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Der HPLC-Schrauber

„You press the button – we do the rest“. Mit diesem Spruch warb Mister Eastman
im Jahre 1934 für seine neue Kamera. Der Benutzer musste nur noch das Motiv
anvisieren und abdrücken, dann konnte er die Kamera abgeben und erhielt nach
ein paar Tagen die fertigen Bilder zusammen mit der frisch geladenen Kamera.
Das funktionierte hervorragend und hat die Firma Kodak1) groß gemacht. Es

funktionierte, solange der Film nicht klemmte, der Fotograf die Sonne im Rücken
hatte und auch nicht versuchte, bei Mondschein zu knipsen. Klemmte der frisch
erfundenen Rollfilm oder riss er womöglich, konnte man wohl den Knopf drücken
bei jedem schönen Motiv, aber keine Bilder abholen.
Heute gibt es HPLC-Geräte, da ist es ähnlich. Die Anlage wird vom Kunden-

dienst aufgestellt, der Benutzer stellt eine kleine Flasche mit der Probe hinein und
drückt einen Knopf. Der Computer spuckt ein Ergebnis aus, dessen Richtigkeit
selten angezweifelt wird, schließlich hat die Maschine mehr gekostet als ein Mit-
telklassewagen.
Das Ergebnis ist auch meistens richtig, innerhalb gewisser Grenzen. Und wenn

es erkennbar von allen vorherigen Ergebnissen abweicht, kommt der Kunden-
dienst und alles ist wieder in bester Ordnung.
Wenn der Anwender nun wüsste, was eigentlich in der teuren Maschine alles

passieren muss, um ein zumindest sachlich richtiges Messergebnis zu produzie-
ren, wäre er in der gleichen Lage wie ein Knipser um 1934, der einen verklemm-
ten Film selbst austauschen könnte.
Ich habe dieses Buch geschrieben für alle, die verstehen wollen, was in ihrer

Maschine passiert und selbst Hand anlegen wollen, wenn es mal nicht so funktio-
niert, wie es soll. Es fließen 25 Jahre Erfahrung in diese Anleitung, es ist ein reines
Praxisbuch ohne jeden theoretischen Ballast.
Der Leser wird kaum mathematische Formeln finden, aber manchmal geht es

halt nicht ohne, zum Beispiel bei der Berechnung der relativen Standardabwei-
chung für den Autosampler-Test.
Ich gehe davon aus, dass dem Leser und der Leserin die Grundlagen der HPLC

zumindest ansatzweise geläufig sind. Sollte das nicht der Fall sein, empfehle ich

IX

1) Den Wechsel zur Digitalfotografie hat die
Firma leider nicht überlebt.
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das Studium entsprechender Literatur meiner geschätzten Kollegen, die ich auch
für die Theorie der Trennung an dieser Stelle empfehlen möchte.
Die folgenden Kapitel befassen sich nacheinander mit den einzelnen Kompo-

nenten einer HPLC-Anlage. Es wird deren grundsätzlicher Aufbau besprochen,
die Funktion und die möglichen Fehlerquellen sowie deren Behebung.
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Einleitung

Der HPLC-Schrauber: gendermäßig völlig unkorrekt, denn natürlich sind auch die
Schrauberinnen gemeint. Aber der Verlag meinte, das wäre schon in Ordnung so.
Dieses Büchlein wendet sich an alle, die gern an der HPLC herumschrauben,

um die Anlage in Schuss zu halten. Die Handbücher geben wohl genaue Anwei-
sung, was zu tun ist, aber selten warum.
Dieses Büchlein soll einige Grundlagen der „Hardware“ vermitteln: wie funk-

tioniert eigentlich eine Pumpe, ein Detektor, ein Injektor, und an welchen Teilen
darf ich schrauben und an welchen nicht.

Sicherheitshinweise

Dieses Buch soll kein Servicehandbuch mit genau auf ein bestimmtes Gerät zuge-
schnittenen Arbeitsanweisungen ersetzen.
Alle Hinweise erfolgen nach bestem Wissen und aus langer Erfahrung, aber oh-

ne Gewähr, dass es auch wirklich immer so funktioniert wie beschrieben.
Der Autor übernimmt keine Verantwortung für eventuelle Beschädigungen an

Geräten durch Befolgen dieser Hinweise.
Die einschlägigen Sicherheitsbestimmungen sind unbedingt zu beachten. Ar-

beiten an mit Netzspannung betriebenen Geräten dürfen ausschließlich von quali-
fiziertem Fachpersonal ausgeführt werden.
Die Verwendung von gefährlichen Chemikalien ist ausschließlich kundigem

Laborpersonal vorbehalten.

Über den Autor

Werner Röpke, Jahrgang 1950, ist Mitbegründer und Geschäftsführer der Firma
TECHLAB GmbH in Erkerode (jetzt Braunschweig).
Nach Technikerschule und diversen Fortbildungen hat er unter anderem an der

Universität von Chiang Mai, Thailand, gearbeitet und dort die instrumentelle Ana-
lytik betreut.
Werner Röpke ist Inhaber verschiedener Patente auf dem Gebiet der Hochleis-

tungsflüssigkeitschromatographie und hat sich während der Tätigkeit in seiner
Firma umfassendes Wissen über Hochdruckpumpen und sonstige HPLC-Hard-
ware angeeignet.
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SI-Einheiten

Das steht für Système international d’unités, ein kohärentes, metrisches Einhei-
tensystem.
Aber so lange noch Pumpen auf dem Markt sind, die den Druck in Pounds per

Square Inch (psi) angeben, nehme ich mir die Freiheit, auch die anschaulichen
alten Bar und Kilogramm zu verwenden.
Ja, es ist falsch, ich weiß. Aber wenn mir jemand sagt, draußen steht ein Topf

mit 3,7 ! 1010 Bq Cobalt-60, muss ich erst mal meinen Taschenrechner suchen.
Wer er sagt, da steht ein Topf mit einem Curie Cobalt-60, laufe ich ganz schnell
weg. (Die Strahlung nimmt mit dem Quadrat der Entfernung ab).
Tausend Bar sind schon gefühlsmäßig eine Menge, hundert Megapascal eher

nicht.
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Die Pumpe

Im Gegensatz zur Gaschromatografie muss die mobile Phase bei der HPLC mit-
tels geeigneter Vorrichtungen durch die Anlage gefördert werden. Nicht genug da-
mit, es müssen auch die verschiedensten Flüssigkeiten gepumpt werden, von
simplem Wasser bis zu leichtsiedenden Kohlenwasserstoffen. Der Begriff „simp-
les Wasser“ ist stark untertrieben, wie wir später noch sehen werden, denn gerade
hierbei eröffnen sich diverse Fehlerquellen.

Copyright Techlab GmbH

Da es Hochdruckflüssigkeitschromatografie heißt, müssen die Pumpen einiges
leisten. Böse Zungen übersetzen HPLC mit „High Price Liquid Chromatography“,
aber das ist natürlich Unsinn.
Um eine Flüssigkeit zu fördern, gibt es mehrere Methoden: Schlauchpumpen,

Kreiselpumpen, Zahnradpumpen und Kolbenpumpen.
Schlauchpumpen werden gelegentlich in der Säulenchromatografie eingesetzt,

bauen aber nur 2–3 bar Druck auf. Kreisel- und Zahnradpumpen haben Schlupf
und können daher auch nicht verwendet werden. Schlupf bedeutet, dass die För-
derung nie 100 % beträgt, sondern in Abhängigkeit von Druck und Drehzahl et-
was von der Flüssigkeit „zurückschlüpft“, also in der Gesamtfördermenge fehlt.

1
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Bleiben also nur Kolbenpumpen, im Prinzip wie die alten Feuerwehrpumpen, nur
kleiner und mit Motor. Hier beträgt die Förderung 100 %, das heißt, der Kolben-
inhalt, der angesaugt wurde, wird auch gefördert.
HPLC-Hochdruckpumpen sind prinzipiell immer gleich aufgebaut: Ein Motor

bewegt über ein Getriebe oder eine Untersetzung eine Nocke, die wiederum einen
Stößel betätigt.1) Dieser, aus Saphir oder Keramik2) gefertigt, bewirkt die eigent-
liche Pumparbeit. Das Prinzip zeigt diese Abbildung:

Copyright Chemgapedia, FIZ; Wiley Information Services GmbH

Die Nocke links dreht sich im Uhrzeigersinn und drückt den Stößel langsam
nach rechts, der Inhalt des Zylinders wird durch das untere Ventil auf die Säule
befördert.
In der sehr schnellen Rückwärtsbewegung (deswegen die ungewöhnliche No-

ckenform) ist das obere Ventil geöffnet, das untere geschlossen. Durch den ent-
stehenden Unterdruck wird Flüssigkeit angesaugt. Bei der nächsten Umdrehung
der Nocke beginnt der Zyklus wieder von vorn.
Es leuchtet ein, dass die Förderung nicht sehr gleichmäßig erfolgt. Es erfolgt ja

abwechselnd eine Saug- und eine Förderphase, was den Druck sehr stark schwan-
ken lässt.
Allerdings ist die Saugphase sehr kurz, schaltet man ein Reservoir zwischen

Pumpe und Anwendung, dessen Abfluss etwas kleiner ist als der Zufluss kann
damit schon eine sehr gleichmäßige Förderung erreicht werden. Zusätzlich kön-
nen die Lastwechsel noch über die Drehzahl des Motors „geglättet“ werden, das
hört man an dem „unrunden“ Betriebsgeräusch. Dazu muss die Steuerung nur
wissen, wo die Nocke gerade steht, um dann entsprechend zu beschleunigen oder
abzubremsen. Diese Positionsanzeige wird normalerweise mit einer kleinen Licht-
schranke abgegriffen.
Reine Einkolbenpumpen eignen sich aus Prinzip nicht für die saugseitige Gra-

dientenformung, dazu später.

2

1) Pumpen der Firma Agilent haben einen
Spindelantrieb für die Kolbenbewegung,
sonst ist das Prinzip das Gleiche.

2) Zu den Stößeln und den Materialien, aus
denen sie gefertigt werden, kommen wir
am Ende des Kapitels.
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Die Einkolbenpumpen mit schneller Saugphase sind einfach und robust aufge-
baut und sehr betriebssicher. Durch die schnelle Saugphase werden etwaige Luft-
blasen einfach mitgerissen und setzen sich nicht im Ventil fest. Dass sie natürlich
zu Störungen im Chromatogramm führen können, wird später ausführlich be-
sprochen.
Für Zweikolbenpumpen benötigt man alles doppelt: Die Nocke, den Saphirkol-

ben, den Pumpenkopf. Das verteuert die Sache schon mal erheblich, man erhält
allerdings sehr ruhig laufende Pumpen. Ein Reservoir wie bei der Einkolbenpum-
pe wird nicht benötigt, was das „Totvolumen“ erheblich verringert. Dieser Begriff
ist etwas irreführend, da die Flüssigkeit dort ja keinen „toten Raum“ bildet, der
nicht durchströmt wird. Unter Totvolumen in der HPLC versteht man gemeinhin
das gesamte innere Volumen eines Gerätes. Wenn eine Pumpe ein Totvolumen
von 10 mL hat, so bedeutet dies lediglich, dass es bei einem Fluss von 1 mL/min
zehn Minuten dauern würde, dieses Volumen einmal auszutauschen. Das ist ein
sehr wichtiges Kriterium für Gradientenpumpen: Eine Veränderung der Laufmit-
tel von A nach B über die Zeit t geht umso schneller vonstatten, je kleiner das
Totvolumen der Pumpe ist. Mittlerweile hat sich aber der Begriff „Verweilvolu-
men“ durchgesetzt, der zusammen mit der „Verweilzeit“ die Problematik präziser
beschreibt:
Je größer das Verweilvolumen einer Gradientenpumpe, desto länger braucht es,

bis eine Änderung der Zusammensetzung auf der Säule ankommt. Deswegen
sind Niederdruck-Gradientenpumpen für kleinste Flussraten schwierig zu kon-
struieren, weil eben die Volumina von Pumpenkopf und Dosierventilen eine ge-
wisse Mindestgröße beanspruchen.
Aber nun habe ich mit dem Tot- oder Verweilvolumen weit vorgegriffen, denn

unsere Pumpe pumpt ja noch nicht einmal!
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1.1

Die parallele Doppelkolbenpumpe

Copyright Techlab GmbH

Bei der parallelen Doppelkolbenpumpe sind beide Köpfe gleich aufgebaut, die
Nocken nur um etwa 180° versetzt. Während ein Kopf in der Saugphase ist, fördert
der andere. Die Überschneidung ist so berechnet, dass sich ein sehr pulsationsar-
mer Fluss ergibt.

Vorteile: Sehr pulsationsarm, doppelte Fördermenge bei gleicher Drehzahl im
Vergleich zur Einkolbenpumpe.
Nachteile: Wenn eine Fehlfunktion der Ventile vorliegen sollte, ist die Lokalisie-
rung etwas schwierig, es gibt ja vier Stück.

Wie die nachfolgenden Diagramme zeigen, gibt es aber auch bei der Zweikolben-
pumpe einen kleinen Druckeinbruch beim Lastwechsel.
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