Detektor: UV 254 nm; 1) Bromazepam; 2) Nitrazepam; 3) Clona-
zepam; 4) Oxazepam; 5) Flunitrazepam; 6) Hydroxydiazepam (Temazepam);
7) Desmethyldiazepam; 8) Diazepam (Valium)

1.2

Ein erstes HPLC-Experiment

Obwohl die Bestimmung von Coffein in Kaffee ein einfaches Anfän-
ger-Experiment darstellt, ist es empfehlenswert, sich von einer Per-
son mit Erfahrung auf dem zur Verfügung stehenden Gerät helfen
zu lassen.
Am bequemsten ist es, wenn ein HPLC-System mit zwei Lösungs-
mittel-Vorratsflaschen benützt werden kann. Verwenden Sie Wasser
und Acetonitril; beide Eluenten müssen filtriert (Porenweite � 1
μm) und entgast werden. Spülen Sie die Apparatur mit reinem Ace-
tonitril. Schließen Sie eine so genannte Umkehrphasen-Säule (ODS
oder C18, ebenso gut auch eine C8-Säule) in der korrekten Flussrich-
tung (falls angegeben) an und spülen Sie sie während etwa 10 Minu-
ten mit Acetonitril. Die günstige Flussrate hängt vom Innendurch-
messer der Säule ab: 1–2 ml/min bei 4,6 mm, 0,5–1 ml/min bei 3
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mm und 0,3–0,5 ml/min bei 2 mm. Dann ändern Sie die Zusam-
mensetzung der mobilen Phase auf Wasser/Acetonitril 8:2 und spü-
len Sie nochmals während 10–20 Minuten. Der UV-Detektor wird
auf 272 nm eingestellt (aber 254 nm ist auch möglich). Brauen Sie
einen Kaffee (aber nicht etwa einen coffeinfreien!) und nehmen Sie
davon eine kleine Probe, bevor Sie Milch, Zucker oder Süßstoff zu-
fügen und filtrieren Sie diese (� 1 μm). Man kann auch Schwarztee
(ebenfalls ohne Zusätze) oder ein Colagetränk mit Coffein (vorzugs-
weise zuckerfrei) einsetzen. Diese Getränke müssen ebenfalls fil-
triert werden. Injizieren Sie 10 μl Probe. Ein Chromatogramm ähn-
lich demjenigen von Abbildung 1.2 wird erscheinen. Das letzte
grosse Signal ist üblicherweise der Coffeinpeak. Falls er zu hoch ist,
so müssen Sie weniger einspritzen und umgekehrt; die Abschwä-
chung (Attenuation, Range) des Detektors kann ebenfalls angepasst
werden. Es ist empfehlenswert, ein Probenvolumen zu wählen, das
einen Coffeinpeak ergibt, der nicht höher als Extinktion 1 (absorp-
tion unit, AU) wird; dieser Wert wird am Detektor angezeigt. Falls
der Peak spät erscheint, beispielsweise erst nach 10 Minuten, so
muss der Acetonitrilgehalt in der mobilen Phase erhöht werden
(man versuche Wasser/Acetonitril 6:4). Wird er früh und mit
schlechter Auflösung zum ersten Peakhaufen eluiert, so verringert
man den Acetonitrilgehalt (beispielsweise auf 9:1).
Der Coffeinpeak kann integriert werden, was eine quantitative Ge-
haltsbestimmung Ihres Getränks ermöglicht. Stellen Sie mehrere
Kalibrierlösungen von Coffein in der mobilen Phase her, etwa im
Bereich von 0,1 bis 1 mg/ml, und injizieren Sie diese. Für die quan-
titative Analyse können sowohl Peakflächen wie auch Peakhöhen
ausgewertet werden. Die Kalibrierkurve sollte linear sein und durch
den Ursprung verlaufen. Der Coffeingehalt im Getränk kann sehr
unterschiedlich sein und der in der Abbildung genannte Wert von
0,53 mg/ml spiegelt nur den Geschmack der Autorin wider.
Nach Beendigung dieser Analysen spüle man die Säule wieder mit
reinem Acetonitril.

1.3

Die flüssigchromatographischen Trennverfahren

Adsorptions-Chromatographie

Das Prinzip ist aus der klassischen Säulenchromatographie oder
Dünnschichtchromatographie bekannt: Als stationäre Phase dient
ein relativ polares Material mit hoher spezifischer Oberfläche, mei-
stens Silicagel (Kieselgel), aber auch Aluminiumoxid oder Magnesi-
umoxid. Die mobile Phase ist relativ apolar (Pentan bis Tetrahydro-
furan). Die Trennung erfolgt durch unterschiedliche Adsorption der
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Abb. 1.2 HPLC-Trennung von Kaffee
Säule: 2 mm � 15 cm; stationäre Phase:
YMC 120 ODS-AQ 3mm; mobile Phase: 0,3
ml/min Wasser/Acetonitril 8:2; Detektor: UV
272 nm

verschiedenen Molekülsorten im Gemisch an der stationären Phase.
Ein apolares Lösungsmittel (z. B. Hexan) eluiert langsamer als ein
stärker polares (z. B. Ether): Faustregel: Polare Stoffe werden später
eluiert als apolare.
(Gedächtnisstütze: polar heißt wasserlöslich, hydrophil; apolar heißt
fettlöslich, lipophil.)

Umkehrphasen-Chromatographie

Reversed-phase-Chromatographie
Es gilt das Umgekehrte des oben Gesagten:
Die stationäre Phase ist sehr apolar. Die mobile Phase ist relativ
polar (Wasser bis Tetrahydrofuran). Ein polares Lösungsmittel (z. B.
Wasser) eluiert langsamer als ein weniger polares (z. B. Acetonitril).
Faustregel: Apolare Stoffe werden später eluiert als polare.

Chromatographie an chemisch gebundenen Phasen

Die stationäre Phase ist durch eine chemische Reaktion kovalent an
das Trägermaterial gebunden. Durch geeignete Wahl der Reaktions-
partner lässt sich eine Vielzahl von stationären Phasen herstellen.
Die oben erwähnte Umkehrphasen-Chromatographie ist der wichtig-
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ste Spezialfall der Chromatographie an chemisch gebundenen Pha-
sen.

Ionenaustausch-Chromatographie

Die stationäre Phase enthält ionische Gruppen (z. B. �NR3
� oder

�SO3
�), welche mit ionischen Gruppen der Probemoleküle in

Wechselwirkung treten. Die Methode ist z. B. zur Trennung von
Aminosäuren, Stoffwechselprodukten und organischen Ionen geeig-
net.

Ionenpaar-Chromatographie

Die Ionenpaar-Chromatographie eignet sich ebenfalls für die Tren-
nung von ionischen Substanzen, eliminiert aber gewisse Probleme,
die bei der Ionenaustausch-Chromatographie auftreten können. Die
ionischen Probemoleküle werden durch ein geeignetes Gegenion
„maskiert“. Die Hauptvorteile sind: man benötigt keine Ionenaus-
tauscher, sondern die weit verbreiteten Umkehrphasensysteme;
gleichzeitige Analyse von Säuren, Basen und Neutralstoffen ist mög-
lich.

Ionenchromatographie

Für die Trennung von Ionen starker Säuren und Basen (z. B. Cl�,
NO3

�, Na�, K�) wurde die Ionenchromatographie entwickelt. Sie
ist ein Spezialfall der Ionenaustausch-Chromatographie, von der sie
sich aber durch apparative Besonderheiten unterscheidet.

Ausschluss-Chromatographie (Gelchromatographie)

Man unterteilt sie in Gel-Permeations-Chromatographie (mit organi-
schen Lösungsmitteln) und Gel-Filtrations-Chromatographie (mit
wässrigen Lösungen).
Die Ausschluss-Chromatographie trennt die Probemoleküle nach
Molekülgröße, d.h. nach Molekülmasse. Die größten Moleküle wer-
den am schnellsten eluiert, die kleinsten am langsamsten. Sie ist die
elegante Methode der Wahl, wenn sich in einer Mischung Stoffe
befinden, die sich in ihren Molekülmassen mindestens um 10% un-
terscheiden.

Affinitäts-Chromatographie

Hier ist eine hochspezifische biochemische Wechselwirkung die Ur-
sache der Trennung. Die stationäre Phase enthält ganz bestimmte
Molekülgruppen, welche nur dann eine Probe adsorbieren können,
wenn gewisse räumliche (sterische) und ladungsmäßige Vorausset-
zungen erfüllt sind (vgl. die Wechselwirkung zwischen Antigen und
Antikörper). Mit der Affinitäts-Chromatographie lassen sich Pro-
teine (Enzyme wie auch Strukturproteine), Lipide etc. ohne großen
Aufwand aus komplexen Mischungen isolieren.
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1.4

Die HPLC-Apparatur

Eine HPLC-Apparatur kann modular zusammengestellt sein, d. h.
aus einzelnen Instrumenten bestehen oder als Kompaktgerät gebaut
sein. Beim modularen Konzept ist man flexibler, wenn ein Bestand-
teil ausfällt, und die einzelnen Geräte müssen nicht alle vom glei-
chen Hersteller stammen. Wer aber nicht gerne selbst kleinere Re-
paraturen ausführt, ist mit einer Kompaktanlage besser bedient. Sie
ist nicht Platz sparender als eine modular aufgebaute Apparatur.
Ein HPLC-Instrument besteht mindestens aus den Teilen, die in
Abbildung 1.3 gezeigt sind: Vorrat an mobiler Phase, Zuleitung mit
Fritte, Hochdruckpumpe, Probenaufgabesystem, Säule, Detektor so-
wie Datenerfassung, in den meisten Fällen kombiniert mit Datenver-
arbeitung. Die Säule ist zwar das wichtigste Element, üblicherweise
aber auch das kleinste. Für temperaturkontrollierte Trennungen
steckt sie in einem Thermostaten. Oft arbeitet man mit mehr als
einem Lösungsmittel, sodass noch Mischung und Steuerung not-
wendig sind. Geschieht die Datenerfassung mit einem Computer, so
kann dieser auch die Kontrolle der ganzen Apparatur übernehmen.

Abb. 1.3 Schema einer HPLC-Apparatur
1) Lösungsmittelvorrat, 2) Zuleitung mit
Fritte, 3) Pumpe (mit Digitalanzeige des
Drucks), 4) Probenaufgabe, 5) Säule, eventuell
thermostatisiert, 6) Detektor, 7) Abfall,
8) Datenerfassung und -verarbeitung
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G. Guiochon, J. Chromatogr.
189 (1980) 108.

1.5

Sicherheit am HPLC-Arbeitsplatz

Beim Arbeiten mit HPLC sind drei Gesundheitsrisiken zu beachten:
– Giftige Lösungsmittel
– Lungengängige stationäre Phasen
– Gefahren durch die Verwendung hoher Drucke.
Die kurz- und langfristigen Risiken durch Lösungsmittel und
Dämpfe sind allgemein bekannt, doch werden sie meist zuwenig
beachtet. Zur guten Arbeitspraxis gehört das Verschließen der Vor-
rats- und Abfallflaschen mit gelochten Plastikkappen. Das Loch ist
so klein, dass nur der als Zu- oder Ableitung dienende Teflon-
schlauch Platz findet. So können keine gesundheitsgefährdenden
Dämpfe in die Laborluft gelangen (und die hochreinen Lösungsmit-
tel sind vor Staub geschützt). Lösungsmittel sollen nur im gut zie-
henden Abzug umgefüllt werden.
Wenig bekannt und entsprechend unbeachtet ist die Tatsche, dass
Teilchen der Korngröße 5 mm und kleiner, wie sie in der HPLC
verwendet werden, lungengängig sind (sie werden in den Bronchien
nicht zurückgehalten und geraten in die Lunge). Wie groß ein even-
tuelles langfristiges Gesundheitsrisiko durch diese Art Fremdkörper
ist, ist noch kaum bekannt. Vorsichtshalber sind alle Arbeiten, bei
denen stationäre Phasen als Staub entweichen können (Öffnen von
Vorratsfläschchen, Abwägen etc.) im Abzug durchzuführen.
Das Risiko durch den Betrieb von Hochdruckpumpen ist nicht sehr
groß. Im Gegensatz zu Gasen sind Flüssigkeiten nur wenig kom-
pressibel: ca. 1 Volumenprozent pro 100 bar. Auch unter hohem
Druck haben daher Flüssigkeiten kaum Energie gespeichert. Bei ei-
nem Leck an einem Apparateteil tritt ein scharfer Flüssigkeitsstrahl
aus, aber eine Explosion ist nicht zu befürchten. Immerhin kann
dieser Flüssigkeitsstrahl Personen ernsthaft gefährden. In einer zum
Entleeren geöffneten Säule, welche unter Druck steht, darf nicht ge-
stochert werden! Die Beschreibung eines so provozierten Unfalls ist
zur Lektüre dringend empfohlen.

1.6

Vergleich von Hochleistungs-Flüssigchromatographie

und Gaschromatographie

GC ist ebenso wie HPLC eine Hochleistungs-Chromatographie. Der
wichtigste Unterschied besteht jedoch darin, dass für die GC nur
Stoffe infrage kommen, die flüchtig sind oder sich bei höheren Tem-
peraturen unzersetzt verdampfen lassen oder von denen man flüch-
tige Derivate reproduzierbar herstellen kann. Nur etwa 20% der be-
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kannten organischen Verbindungen lassen sich ohne Vorbehand-
lung gaschromatographisch analysieren.
Für die Flüssigchromatographie ist Bedingung, dass sich die Probe
in irgend einem Lösungsmittel löst. Außer bei vernetzten hochmole-
kularen Stoffen trifft dies für alle organischen und die ionischen
anorganischen Stoffe zu.

Anforderung GC HPLC

schwierige Trennungen möglich möglich
Raschheit ja ja
Automatisierung möglich möglich
Anpassung des Systems durch Änderung der durch Änderung von sta-
an das Trennproblem stationären Phase tionärer und mobiler

Phase

Anwendung begrenzt fehlende Flüchtigkeit Unlöslichkeit
durch thermische Zersetzung

Typische Trennstufenzahlen: pro Säule pro Meter
– GC mit gepackten Säulen 2000 1000
– GC mit Kapillarsäulen 50000 3000
– klassische Flüssigchromatographie 100 200
– HPLC 5000 50000

In Theorie und Praxis sind zur Gaschromatographie drei wichtige
Unterschiede festzustellen:
1. Der Diffusionskoeffizient der Probe in der mobilen Phase ist in

der HPLC bedeutend kleiner als in der GC. Dies ist ein Nachteil,
weil der Diffusionskoeffizient der wichtigste Faktor ist, welcher
die Analysengeschwindigkeit bestimmt.

2. Die Viskosität der mobilen Phase ist in der HPLC größer als in
der GC. Dies ist ein Nachteil, weil hohe Viskosität kleine Diffu-
sionskoeffizienten und hohen Strömungswiderstand der fließen-
den mobilen Phase zur Folge hat.

3. Die Kompressibilität der mobilen Phase unter Druck ist in der
HPLC im Gegensatz zur GC vernachlässigbar gering. Dies ist ein
Vorteil, weil dadurch die Strömungsgeschwindigkeit der mobilen
Phase über die ganze Länge der Säule konstant ist, sodass bei
geeigneter Geschwindigkeit überall optimale chromatographische
Verhältnisse vorliegen.
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1.7

Druckeinheiten

1 bar � 0,987 atm � 1,02 at � 105 Pa (Pascal) � 14,5 psi

1 MPa � 10 bar (Mega-Pascal, SI-Einheit)
1 atm � 1,013 bar (physikalische Atmosphäre)
1 at � 0,981 bar (technische Atmosphäre, 1 kp/cm2)
1 psi � 0,0689 bar (pound per square inch)

Faustregel: 1000 psi � 70 bar 100 bar � 1450 psi

Man beachte den Unterschied zwischen psia � psi absolut und psig
� psi gauge (Manometer), womit psi Überdruck gemeint ist.

1.8

Längeneinheiten

In der HPLC ist man oft mit englischen Einheiten konfrontiert,
wenn es um Durchmesser von Rohren oder Kapillaren geht. Einheit
ist der Zoll oder inch (Mehrzahl inches), abgekürzt ’’ oder i geschrie-
ben. Kleinere Einheiten sind nicht Zehntelzoll, sondern 1

2
, 1

4
, 1

8
, 1

16
’’

oder Vielfache davon.

1 ’’ � 25,40 mm � 9,525 mm � 4,76 mm3

8
’’ 3

16
’’

� 12,70 mm � 6,35 mm � 3,175 mm1

2
’’ 1

4
’’ 1

8
’’

� 1,59 mm1

16
’’

1.9
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2

Theoretische Grundlagen

2.1

Der chromatographische Prozess

Definition:

Chromatographie ist ein Trennprozess, bei welchem das Probenge-
misch zwischen zwei Phasen im chromatographischen Bett (Trenn-
säule oder Ebene) verteilt wird. Eine Hilfsphase ruht, die andere
Hilfsphase strömt daran im chromatographischen Bett vorbei.
Ruhende Hilfsphase � stationäre Phase: zur „Adsorption“ (im weite-
sten Sinn) fähiges Material in der Form von festen Teilchen, behan-
delten Oberflächen oder flüssigkeitsbelegten Trägern. Strömende
Hilfsphase � mobile Phase: Gas oder Flüssigkeit.
Verwendet man ein Gas, so spricht man von Gaschromatographie;
bei allen Arten von Flüssigchromatographie (inkl. Dünnschicht-
Chromatographie) ist die mobile Phase flüssig.

Experiment:

Trennung von Testfarbstoffen
Man fülle eine „klassische“ Chromatographiesäule mit Hahn (oder
ein unten verjüngtes Glasrohr von ca. 2 cm Durchmesser mit
Schlauchquetschhahn) etwa 20 cm hoch mit einer Suspension von
Silicagel in Toluol. Nach dem Absetzen der Füllung bringe man mit
einer Mikroliterspritze 50 bis 100 ml Farbstofflösung (z. B. Testfarb-
stoff-Gemisch II N der Firma Camag, Muttenz/Schweiz) auf das Bett
und eluiere mit Toluol.

Beobachtung:

Die verschiedenen Farbstoffe wandern verschieden schnell durch die
Säule. Das Auftrennen in sechs Zonen ist die Folge: Fettrot 7B, Sud-
angelb, Sudanschwarz (2 Komponenten), Fettorange und Artisilblau
2 RP. Stoffe, die sich bevorzugt in der mobilen Phase aufhalten,
wandern rascher als Stoffe, die sich bevorzugt in der stationären
Phase aufhalten.
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Als Maß für die Tendenz, sich bevorzugt in der einen oder der ande-
ren Phase aufzuhalten, dient der Verteilungskoeffizient K:

KX �
cstat

cmob

cstat: Konzentration (eigentlich Aktivität) des Stoffes X in der sta-
tionären Phase
cmob: Konzentration des Stoffes X in der mobilen Phase

oder der Retentionsfaktor k (früher Kapazitätsfaktor k’):

kX �
nstat

nmob

nstat: Anzahl Mole des Stoffes X in der stationären Phase bei
Gleichgewicht
nmob: Anzahl Mole des Stoffes X in der mobilen Phase bei Gleich-
gewicht

Stationäre und mobile Phase müssen natürlich in innigem Kontakt
miteinander stehen, damit sich ein Verteilungsgleichgewicht einstel-
len kann.
Damit sich ein Stoffgemisch trennt, müssen die verschiedenen
Komponenten im betreffenden chromatographischen System ver-
schiedene Verteilungskoeffizienten und daher auch verschiedene
Retentionsfaktoren haben.

Bildliche Darstellung der Trennung:

a) Eine Mischung aus zwei Komponenten � und � wird auf das
chromatograpische Bett aufgegeben.

b) Die � halten sich bevorzugt in der stationären Phase auf, die �

bevorzugt in der mobilen Phase. Hier ist

k� �
5

2
� 2,5 und k� �

2

5
� 0,4.

c) Wenn frisches Fließmittel nachströmt, so stellt sich ein neues
Gleichgewicht ein: Probemoleküle, die sich in der mobilen Phase
befanden, werden von der „nackten“ Oberfläche der stationären
Phase gemäß ihrem Verteilungskoeffizienten zum Teil adsorbiert,
während vorher adsorbierte Moleküle wieder in die mobile
Phase übertreten.

d) Nach oftmaliger Wiederholung dieses Vorgangs sind die beiden
Komponenten getrennt. Die � bevorzugen die mobile Phase und
wandern schneller als die �, welche mehr an der stationären
Phase „kleben“.


