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SUMMARY

Contribution to direct coupling of supercritical fluid extraction to capillary supercritical
fluid chromatography. I. Theoretical optimization of some important instrumental pa-
rameters.

Up until now supercritical fluid extraction (SFE) and supercritical fluid chro-
matography (SFC) were developed independently. The present work examines for
the first time direct coupling of SFE to capillary SFC. This article deals with the
theoretical optimization of some important instrumental parameters such as capillary
inside diameter, capillary length, pressure drop along the column, linear gas velocity
in column and injection volume. For an injection volume of 1 ul, capillaries with 0.15
mm inside diameter represent an optimum for direct coupling SFE to capillary SFC.
However they are not yet commercially available. ‘

EINLEITUNG

Hochverdichtete Gase im kritischen Temperaturbereich besitzen gasihnliche
Viskositidten und Diffusionskoeffizienten die wesentlich {iber jenen von Fliissigkeiten
liegen, zeigen jedoch wegen ihrer grossen Dichte dhnliche Lsungseigenschaften wie
Fliissigkeiten. Diese vorteilhaften physikalischen Eigenschaften fiihrten in den letzten
Jahren zur Anwendung iiberkritischer Gase als Extraktionsmittel in der Lebensmit-
tel- und Aromaindustrie (Fluidextraktion, SFE), sowie als mobile Phase in der Chro-
matographie (Fluidchromatographie, SFC)!.

Die SFC erlaubt weit bessere Trennleistungen (30 - 10°-50 - 103 theoretische
Boden pro Sidule) als die Hochleistungs-Fliussigchromatographie (HPLC; 5 - 103-10
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- 10%) und ermdglicht im Gegensatz zur Gaschromatographie (GC) auch die Auf-
trennung von schwer fliichtigen und/oder thermisch labilen Verbindungen?-3. Es feh-
len jedoch heute noch zum “cold-trapping” der Gaschromatographie analoge Ein-
spritztechniken zur Aufgabe relativ verdiinnter Proben.

Hauptvorteile der SFE sind die sehr einfache Regulierung des Losungsver-
mogens durch Anpassung des Drucks und/oder der Temperatur sowie die mit geeig-
neten Uberkritischen Gasen, insbesondere Kohlendioxid, sehr milden Extraktions-
bedingungen!. Die Variationsmoglichkeiten der Extraktions- und Abscheidebeding-
ungen (siche z.B. Kohler*) kommen zwar einerseits einem mdglichen Anwender sehr
zu gute, machen aber andererseits die Optimierung der Verfahrensparameter sehr
aufwendig. Herkémmliche Techniken zur Untersuchung der Gasphasenzusammen-
setzung erfordern die umstidndliche Entspannung des {iberkritischen Fluids und das
Auffangen der gelosten Verbindungen in einem organischen Losungsmittel®. Die
Analyse der so gewonnenen Probe mittels der sehr leistungsfédhigen Kapillar-gaschro-
matographie verlangt die Derivatisierung schwer fliichtiger Komponenten und oft
auch die Einengung des Losungsmittels. Dabei besteht die Gefahr von Verlusten
leicht fliichtiger sowie der Zersetzung thermisch labiler Verbindungen. Zudem iiber-
lappt der Losungsmittelpeak mit koeluierenden Substanzen. Die HPLC ermdglicht
zwar auch die Analyse von schwer fliichtigen und thermolabilen Stoffen, jedoch so-
wohl in Bezug auf Trennleistung als auch Nachweisgrenze kann sie nicht mit der GC
verglichen werden.

Koppelt man die SFE direkt mit der SFC, so fallen die oben erwdhnten, mit
der Entspannung des fiberkritischen Fluids verbundenen Probleme weg, und man
gewinnt ein neues, sehr viel versprechendes Analysensystem. Es kombiniert nicht nur
die oben erwihnten Vorteile der SFE und der SFC, sondern ermdglicht dariiber
hinaus die fiir grosstechnische Anwendungen der SFE sehr niitzliche schnelle Opti-
mierung der Extraktionsparameter (Druck, Temperatur). Sie liefert im weiteren eine
fiir die SFC neue Einspritztechnik zur Aufgabe relativ verdiinnter Proben®. Als einzi-
ge berichteten bisher Sugiyama er al.” sowie Skelton, jr. et al.® von der direkten
Kopplung SFE-SFC. Thre mit gepackten Sdulen und sehr grossen Injektionsvolu-
mina (100-500 ul) erhaltenen Chromatogramme zeigen jedoch eine geringe Auflo-
sung. Falls es gelingt, Injektions- und Detektionsvolumen geniigend klein zu halten,
wiren Kapillar gepackten Sdulen eindeutig vorzuziehen: Sie gewdhrleisten weit besse-
re trennleistungen und ermdglichen die in der SFC sehr wichtige Druck- und Tem-
peraturprogrammierung, sowie die einfache Kopplung mit den sehr empfindlichen
Detektoren der Gaschromatographie!-®.

Ziel dieser Arbeit war die theoretische Optimierung und der Aufbau einer im
Hinblick auf Routineuntersuchungen mdéglichst einfachen Apparatur zur direkten
Kopplung SFE-Kapillar-SFC. Der erste hier vorliegende Artikel ist der theoretischen
Optimierung einiger wichtiger experimenteller Parameter gewidmet. Ein spiter er-
scheinender Teil beschreibt den Aufbau eines Prototyps und zeigt einige praktische
Anwendungsbeispiele. Ein dritter Abschnitt schliesslich diskutiert die experimentelle
Optimierung der Verfahrensparameter im Hinblick auf die Analyse von Milchpro-
dukten.
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THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Im Gegensatz zu den thermodynamisch bestimmten Retentionszeiten der ein-
zelnen Stoffe wird die Breite eines Peaks durch kinetisch kontrollierte Diffusions-
vorgdnge bestimmt. Die heute sehr verbreitete dynamische Bodentheorie beschreibt
die Abhingigkeit der theoretischen Bodenhohe von der linearen Geschwindigkeit der
mobilen Phasen. Sie geht von der Modellvorstellung aus, die Sdule bestehe aus anein-
andergereihten Verteilungselementen, in denen jeweils eine Einstellung des Vertei-
lungsgleichgewichts der Probenkomponenten zwischen mobiler und stationirer
Phase stattfindet. Obwohl in Wirklichkeit die Bandenverbreiterung durch Diffusions-
vorginge verursacht wird, erlaubt die dynamische Bodentheorie die fiir die Praxis
sehr niitzliche Abschitzung des Einflusses experimenteller Parameter (Saulendurch-
messer, Filmdicke, lineare Stromungsgeschwindigkeit) auf die Bandenverbreiterung.

Die Chromatographie mit Kapillarsiulen folgt der Gleichung von Golay!®

2D, N (1 + 6k + 11k¥)d? @ 2kd? i
i 96(1 + k)2Dp, 3(1 + k)2D,

h=

M

In dieser Gleichung entsprechen h der theoretischen Bodenhohe, D,, dem Diffus-
ionskoeffizienten der Probenkomponente in der mobilen Phase, D; dem Diffusions-
koeffizienten der Probenkomponente in der stationdren Phase, # der mittleren linea-
ren Geschwindigkeit der mobilen Phase, k dem Kapazititsverhiltnis, d. dem Siulen-
durchmesser und d; der Filmdicke. Gleichung 1 setzt sich aus drei Haupttermen
zusammen und lasst sich vereinfacht folgendermassen ausdriicken

-

h==+ Cuil + Cyi @

7]
Der B-Term charakterisiert die Bandenverbreiterung durch Molekulardiffusion, die
sich hauptséchlich in axialer Richtung auswirkt. Die beiden C-Terme sind auf die in
endlicher Zeit ablaufenden Prozesse zur Einstellung des Verteilungsgleichgewichts
zwischen mobiler und stationdrer Phase zuriickzufilhren und werden auch als Wi-
derstand gegen den Massentransport bezeichnet. Der Cp,-Teil wird von den Wegen
in der mobilen Phase, der C,-Anteil durch den Stoffaustausch mit der stationiren
Phase verursacht. In der Kapillar-Gaschromatographie mit geringen Filmdicken
kann der C,-Term vernachléssigt werden. Wegen den im Vergleich zu Gasen we-
sentlich kleineren Diffusionskoeffizienten iiberkritischer Fluide (Faktor 102) kann der
C,-Term in erster Ndherung auch in der Kapillar-SFC weggelassen werden®

B
h=

u

+ Cuil ©))

Durch Ableitung von Gleichung 3 nach # und Gleichsetzen mit 0 erhilt man die
lineare Geschwindigkeit o, die der kleinst moglichen BodenhShe entspricht

_ B
Top = [ @
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und durch Einsetzen von Gleichung 4 in Gleichung 3

hain = 2V BCa (5)

Ersetzt man B und C,, durch ihre Werte, ergibt sich

. 4p,, 12(1 + k)2 ;
Ugpy =
Pt d. 1+ 6k + 11k2 ©)
N+ 6k + 11k?
Amin = de |[—————— M
12(1 + k)?

Die Saélenldnge L berechnet sich aus der Totzeit ty

und

L= Imidopt (8)

und daraus folgt diec Anzahl theoretischer Boden n

n= L ©)

Zur Beibehaltung der von der Sdule erzielten Auftrennung sollte als Faustregel die
Summe von Injektions- und Detektionsvolumen 10% des Volumens eines nicht zu-
rickgehaltenen Peaks nicht liberschreiten®. Fiir das Volumen V,, einer nicht zuriick-
gehaltenen Komponente, dessen Peak einer Gauss-Verteilung entspricht, ergibt sich

Vp = 4ﬁtMn_°'5 (10)
und daraus die maximal tolerierbare Summe von Injektions- und Detektionsvolumen
VlD(max)

(11)

VlD(max) =

P
10

Als weiterer wichtiger Parameter in der Fluidchromatographie berechnet sich der
Druckabfall 4P, iiber der Sdule mit der Poiseuille-Gleichung

32Lnu

wobei # der Viskositit entspricht.
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ANNAHMEN UND VORGEHEN

Zur Abschitzung der Siulentrennleistung mit Hilfe obiger Gleichungen wur-
den fiir den hier interessierenden Fall (Kohlendioxid, Druckbereich 60-200 bar, Tem-
peraturbereich 35-200°C) folgende Annahmen und Randbedingungen getroffen. (i)
Alle Berechnungen wurden fiir einen k-Wert von 0 durchgefiihrt (Verbindung wird
nicht zuriickgehalten). (ii) Mit einem Diffusionskoeffizienten D, von 1078 m? s~!
(siehe Lit. 9) und einer Viskositit von 2,27 - 10™° Pa s (siche Lit. 11) wihlte man
zwei charakteristische Werte. (iii) Zur Beibehaltung praktisch verniinftiger Analy-
senzeiten sollte eine Totzeit von 15 min nicht iiberschritten werden. Diesen Hochst-
wert benutzte man direkt in den Berechnungen. (iv) Vorausgehende Loslichkeitsun-
tersuchungen zeigten, dass zur Aufgabe einer fiir die SFC ausreichenden Proben-
menge das Einspritzvolumen nicht kleiner als 1 ul sein sollte®. (v) Wegen der im
kritischen Bereich des Kohlendioxids relativ starken Variation des Kapazititsver-
héltnisses k& mit dem Druck wurde der maximal tolerierbare Druckabfall in der Sdule
bei 0,5 bar festgelegt®. Bei grosseren Druckabfillen besteht wegen dem mit sinkendem
Druck abnehmenden Lésungsvermégen iberkritischer Gase die Gefahr des Ausfal-
lens von Probensubstanzen. Zudem sind die oben gemachten Annahmen, wie kon-
stanter Diffusionskoeffizient, konstante Viskositit sowie konstante lineare Geschwin-
digkeit in der Sdule, nur fiir kleine Druckabfille giiltig.

Mit den obenerwidhnten Annahmen gestatten Gleichung 6 und 7 die Berech-
nung von #ep, und Agyia. Aus den Gleichungen 8 und 9 folgt die Anzahl theoretischer
Boden n und Gleichungen 10 und 11 erlauben die Abschitzung des maximalen In-
jektions- und Detektionsvolumens. Der Druckabfall iiber der Trennséule berechnet
sich mit Gleichung 12.

RESULTATE UND DISKUSSION

Arbeitet man bei der optimalen linearen Geschwindigkeit #,p, das heisst der
Geschwindigkeit, die der kleinst moglichen Bodenhéhe entspricht, so erreicht man
gemdss Fig. 1 auch mit sehr grossen Sdulendurchmessern nicht das geforderte ma-
ximale tolerierbare Injektions- und Detektionsvolumen Vip(may) von 1 pl’.

Zur Erreichung dieses Vipmayy muss nach Gleichung 10 und 11 die lineare
Geschwindigkeit # der mobilen Phase erhoht werden. Dies fiihrt hingegen zu einer
Verminderung der theoretischen Bodenzahl » pro Siulenldnge. Bei Konstanthalten
der Totzeit erlauben jedoch héhere lineare Geschwindigkeiten die Verwendung von
lingeren Sdulen. Gemiss Fig. 2. zeigt die theoretische Bodenzahi pro Sdule eine
hyperbolische Abhangigkeit von der linearen Geschwindigkeit der mobilen Phase.
Ab einer linearen Geschwindigkeit von ca. 0,3-0,4 cm/s befindet man sich im asymp-
totischen Gebiet, wo eine weitere Geschwindigkeitserh6hung nur ein minimales An-
wachsen der theoretischen Bodenzahl pro Siule bewirkt.

Kapillarsiulen mit kleinen Innendurchmessern ergeben wesentlich héhere
theoretische Bodenzahlen (Fig. 2). Sie erfordern jedoch zur Erreichung des nétigen
Injektions- und Detektionsvolumens sehr hohe lineare Geschwindigkeiten und he-
wirken deshalb sehr grosse Druckabfille (Gleichung 12). Nach Fig. 3 sollte fiir einen
maximalen Druckabfall von 0,5 bar ein Sidulendurchmessr von 0,18 mm nicht un-
terschritten werden.
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Fig. 1. Maximal tolerierbares Injektions- und Detektionsvolumen Vipmay in Funktion des Sduleninnen-
durchmessers d. bei der optimalen linearen Geschwindigkeit der mobilen Phase i,y. Berechnet nach Glei-
chungen 10 und 11 (Totzeit = 15 min, Kapazitdtsverhiltnis = 0). Legende: A = SFC-Kapillarsiulen,
A = Optimale Kapillarsiule zur direkten Kopplung SFE-SFC, ¢ = GC-Kapillarsiulen, @ = “Wide
bore” Kapillarsdulen.
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Fig. 2. Theoretische Bodenzahl » pro Siule in Funktion der linearen Geschwindigkeit 7 der mobilen Phase
fiir kommerziell erhiltliche Kapillarsduleninnendurchmesser d,. Berechnet nach Gleichung 3 (Totzeit =
15 min, Kapazitdtsverhiltnis = 0).
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Fig. 3. Druckabfall 4P, iiber der Trennsdule in Funktion des Sduleninnendurchmessers d.. Berechnet nach
Gleichung 12. Symbole siehe. Fig. 1. (Vipmaxy = 1 ul, Totzeit 15 min, Kapazititsverhdltnis = 0).

TABELLE 1

BERECHNETE SAULENPARAMETER FUR KOMMERZIELL ERHALTLICHE KAPILLAR-
SAULEN MIT INNENDURCHMESSERN VON 0,05, 0,10, 0,15*, 0,25, 0,32, 0,53 UND 0,75 mm (k
= 0)

d, = Sduleninnendurchmesser, ry = Totzeit (aus praktischen Griinden bei 15 min festgesetzt),
Vibmaxy = Max. tolerierbares Injektions- und Detektionsvolumen®, n = Theoretische Bodenzahl pro Sdule
(Gleichungen 3, 8 und 9), # = Theoretische Bodenhéhe (Gleichung 3), L = Saulenldnge (Gleichung 8),
AP, = Druckabfall iiber Sdule (Gleichung 12), # = Mittlere lineare Geschwindigkeit der mobilen Phase.

Symbol in d, tu ViDomax) n h L AP, u

Fig. 1,3 (mm) (min) (ul) (mm) (m) (bar) fems™!)
A 0,05 15 1 345 600 6,86 2369 2.104 2633

A 0,10 15 1 86 399 3,42 296 7. 100 32,8

A 0,15 15 1 38 397 2,27 87 2,7 9,7

O 0,25 15 1 13 814 1,37 18 5.1072 2,1

O 0,32 15 1 8 421 1,06 9 6.1073 1,0

[ ) 0,53 15 1 3033 0,65 2 1.107% 0,2

[ ] 0,75 15 1 1450 0,47 0,7 1.10°% 0,08

* Wird gemiiss einer personlichen Mitteilung von Prof. W. Jennings demniichst kommerziell erhilt-
lich sein.
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SCHLUSSFOLGERUNGEN UND AUSBLICK

Die oben angestellten Uberlegungen zeigen, dass je nachdem ob man n oder
AP, betrachtet, abweichende Einschriankungen zur Wahl des Kapillarsduleninnen-
durchmessers bestehen. Vom theoretischen Standpunkt her wiirden Kapillarsdulen
mit einem Innendurchmesser von 0,15 mm einen glinstigen Kompromiss fiir die di-
rekte Kopplung SFE-Kapillar-SFC darstellen. Sie liefern vergleichsweise hohe theo-
retische Bodenzahlen (38 000 theoretische Boden pro Siule (Tabelle I)) bei akzep-
tablen Druckabfillen (<2,7 bar). Leider sind solche Séulen noch nicht kommerziell
erhiltlich. Die speziell fiir die SFC entwickelten Kapillarsdulen mit Innendurchmes-
sern von 0,05 und 0,10 mm (J & W Scientific, Rancho Cordova, CA, U.S.A.) ge-
wihrleisten zwar sehr hohe theoretische Bodenzahlen (Tabelle I), erfordern jedoch
zu kleine Injektions- und Detektionsvolumina (<0,1 pul).

Die oben erhaltenen Resultate dienten als Basis bei dem im zweiten Teil dieser
Veroffentlichung beschriebenen Aufbau eines Prototyps zur direkten Kopplung
SFE-Kapillar-SFC.

ZUSAMMENFASSUNG

Fluidextraktion (SFE) und Fluidchromatographie (SFC) entwickelten sich bis
anhin unabhéngig voneinander. Die vorliegende Arbeit untersucht zum erstenmal die
direkte Kopplung der SFE mit der Kapillar-SFC. Dieser erste Teil ist der theoreti-
schen Optimierung einiger wichtiger experimenteller Parameter wie Kapillarsdulen-
innendurchmesser, Sdulenlidnge, Druckverlust, lineare Geschwindigkeit der mobilen
Phase und Einspritzvolumen gewidmet. Die leider noch nicht kommerziell erhéltli-
chen Kapillarsdulen mit einem Innendurchmesser von 0,15 mm stellen fiir ein Ein-
spritzvolumen von 1 ul ein Optimum fiir die direkte Kopplung SFE-Kapillar-SFC
dar.

LITERATUR

1 W. Gmiir, J. O. Bosset und E. Plattner, Lebensm.-Wiss. Technol., im Druck.
2 E. Klesper, A. H. Corwin und P. A. Turner, J. Org. Chem., 27 (1962) 700-701.
3 M. Novotny, in M. Novotny und D. Ishii (Herausgeber), Microcolumn Separations Journal of Chro-
matography Library, Band 30, 1985, S. 105-120.
W. D. Koller, Lebensm.-Wiss. Technol., 19 (1986) 56-58.

. Gmiir, J. O. Bosset und E. Plattner, Lebensm.-Wiss. Technol., im Druck.
. R. Springston, Ph. D. Thesis, Indiana University, 1984.

. Sugiyama, M. Saito, T. Hondo und M. Senda, J. Chromatogr., 332 (1985) 107-116

. J. Skelton, Jr.,, C. C. Johnson und L. T. Taylor, Chromatographia, 21(1) (1986) 3-8
. R. Springston und M. Novotny, Chromatographia, 14(12) (1981) 679-684.

. J. E. Golay, in D. H. Desty (Herausgeber), Gas Chromatography, Academic Press, New York,

1959, p. 36.

11 L’Air Liquide, Gas Encyclopedia, Elsevier, Amsterdam, 1976, p. 357.

4
5
6
7
8
9
0

I



