
Effekt haben wir beispielsweise zur Gewinnung matricinreicher 
Kamillenextrakte ausgenutzt[”]. Zur Beurteilung von Extrak- 
tionsversuchen wird es kiinftig von besonderer Wichtigkeit 
sein, die Loslichkeiten quantitativ zu ermitteln. Dies ist eben- 
falls rnit unserer Methode moglich. Unseres Erachtens sind 
Loslichkeiten von mindestens 1 : 500 bis 1 : 1000 die Vorausset- 
zung fur die Anwendbarkeit der Fluid-Extraktion im techni- 
schen MaBstab. 

Ein weiteres Problem, das sich immer wieder stellen wird, 
ist das Vorliegen des Materials in komplexen Proben. Hier 
kann bereits mechanisch durch eine Art Mikroverkapselung 
die Extrahierbarkeit erschwert sein. Es konnen allerdings auch 
Salze vorliegen oder starke Wasserstoffbriickenbindungen. 
Durch geeignete Zusatze zum Extraktionsmaterial wird man 
einen Teil dieser Hemmnisse beheben konnen. Wir denken 
beispielsweise in diesem Zusammenhang an eine Befeuchtung 
der Droge und gegebenenfalls an Ammoniakzusatz. Weiterhin 
ist der EinfluI3 von Schleppern untersuchenswert. Hierunter 
verstehen wir Substanzen, die zum Extraktionsgas zugemischt 
eine Erhohung des Losungsvermogens, d. h. eine bessere Extra- 

hierbarkeit ermoglichen. Auch Konkurrenzphanomenen, wie 
sie etwa beim Befeuchten der Droge auftreten, wird man kiinf- 
tig groBere Beachtung schenken. Mit den uns zur Verfugung 
stehenden Mikro-Extraktionsmethoden ist es relativ einfach 
moglich, die Extraktionseigenschaften anderer iiberkritischer 
Gase zu untersuchen. Hier werden wohl Ethylen und spezielle 
Frigene von vorrangigem Interesse sein. 

~ 
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Chromatographie rnit iiberkritischen fluiden Phasen[**] 

Von Ernst Klesper[*] 

Die Chromatographie rnit iiberkritischen fluiden Phasen vereint in sich Eigenarten sowohl 
der Gas- als auch der Flussigkeitschromatographie und weist dariiber hinaus eigene spezielle 
Merkmale auf. Der Diffusionskoeffizient und insbesondere die Viskositat von fluiden Phasen 
konnen sich den Werten von Gasen unter niedrigem Druck annahern, wahrend die Losefahigkeit 
die von Fliissigkeiten erreichen kann. Dariiber hinaus ist es jedoch rnit iiberkritischen fluiden 
Phasen moglich, die chromatographischen Trennungen sehr wirksam durch Druckprogrammie- 
rung zu steuern, da die Loslichkeit mit steigender Dichte ansteigt. Eine Temperaturprogrammie- 
rung hingegen kann den entgegengesetzten Effekt wie bei der Gas- oder Flussigkeitschromatogra- 
phie haben, denn die Dichte nimmt bei vorgegebenem Druck rnit der Temperatur ab. Die 
Chromatographie rnit iiberkritischen fluiden Phasen diirfte vorzugsweise fur Substanzen hoheren 
Molekulargewichtes von Interesse sein. Die Leistungsfahigkeit der Methode wird an mehreren 
homologen Reihen demonstriert. So lie0 sich ein Styrololigomer rnit nominal M ,  =2200 unter 
Anwendung eines Druck- und Temperaturprogramms in 40 Spezies zerlegen. 

1. Einfuhrung 

Substanzen hoheren Molekulargewichtes haben keinen aus- 
reichenden Dampfdruck, um rnit Niederdruckgasen als mobile 
Phase chromatographiert werden zu konnen. Wird der Gas- 
druck jedoch wesentlich erhoht, etwa in den Bereich des kriti- 
schen Druckes, so kann die Losefahigkeit der mobilen Phase 
ausreichen, um auch Substanzen sehr hohen Molekulargewich- 
tes durch eine chromatographische Saule zu bewegen. Die 
Temperatur ist dabei so hoch, daI3 eine Verfliissigung vermie- 
den wird, d. h. im allgemeinen oberhalb der kritischen Tempe- 
ratur. Die in der Gaschromatographie haufig verwendeten 

[*] Priv.-Doz. Dr. E. Klesper 
Institut fur Makromolekulare Chemie der Universitat 
Stefan-Meier-StraDe 31, D-7800 Freiburg 

[**I Nach einem Vortrag beim Symposium ,,Extraktion mit iiberkritischen 
Gasen“. am 6. Juni 1978 in Essen. 

Neue analytische 
Methoden f@) 

permanenten Gase NZ, He und Ar entwickeln nur geringe 
Losefahigkeit bei erhohten Driicken. Niedrigsiedende Lo- 
sungsmittel hingegen, z. B. Pentan und Isopropanol sowie COz, 
konnen geeignete Losungsmittel im fluiden Zustand sein. Die 
mobile Phase muB jedoch thermisch stabil sein und darf rnit 
Substrat, stationarer Phase und Wandmaterial (Stahl) nicht 
reagieren. 

Die Losefahigkeit von verdichteten Gasen, insbesondere 
von Losungsmitteln oberhalb der kritischen Temperatur, ist 
schon friih bemerkt worded’,’] und wurde spater in Uber- 
sichtsaufsatzen d i ~ k u t i e r t ~ ~ . ~ ] .  Es hat jedoch recht lange ge- 
dauert, bis verdichtete Gase fur chromatographische Trennun- 
ged5  - sowie als Extraktionsmittel und Reaktionsmedien 
verwendet wurden. . 

Die Chromatographie rnit iiberkritischen fluiden Phasen 
wurde sowohl rnit niedrigsiedenden Losungsmitteln oberhalb 
ihrer kritischen temper at^$^- lo]  als auch mit permanenten 
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Gasenl'" I 21 durchgefuhrt. Als Substrate dienten eine grone 
Anzahl von Stoffen mit nicht meDbarem oder mit niedrigem 
Dampfdruck, z. B. polycyclische Arenel' 31, hohere n-Alkane[61, 
Phthalsa~reester['~l, Cyclopentadienylmetallkomplexe['5], 
Pentandionatometallkomplexe['61 und eine Anzahl bioche- 
misch interessanter Stoffe, z. B. PorphyrineI ''I, Zucker, Amino- 
sauren und Proteine['I. AuBerdem wurden Oligosiloxane[ "] 
und Oligostyrole["- 211 untersucht. 

Es sind mehrere Arten der chromatographischen Trennung 
bekannt, z. B. die Fluid-Fest-['31 und Fluid-Flussig-Chromato- 
graphie['41 sowie die Chromatographie an Gelen[221; auch 
eine Trennung unter Fallung und Wiederauflosung wurde 
vorgeschlagen[20, 231. Die Apparaturen waren zunachst von 
einfacher Konstruktion['. '1, spater genugten sie jedoch auch 
hoheren Anspriichen im Hinblick auf die Wahlbarkeit der 
Trennbedingungen". '3 14, 24, 2'1 einschlieRlich der Program- 
mierung von Temperatur und Druck['*, 2 3 , 2 6 1 .  Fur die Chro- 
matographie rnit uberkritischen fluiden Phasen geeignete De- 
tektoren waren Gegenstand einer wichtigen Untersuchung[271. 

Die grundlegenden Aspekte dieser Methode fanden durch 
mehrere Arbeitsgruppen Berucksichtigung. So wurde die Los- 
lichkeit in komprimierten Gasphasen behandelt['. "3 291 und 
eine Reihe wichtiger Phasendiagramme ermittelt[30-341. Wei- 
tere Untersuchungen betrafen druckabhangige Verschiebun- 
gen von Gleichgewi~hten[~'], Nichtidealitat von Gasen[ "I, 

Kapazitatsverhaltnisse[6, 361 und fur die Chromatographie mit 
iiberkritischen fluiden Phasen modifizierte van-Deemter-Glei- 
chungen[2*. 37,381 

2. Uberkritische fluide Phasen 

Einige der niedrigsiedenden Losungsmittel, von denen er- 
wartet werden kann, daR sie im iiberkritischen, verdichteten 
Zustand spezifische Stoffklassen Iosen, sind in Tabelle I['', 261 

aufgefuhrt. Andere Losungsmittel konnen einer solchen Liste 
hinzugefigt werded'], noch andere wie Dimethylether, Trime- 
thylamin und Tetrahydrofuran sollten getestet werden. 

Tabelle 1. Eigenschaften einiger Verbindungen fur die Chromatographie mit 
iiberkritischen fluiden Phasen. 

~ 

Verb KP I"Cl kritische Daten 

co2 
NH, 
H2O 
Methanol 
Ethanol 
lsopropanol 
Ethan 
n-Propan 
n-Butan 
n-Pentan 
n-Hexan 
2,3-Dimethylbutan 
Benzol 
Dichlordifluormethan 
Dichlorfluormethan 
Trichlorfluormet han 
1,2-Dichlortetrafluorethan 
Chlortrifluormethan 
NO 
Diethylether 
Ethylmethylether 

-78.5 31.3 
- 33.4 132.3 
100 374.4 
64.7 240.5 
78.4 243.4 
82.5 235.3 

- 88 32.4 
-44.5 96.8 
- 0.5 152.0 

36.3 196.6 
69.0 234.2 
58.0 226.8 
80.1 288.9 

- 29.8 111.7 
8.9 178.5 

23.7 196.6 
3.5 146.1 

-81.4 28.8 
- 89 36.5 

34.6 193.6 
7.6 164.7 

72.9 
111.3 
226.8 
78.9 
63.0 
47.0 
48.3 
42.0 
37.5 
33.3 
29.6 
31.0 
48.3 
39.4 
51.0 
41.7 
35.5 
39.0 
71.4 
36.3 
43.4 

0.448 
0.24 
0.344 
0.272 
0.276 
0.273 
0.203 
0.220 
0.228 
0.232 
0.234 
0.241 
0.302 
0.558 
0.522 
0.554 
0.582 
0.58 
0.457 
0.267 
0.272 

Die Losefahigkeit eines Losungsmittels kann in erster Nahe- 
rung durch den Loslichkeitsparameter 6 = n H 7 V  abgeschatzt 
werden. Hierbei ist AH die Verdampfungsenthalpie und V 
das MoIvolumed3']. Das Konzept des Loslichkeitsparameters 
kann auch auf uberkritische fluide Phasen ubertragen wer- 
den[7.391: 

P, ist der kritische Druck, pr,g die reduzierte Dichte der fluiden 
Phase und pr,l die reduzierte Dichte der entsprechenden flussi- 
gen Phase. Nimmt man an, daR bei gut loslichen Verbindungen 
die Loslichkeitsparameter der fluiden Phase und des Gelosten 
etwa gleich groD sind, so 1aRt sich abschatzen, welche uberkriti- 
sche fluide Phase bei welchem Druck fur ein gegebenes Substrat 
geeignet sein konnte. Es ist jedoch zu erwarten, daR die ub- 
lichen Einschrankungen fur das Loslichkeitsparameterkonzept 
auch fur verdichtete Gasphasen gelten. Insbesondere werden 
spezifische Wechselwirkungen fur polare und H-Brucken bil- 
dende Losungsmittel von Bedeutung sein. Wenn die Dichte 
der uberkritischen mobilen Phase zunimmt, wird auch der 
Loslichkeitsparameter 6 groBer; hohere 6-Werte werden oft 
f i r  Substanzen hoheren Molekulargewichtes benotigt. Es sei 
jedoch darauf hingewiesen, dab die Dichte der iiberkritischen 
fluiden Phasen oft niedriger als die Dichte von Fliissigkeiten 
unterhalb ihres Siedepunktes ist und daB diese Eigenschaft die 
Basis fur die potentiell hohere Wirksamkeit der fluiden Phasen 
bildet. Diese Aussage wird von einigen in Tabelle 2 aufgefuhr- 
ten Eigenschaften fur Niederdruckgase, Flussigkeiten und 
uberkritische fluide Phasen gestiitzt" 

Tabelk 2. GroDenordnung einiger physikalischer Eigenschaften von Gasen, 
Fliissigkeiten und iiberkritischen fluiden Phasen [lo]. 

Eigenschaft Sym- Einheit Gas Fliissig- Uberkritische 
hol keit fluide Phase 

0.3 10-3 I Dichte P [g/cm31 

koeffizient D [cm2/s] 10-1 5 . 1 0 - 6  10-3 
Diffusions- 

Viskositat q [gcm- ' s - ' ]  lo-' 

Obwohl in Tabelle 2 nur GroDenordnungen angegeben sind, 
geht daraus hervor, daB der Diffusionskoeffizient von fluiden 
Phasen zwischen den Werten fur Case und Flussigkeiten liegt, 
wahrend die Viskositat etwa ebenso groB wie in Gasen ist. 
Da nun der Diffusionskoeffizient und die Viskositat neben 
der Packungsgeometrie den radialen Massentransport in den 
Trennsaulen bestimmen, sollten entsprechend niedrige 
Bodenhohen (HETP) erreichbar sein. Es wird allerdings dabei 
angenommen, daB der Diffusionskoeffizient des Substrats sich 
ahnlich verhalt wie der der fluiden Phase. Die niedrige Viskosi- 
tat fiuhrt rnit steigender Dichte auch zu hoheren Reynolds-Zah- 
len Re,, = (d, ijp)/q als bei Flussigkeiten. Die Reynolds-Zahl 
Re,p ist auf die PartikelgroBe d, bezogen, uist die durchschnitt- 
liche lineare Geschwindigkeit der mobilen Phase in den Kana- 
len um die Partikel und in den Partikeln, p ist die Dichte 
und q die dynamische Vi~kositat[~*]. Das Verhaltnis pJq kann 
bei fluiden Phasen lo3 s cm-2 uberschreiten, wahrend es 
bei Flussigkeiten und Niederdruckgasen um ein oder zwei 
Groknordnungen geringer ist. Reynolds-Zahlen oberhalb 10 
fuhren in gepackten Trennsaulen zu Turbulenz, die den radia- 
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len Massentransport weiter begiinstigt und die Profile der 
DurchfluBgeschwindigkeit unwirksam macht. 

Es sollte darauf hingewiesen werden, daB es nicht die Dichte 
der fluiden Phase ist, die eng rnit den Loseeigenschaften, der 
Viskositat und der Diffusion zusammenhangt, sondern das 
freie Volumen im Verein rnit der Molekiilgeometrie und spezi- 
fischen Wechselwirkungen zwischen fluider Phase und Sub- 
strat. Man konnte schlieBen, daB das freie Volumen so hoch 
zu halten ist, wie sich das mit dem notwendigen Losevermogen 
vertragt. AuBer den Loseeigenschaften und dem freien Volu- 
men ist die Temperatur von Bedeutung, denn die Zersetzungs- 
temperatur des Substrats darf nicht uberschritten werden. 
Aurjerdem durfte eine Trenntemperatur wesentlich oberhalb 
der kritischen Temperatur von Vorteil sein; die Isothermen 
im Druck-Dichte-Diagramm (Abb. 1) zeigen sehr hohe Kom- 
pressibilitaten in der Nahe der kritischen Temperatur, die 
auf eine noch vorhandene Ahnlichkeit der physikalischen Ei- 
genschaften mit denen von Fliissigkeiten hinweisen. Anhebung 
der Temperatur wird q verringern und D vergroBern. AuBer- 
dem wird in diesem Bereich der hohen Kompressibilitat eine 
Druckprogrammierung schwierig, die ein stetiges und immer 
langsameres Ansteigen des Druckes zum Ziele hat. 

3. Apparatives 

Die Entwicklung der Chromatographie mit iiberkritischen 
fluiden Phasen war dadurch benachteiligt, darj langere Zeit 
keine Apparatekonstruktion bekannt war, die beliebig wahlba- 
re und voneinander unabhangige Einstellungen der Trennpa- 
rameter wie Druck, Temperatur, DurchfluBmenge und Zusam- 
mensetzung der mobilen Phase ermoglicht hatte. Ebenfalls 
war ein Detektor vonnoten, der auch bei hoheren Driicken 

9, - 
Abb. I .  Reduzierter Druck P,  gegen reduzierte Dichte p r ,  aufgetragen mit 
der reduzierten Temperatur T, als Parameter. Der Zweiphasenbereich ist 
durch die ge trichelte Kurve eingegrenzt (nach 171). 

eingesetzt werden konnte und der nach Moglichkeit unabhan- 
gig von Druckschwankungen war. Die Apparatur der Abbil- 
dung 2 wurde unter Berucksichtigung dieser Gesichtspunkte 
gebaut[”, 231. Das charakteristische Konstruktionsmerkmal 
ist die dreistufige Druckkaskade. Jedes Druckniveau wird 
dabei durch einen elektronischen Regler gesteuert. 

Abb. 2. Chromatograph fur iiberkritische fluide Phasen. Die mit Nummern gekennzeichneten Teile der Apparatur sind im Text erlautert. Erklarung der 
Symbole fur die Bauelemente: (a) Heizelement; (b) Absperrventil; (c) Regulierventil; (d) Filter aus Sintermetall; (e) AuslaB; (f) Ausgang mit Berstscheiben- 
Sicherheitsventil; (g) AnschluBstucke fur Trennsaule; (h) Rohrspirale, (i) elektrische Verbindungen; 6) Manometer; (k) Thermoelement; (I) mechanisches 
Quecksilbermanometer; (m) Relais fur Heizstromkreis; (n) Temperaturkontrollvorrichtung; (0) Temperaturprogrammierer; (p) Regler fur Regelkreis; (4) Program- 
mierer fur Regelkreis; (r) Schrittmotor fur die Regelung der Fordermenge einer Pumpe oder fur den DurchfluB eines Feinregulierventils; (s) Programmierer f i r  
die Fordermenge der Pumpe (nach [23]). 
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Der Reglerkreis (1 3) (siehe Abb. 2) erlaubt die Programmie- 
rung des Druckes der chromatographischen Trennsaule (6). 
Diese Druckprogrammierung mit dem Steuergerat (1 1 )  ist 
unabhangig von einer gleichzeitigen Temperaturprogrammie- 
rung des Saulenofens (4). Durch den Reglerkreis (12) wird 
der Druck im Forderteil der Apparatur ( I ,  2, 3), unabhangig 
von Druck und Temperatur im Saulenteil, konstant und auf 
einem hoheren Niveau gehalten. Durch die Konstanthaltung 
des Wirkungsgrades der Pumpe wird auBerdem eine Program- 
mierung von Fordermenge und Zusammensetzung der mobi- 
len Phase erleichtert (10). Im Forderteil ermoglicht es eine 
Doppelkopfmembranpumpe (Maximaldruck 500 bar) (2), Lo- 
sungsmittel gleichzeitig von zwei Tanks (1) zu fordern; die 
vereinigten Losungsmittel treten in den Ofen (3) ein. Im Ofen 
(3) wird eine konstante uberkritische Temperatur aufrechter- 
halten; Pulsationen werden durch das Puffervolumen einer 
Rohrspirale groBeren Durchmessers geglattet. Mit einer weite- 
ren Pumpe (17) konnen hohe Drucke (3000 bar) erreicht wer- 
den. 

Die uberkritische mobile Phase vom Ofen (3) tritt jetzt 
in den Ofen (4) ein, passiert zunachst eine Spirale, die fur 
die Anpassung an die Temperatur des Ofens (4) sorgt, anschlie- 
Bend die Vorrichtung zur Probeninjektion (5) und dann die 
Trennsaule selbst (6). Das Eluat aus der Saule wird durch 
zwei um ein Entspannungsventil gruppierte Warmeaustau- 
scher (7) wieder verflussigt, durchlauft den UV-Detektor (8) 
und wird in den Fallen, in denen der Siedepunkt der mobilen 
Phase unterhalb der Raumtemperatur liegt, durch ein 
Hilfslosungsmittel(18) aufgenommen. Das Eluat wird schlieD- 
lich im Fraktionssammler (9) aufgefangen. Im Detektor- 
teil (7, 8) wird der Druck durch den Regelkreis (14) oberhalb 
des Dampfdrucks der nunmehr flussigen mobilen Phase bei 
Raumtemperatur gehalten. Das Detektorsignal und der Sau- 
lendruck werden durch einen Schreiber (16) aufgezeichnet, 
wahrend die Temperatur des Kolonnenofens (4) und der mobi- 
len Phase sowie die anderen Betriebsbedingungen vom Schrei- 
ber (15) notiert werden. 

4. Trennungen 

Mit dem in Abschnitt 3 beschriebenen Chromatographen 
wurden durch anionische Initiatoren hergestellte Oligostyrole 
( I  rnit einem Gewichtsmittel des Molekulargewichtes von 

= 900 an einem porosen Silicagel rnit 90 % n-Pentan/lO % 

4 i 900 

""I I 
l 4  

- f  [ h l  

Abb. 3. Chromatogramm eines Styrololigomers ( I  1 rnit nominal R, = 900. 
Mobile Phase: 90% n-Pentan/lO% Methanol (v/v), Fordermenge: 1.9 ml/min 
(NTP), stationare Phase: Porasil A (poroses Silicagel, Waters Associates), 
Partikeldurchmesser: 37-75 pm, PorengroBe: <loo.&. Probenmenge: 20 mg 
in 1 0 0 ~ 1  Cyclohexanlosung, T=235"C. Die Zahlen an den Peaks entsprechen 
dem Oligomerisationsgrad (nach [23]). 

Methanol (v/v) als mobiler Phase getrennt. Das erhaltene 
Chromatogramm ist in Abbildung 3 gezeigt. Der Pfeil markiert 
den Zeitpunkt der Probeninjektion. Die abwarts geneigte Linie 
P gibt den Druck an, der durch den Regelkreis am Kolonnen- 
ausgang [(13) in Abb. 21 vorgegeben wird. Der Druck, der 
zu Anfang 25 bar betragt, steigt linear rnit einer Geschwindig- 
keit von 4.9 bar/h an, bis 98 bar nach 15 h erreicht werden. 
Die Temperatur wird wahrend der Trennung bei 235°C kon- 
stant gehalten. Diese Temperatur liegt wesentlich oberhalb 
der geschatzten kritischen Temperatur der Mischung [ T, (Mi- 
schung) sz 207°C; T, (Pentan) = 196.6"C; T, (Methanol) 
= 240"CI. Der Druckabfall von AP=300 bar uber der hier 
verwendeten Kolonne von 2 mm innerem Durchmesser (i. D.) 
ist erheblich und auf die kleine PartikelgroBe zuruckzufuhren. 
Wie Abbildung 3 zeigt, wurden die oligomeren Spezies bis 
zu einem Oligomerisierungsgrad von n=38 getrennt. Bei ei- 
nem Gewichtsmittel des Molekulargewichtes von AT, = 2200 
konnten Peaks bis zu n = 50 aufgelost werden. Eine moglichst 
stetige Zunahme des Druckes ist jedoch erforderlich. 

Ohne Drucksteigerung - ob stetig oder in Stufen - ist 
nur ein Teil der Oligomere zu eluieren und a u f ~ u l o s e n [ ~ ~ l .  
Sogar eine Anderung der Geschwindigkeit des Druckprogram- 
mes verandert die Trennleistung erheblich, wie Abbildung 
4 demonstriert. Die Steigerung des Druckes um 6.6 bar/h fuhrt 

n 

20 15 10 5 
c- f [ h l  

Ahb. 4. Chromatogramme eines Styrololigomers ( I )  mit nominal M ,  =2200. 
Lineares Druckprogramm mit unterschiedlichen Drucksteigerungsgeschwin- 
digkeiten. Druckabfall iiber der Saule: 25 bar. Mobile Phase: 95 % n-Pen- 
tan/5 % Methanol (v/v), stationare Phase: Porasil A, Probenmenge: 40mg 
in loop1 Cyclohexanlosung, Trennsaule: 6 m  x 3 mm i.D., T=22O"C. Spur 
111: 6.6 bar/h Steigerung, 2.6 ml/min; Spur 11: 4.4 bar/h Steigerung, 3.0 ml/min; 
Spur I :  2.2 bar/h Steigerung, 3.2 ml/min. Die Zahlen an den Peaks entsprechen 
dem Oligomerisationsgrad. Die Zahlen unterhalb der Pfeile bedeuten die 
Elutionsdriicke fur die Peaks 10, 20 und 30 (nach 1231). 

zu einer vie1 schlechteren Auflosung als die Drucksteigerung 
um 2.2 bar/h, wahrend bei 4.4 bar/h eine mittlere Auflosung 
erzielt wird. NaturgemaB ist mit einer verbesserten Auflosung 
eine Abnahme des unaufgelosten ,,Untergrundes" verbunden. 
Ahnliche Auswirkungen der Drucksteigerungs-Geschwindig- 
keit wurden schon bei Oligosiloxanen['81 beobachtet. Ver- 
gleicht man in Abbildung 4 die Elutionsvolumina, bei denen 
der gleiche Peak eluiert wird, so ergibt sich, daB die zugehori- 
gen Drucke nicht so stark voneinander abweichen wie man 
erwarten sollte. Der Elutionsdruck ist danach wesentlicher 
als das Elutionsvolumen. Die Elutionsdrucke fur die Peaks 
10, 20 und 30 sind zum einfacheren Vergleich an die Kurven 
geschrieben worden. Ein analoges Resultat erhalt man, wenn 
das Druckprogramm beibehalten wird, die DurchfluBmengen 
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aber verandert werden. Auch hier bestimmt der Elutionsdruck 
die Elutionszeit. 

Neben dem Druck ist auch die Temperatur von Wichtigkeit 
fur die Trennung der Styrololigomere an porosem Silicagel 
rnit n-PentanlMethanol. Aus Abbildung 5 geht hervor, daB 
die Auflosung sehr stark rnit sinkender Temperatur abnimmt, 

30bar 
1 2 1 0  8 6 i, 2 

c-f [ h l  
Abb. 5. Chromatogramme bei mehreren Temperaturen unter und nahe der 
kritischen Temperatur T,: bei 180, 190 und 200°C. Vergleichbare Druckpro- 
gramme rnit 3.3 bar/h Steigerung. Mobile Phase: 95 % n-Pentan/5 % 
Methanol, DurchfluDgeschwindigkeiten: 2.8 ml/min (Spur 111), 3.0ml/min 
(Spur 11) und 2.8 ml/min (Spur I). Andere Bedingungen wie in Abb. 4 (nach 
PI). 

sobald die kritische Temperatur T, unterschritten wird. Die 
Driicke waren auch zu Beginn der Chromatogramme hoch 
genug, um die mobile Phase im fliissigen statt im dampfformi- 
gen Zustand zu halten. Wird jedoch T, annahernd erreicht 
oder aber uberschritten, dann verbessert sich die Auflosung 
wesentlich, wie der Vergleich der Abbildungen 5 und 6 zeigt. 
Es ist daraus zu schlieljen, dalj fur eine gute Auflosung die 
Temperatur die kritische Temperatur wesentlich iiberschreiten 
sollte. 

I 
20 15 10 5 

-t [ h l  
Abb. 6.  Chromatogramme bei mehreren Temperaturen oberhalb T,: 220, 
240 und 260°C. Druckprogramm und mobile Phase wie in Abb. 5 .  DurchfluD- 
geschwindigkeiten: 2.75 ml/min (Spur 111), 3.0ml/min (Spur 11) und 3.3 ml/min 
(Spur I). Andere Bedingungen wie in Abb. 4 (nach [23]). 

Da fur hohere Oligomerisierungsgrade bessere Auflosung 
bei Verringerung des unaufgelosten Untergrundes wiinschens- 
wert ist, wurde ein Temperaturprogramm gleichzeitig rnit dem 
iiblichen Druckprogramm durchgefuhrt. Beim Chromato- 
gramm der Abbildung 7 wurden 220°C erst nach Elution 

lii, : 2200 .1 uv I  
M P 30 -_  
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Abb. 7. Chromatogramm, mit kombiniertem Druck- und Temperaturpro- 
gramm aufgenommen. Mobile Phase: 95 % n-Pentan/5 % Methanol, 
4.2 ml/min. Der Druck betragt zu Anfang 36 bar und steigt linear rnit 2.2 bar/h. 
Die Temperatur betragt zu Anfang 210°C und steigt linear mit 3 T / h  bis 
260°C. Andere Bedingungen wie in Abb. 4 (nach [23]). 

von 13 Peaks erreicht, so da13 die Temperaturen von'220 
bis 260°C fur die hoheren oligomeren Spezies reserviert blie- 
ben. Die Auflosung der Peaks fur die hoheren Spezies scheint 
besser als in isothermen Chromatogrammen zu sein. Eine 
Temperaturerhohung bei konstantem Druck setzt die Dichte 
herab. Dies diirfte bei einem vorgegebenen Druckprogramm 
in vielen Fallen zu einem geringeren Anstieg der Loslichkeit 
als bei konstanter Temperatur fuhren, obschon die Tempera- 
tursteigerung selbst im allgemeinen eine Loslichkeitserhohung 
bewirkt. 

Eine h d e r u n g  in der Zusammensetzung der mobilen Phase 
durch Variation des Anteils an Methanol verandert ebenfalls 
das Trennergebnis. Reines n-Pentan ohne Methanol fuhrt zu 
kurzeren Retentionszeiten und schlechterer Auflosung als n- 
Pentan rnit 5 % Methanol (Abb. 8). Daraus kann geschlossen 

I 
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Abb. 8. Chromatogramme, bei mehreren Methanolgehalten der mobilen Phase 
aufgenommen. Drucksteigerung 3.3 bar/h. Spur 111: 100 % n-Pentan, 
3.1 ml/min; Spur 11: 95 % n-Pentan/5 % Methanol, 2.75 ml/min; Spur I: 90 % 
n-Pentan/lO % Methanol, 3.1 ml/min. Andere Bedingungen wie in Abb. 4 
(nach [23]). 

werden, dalj die Adsorption an Silicagel nicht der dominante 
Trennmechanismus sein kann, denn die Retentionszeiten soll- 
ten dann durch Zugabe von Methanol aufgrund konkurrieren- 
der Adsorption und der Nichtloslichkeit von Oligostyrolen 
in einer adsorbierten Methanolschicht verkurzt werden. Bei 
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10 % Methanol werden die Retentionszeiten noch langer, 
wahrscheinlich weil die Loslichkeit in der mobilen Phase durch 
den hoheren Methanolanteil noch weiter abnimmt. Wird auBer 
diesem Resultat beriicksichtigt, daB beim verwendeten Trager- 
material auch bei Saulen rnit 2-5mm Durchmesser immer 
noch ein erheblicher Druckabfall iiber der Saule herrscht, 
dann legt dies einen Trennmechanismus nahe, der durch konti- 
nuierliche Fallung und Wiederauflosung des Substrates auf 
der Saule gekennzeichnet ist. Der Druckabfall und der niedrige 
Anfangsdruck am Kolonnenausgang fuhren zunachst zur Fal- 
lung des auf die Slule gegebenen Oligostyrols. Der programm- 
gemaB steigende Druck erhoht dann langsam die Loslichkeit 
und fuhrt durch die kontinuierliche Fallung und 
Wiederauflosung zu einer verschieden schnellen Wanderung 
der oligomeren Spezies durch die Saule. In diesem Zusammen- 
hang ist der experimentelle Befund von Interesse, daB viele 
Substanzen erst ab einem bestimmten, recht scharf definierten 
Schwellendruck in den iiberkritischen fluiden Phasen loslich 
werden['I. Diese Verhaltensweise spiegelt sich auch in den 
Kapazitatsverhaltnissen k' von Saulen wider, deren Trenn- 
mechanismus wahrscheinlich in einer Verteilung fluid-flussig 
b e ~ t e h t [ ~ ~ I .  Das Kapazitatsverhaltnis ist definiert durch 

Hierin sind c" und c' die Substratkonzentrationen in der statio- 
naren (") und der mobilen (') Phase, V' und V die Volumina 
dieser Phasen und K der Verteilungskoeffizient. Die Kapazi- 
tatsverhaltnisse k' fur vier Kohlenwasserstoffe hoheren Mole- 
kulargewichtes sind in Abbildung 9 gegen die Dichte aufgetra- 

Wird die Dichte des uberkritischen C 0 2  durch eine 
Druckerhohung von etwa 2 bar um 0.01 g/cm3 angehoben, 

Einige andere homologe Reihen auDer den Oligostyrolen 
wurden als Testsubstanzen fur die durch Fluidchromatogra- 
phie erreichbare Auflosung verwendet. Abbildung 10 zeigt 
zwei Chromatogramme einer Serie von n-Alkanen von C 5  
bis CZz mit C 0 2  als mobiler fluider Phase und Druckprogram- 
mierung. Die Homologen sind gut getrennt, auch im Chroma- 
togramm rnit erhohter DurchfluDmenge und Drucksteigerung 
(Abb. 10b). Gute Trennungen haben sich ebenfalls rnit den 

P=lOlatm 

tm 

6 
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Abb. 10. Chromatogramme von n-Alkanen (C, bis CZ2) mit C 0 2  als mobiler 
Phase. Stationire Phase: chemisch an poroses Silicagel (Porasil C) gebundenes 
Carbowax 400. a) 4 0 T ,  1 l/min (NTP), langsame Drucksteigerung; b) 50°C. 
2 I/min (NTP), schnelle Drucksteigerung. Trennsdule: 3 m x 1.7 mm i. D. (nach 
[281). 

homologen Di-n-alkylphthalaten[ 41 bei isobarer Arbeitsweise 
rnit Isopropanol als fluider Phase erzielen lassen (Abb. 11). 
Falls die Glieder rnit ungerader Anzahl der C-Atome in der 
Alkoholkomponente (di-n-C9, di-n-C, I . . .) ebenfalls vorhan- 
den waren, wiirde die Auflosung naturgemaB weniger gut 
ausfallen. Man kann jedoch annehmen, da13 ein Druckpro- 
gramm die Auflosung und die Peakbreite der hoheren Phthala- 
te verbessern wird. 

g [ g  c m ? ~  - 
Abb. 9. Abhangigkeit des Kapazitatsverhaltnisses k' von Kohlenwasserstoffen 
von Druck und Temperatur der mobilen Phase C 0 2 .  a) Decan, b) Hexadecan, 
c) Eicosan, d) Squalan. Stationare Phase: chemisch an Silicagel (Durapak, 
100-200 mesh, Waters Association) gebundenes Carbowax 400. Trennsaule: 
2 m x 1.4 mm i.D., Durchflul3: 0.5 dm' min-' (NTP), Probenmenge: 0.2mm3, 
kein Druckprogramm (nach [36]) .  

I 
4 6 8 10 12 14 0 2  
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Abb. 1 I .  Chromatogramm von Di-n-alkylphthalaten in lsopropanol als mobi- 
ler Phase. Stationare Phase: Alkathene (10 Gew.-%) an Sil-0-Cel, 50/70 
mesh. T=245TC,  P=49.5bar, Trennsaule: 2 m  x 6 m m  i.D. (nach [14]). 

dann andert sich k' bis zu einer GroBenordnung. Eine relativ 
kleine Druckerhohung in einem bestimmten Druckbereich 
wird also geniigen, um ein Substrat an einer Saule in Bewegung 
zu setzen. 

5. Diskussion der Grundlagen 

Die Brauchbarkeit der Chromatographie rnit iiberkritischen 
fluiden Phasen hangt wie bei anderen chromatographischen 
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Verfahren von der Auflosung R ab. Deshalb ist die wohl 
wichtigste Gleichung der Chromatographie 
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Diese Gleichung verkniipft R rnit anderen FundamentalgroBen 
der Chromatographie, u. a. rnit der relativen Retention or : 

10 

8 -  

6 -  

.I 4 -  

2 -  

zogen werden. Falls R =  1 ausreicht ( 2  % Bandeniiberschnei- 
dung), erhalt man aus GI. (3) und Werten fur (or - l)/oc zwischen 
0.5 und 0.7 und fur ki/(l+ k;) zwischen 0.5 und 0.9 ein notwen- 
diges N, das zwischen 50 und 300 theoretischen Boden liegt. 
Es ist nicht schwierig, eine solche Anzahl theoretische Boden 
bei Saulenlangen von 2-3m zu erreichen (vgl. Abb. 15 und 
16). 

- 

Hierbei beziehen sich die Indices 1 und 2 auf zwei Verbindun- 
gen, deren chromatographische Peaks benachbart sind und 
deren Auflosung in Frage steht. Die GroBen k' und K sind 
Kapazitatsverhaltnis bzw. Verteilungskoeffizient [GI. (2)]. Die 
Anzahl der theoretischen Boden N ergibt sich rnit N= L/H 
aus Saulenlange L und theoretischer Bodenhohe H (HETP). 
Der zweite Term (or - l)/cl macht c( > 1 notwendig. Dies mu13 
durch eine entsprechende Wahl von mobiler und stationarer 
Phase erreicht werden. Anderenfalls wird keine Auflosung 
erzielt, auch nicht bei hohen Bodenzahlen N. Der dritte Term 
ki/(l + k i )  verandert sich ab k ;  >20 nur noch geringfugig. 
Es mu13 jedoch berucksichtigt werden, daB bei der Fluidchro- 
matographie die k' klein werden konnen, falls der Druck 
zu hoch gewahlt wird. 

Homologe Reihen sind als Testsubstanzen gut geeignet, 
um zu ermitteln, ob cl geniigend von 1 verschiedene Werte 
annehmen kann. Benachbarte hohere Homologe unterschei- 
den sich rnit steigender GroBe zunehmend weniger in ihren 
physikalisch-chemischen Eigenschaften. In Abbildung 12 sind 

" _  
1 2 3 4 5 6 

C- 
Abb. 12. Kapazitatsverhaltnisse k' von n-Alkanen mit 3, 4 und 5 C-Atomen 
in C 0 2  bei 40°C als mobiler Phase, aufgetragen mit dem Druck Pcoi (in 
kp/cm2) als Parameter. Stationare Phase: Squalan an Sil-0-Cel, 50/70 
mesh, Trennsaule: 1 m x 6 mm i. D. (nach [6]). 

die k'-Werte von Propan, n-Butan und n-Pentan gemessen an 
einer Silicagel/Squalan-Saule mit C 0 2  als mobiler Phase in 
Abhangigkeit vom Druck wiedergegebenC6]. Die graphische 
Darstellung weist aus, daB die Unterschiede von k' zwischen 
benachbarten Verbindungen bei isobarer Arbeitsweise erheb- 
lich sind und auch noch ausreichen diirften, um diese Verbin- 
dungen bei Anwendung eines Druckprogramms rnit nicht zu 
schneller Drucksteigerung zu trennen. Aus den Messungen 
der Kapazitatsverhaltnisse der ??-Alkane bis C1 J401 (Abb. 13) 
konnen fur die isobare Arbeitsweise analoge Folgerungen ge- 

C - -  
Abb. 13. Kapazitatsverhaltnisse k' von n-Alkanen mit 3 bis 13 C-Atomen 
in C 0 2  bei 40°C als mobiler Phase, aufgetragen mit dem Druck Proi (in 
kp/cm2) als Parameter. Stationare Phase: 23 Gew.-% Squalan an Sil-0-Cel, 
50/70 mesh (nach [40]). 

Die k'-Werte fur eine Reihe von homologen Di-n-alkyl- 
phthalaten unter Verwendung verschiedener Kombinationen 
von stationaren und mobilen Phasen ergaben giinstige or-Werte, 
wenn eine nichtpolare, stationare Phase (Alkathene, ein Poly- 
ethylen niedrigen Molekulargewichts) rnit einer polaren, mobi- 
len Phase (Isopropanol) bei 245°C und Drucken zwischen 
30 und 49.5 kp/cm2 kombiniert wurde[14]. Im Gegensatz dazu 
erhielt man rnit einer polaren, stationaren Phase (Polyethylen- 
glykol6OOO) und einer nichtpolaren, mobilen Phase (n-Pentan) 
bei 21 3°C und Drucken zwischen 35 und 44.9 kp/cm2 kleinere 
cl-Werte. Bei der letztgenannten Kombination ergab sich bei 
einem Druck von 35kp/cm2 eine starke Anderung von cl 

mit der Temperatur (Abb. 14), die zu durchaus brauchbaren 
or-Werten fuhrt[l41. Es ware allerdings wunschenswert, ahnliche 
Messungen zusatzlich bei konstanter Dichte statt konstantem 
Druck durchzufiihren. Man wul3te dann, welcher Anteil der 
Anderung von cl auf die Anderung der Temperatur und nicht 
auf die der Dichte zuruckzufuhren ist. 

di-n-Cg 

4 0  200 2;o 250 2;o 240 2;o 
T["CI- 

Abb. 14. Kapazitatsverhaltnisse k' von Di-n-alkylphthalaten mit 12 bis 24 
C-Atomen in Abhangigkeit von der Temperatur. Stationare Phase: Polyethy- 
lenglykol 6000 (-23 Gew.-'i/,) an Sil-0-Cel, mobile Phase: n-Pentan be1 
35 kp/cm2 (nach [14]). 
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Die Anzahl der theoretischen Boden N ist umgekehrt pro- 
portional zur Bodenhohe H .  Man kann daher die Einflusse, 
die zur Peakverbreiterung fuhren und damit der Auflosung 
entgegenwirken, rnit Hilfe von H beschreiben. In Abbildung 
15 ist H gegen die mittlere lineare Geschwindigkeit f i  der 
mobilen Phase in den Zwischenraumen zwischen den Partikeln 
fur C 0 2  als mobile Phase und n-Pentan als Substrat aufgetra- 
gen[381. Die Bodenhohen steigen rnit 5 und dem Druck stark 
an. Der Anstieg rnit dem Druck wird allerdings oberhalb 
30 kp/cm2 kleiner. Ublicherweise wird H in Form der van- 
Deemter-Gleichung be~chrieben[~'] : 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 ~ 1 1 1 1 1  

(5) 

Durch Extrapolation des Hochgeschwindigkeitsteils der Kur- 
ven auf fi= 0 wird es wahrscheinlich, daR A > 0. Andererseits 
ist A nicht der Hauptbeitrag zu H bei hoheren fi. Ahnliches 
gilt fur den Beitrag des Terms B/C, der in der Gaschromatogra- 
phie zu einem Minimum in der Kurve AnlaB gibt. Reste 
dieses Minimums sind noch bei den Kurven fur 5 und 10 
kp/cm2 zu erkennen. Es ist demnach der Term C.E, der schon 
bei mabigem 13 den groRten Beitrag zu H liefert. 

/ 5  
.n ' O  

Iaren Raumen zuruck. Der zweite Term (B/g berucksichtigt 
die longitudinale Diffusion als Ursache der Peakverbreiterung. 
Da die relative GroRe von D, klein und die der ublichenveise 
verwendeten 5 groR ist, kann dieser zweite Term wahrschein- 
lich in vielen Fallen vernachlassigt werden - eine SchluRfolge- 
rung, die durch Abbildung 15 gestutzt wird. Der dritte Term 
(C.4 besteht aus zwei additiven Gliedern. Das erste kommt 
durch die Nichteinstellung des Gleichgewichtes fur den radia- 
len Transport des Substrates zwischen mobiler und stationarer 
Phase zustande. Es wird klein durch ein grol3es k' und ein 
kleines t,, d.h. durch eine hohe Geschwindigkeit des Sub- 
strattransfers zwischen mobiler und stationarer Phase. Fur 
dieses Glied durften ein moglichst niedriger Druck und eine 
moglichst hohe Temperatur neben einer moglichst dunnen 
Schicht der stationaren Phase auf dem Tragerkorn von Vorteil 
sein. Das zweite Glied kann man auf den behinderten diffusiven 
und konvektiven radialen Substrattransport in der mobilen 
Phase zwischen den Bereichen verschiedener Geschwindigkei- 
ten in den interpartikularen Raumen zuruckfuhren. Hier wer- 
den ein kleiner Partikeldurchmesser, eine hohere Temperatur 
und wohl auch turbulente Stromung vorteilhaft sein. Die ein- 
gangs erwahnten hohen Diffusionskoeffizienten und niedrigen 
Viskositaten fur fluide Phasen sind fur beide Glieder dieses 
Terms C von Bedeutung, denn sie fuhren zu einer Verkleine- 
rung von t, und o. 

Durch Verwendung von Partikeln rnit kleinerem Durchmes- 
ser d, wurde gezeigt, daR das zweite Glied von C bei hoheren 
C und hoheren Drucken das wichtigere ist, zumindest fur 
die verwendeten porosen Partikel. Abbildung 16 zeigt, daR 
eine Verringerung von d, bei Konstanthaltung der anderen 
Bedingungen zu einer starken Verringerung von H fuhrt. Bei 
dem kleinsten Partikeldurchmesser bleibt wenig Raum fur 

n-Pentan (nach [38]). 

Gleichung (5) kann detaillierter geschrieben ~ e r d e n ~ ~ ' ' ~ ~ ~  : 

Dabei ist h der Korrekturfaktor fur Saulenpackung (z 0 3 ,  
d, der Durchmesser der gepackten Partikeln, y der Labyrinth- 
faktor der Diffusion (= 0.7), D, der Diffusionskoeffizient des 
Substrats in der mobilen Phase, t ,  die durchschnittliche Aufent- 
haltszeit eines Substratmolekuls in der stationaren Phase zwi- 
schen dem Verlassen der mobilen Phase und dem Wiederein- 
tritt in die mobile Phase und o ein vom Stromungsmuster 
abhangiger Faktor. 

Der erste Term (A) der G1. (6) sol1 fur die konvektive, 
longitudinale Durchmischung als Ursache der Peakverbreite- 
rung gelten. Diese Durchmischung hangt nicht von f i  ab und 
geht auf das Stromungsmuster mit seinen unterschiedlichen 
Geschwindigkeiten in den verschieden geformten interpartiku- 

andere Beitrage zu H ,  aul3er dem Beitrag durch den A- 
Term[3 ']. Hierzu wird angenommen, daR aufgrund der hohen 
Porositat der Partikel das erste Glied von C durch die Reduk- 
tion in d, weniger beeinflufit wird. 

6. Ausblick 

Die apparative Entwicklung der Chromatographie rnit iiber- 
kritischen fluiden Phasen steht nach wie vor im Vordergrund 
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des Interesses. Benotigt werden leicht zu beherrschende und 
storunanfallige Gerate, wie sie etwa fur die Gas- und Flussig- 
keitschromatographie kommerziell erhaltlich sind. Die Gerate 
sollten automatische Druckregelungen und Programmierun- 
gen neben der in der Gaschromatographie ublichen Tempera- 
turprogrammierung ermoglichen. 

Gleichlaufend zur apparativen Entwicklung sind Untersu- 
chungen uber den EinfluR der Art der mobilen Phase auf 
die Auflosung und andere chromatographische Parameter von 
Interesse, z.B. in der Reihe von Propan bis Hexan. Es ist 
zu erwarten, dalj die mobile Phase bei der Chromatographie 
mit uberkritischen fluiden Phasen von groljerer Bedeutung 
ist als zumindestens bei gaschromatographischen Trennungen. 
In diesem Zusammenhang sollten auch die Moglichkeiten, 
die sich aus hohen Reynolds-Zahlen und damit durch turbulen- 
te Stromungen ergeben, auf ihre praktische Verwertbarkeit 
zur Erhohung der Trenneffizienz gepruft werden. Ebenfalls 
ist noch keine Untersuchung rnit Zusammensetzungsgradien- 
ten fur binare mobile Phasen durchgefuhrt worden. 

Die in der Gas- und Flussigkeitschromatographie bewahr- 
ten sowie die neuentwickelten stationaren Phasen, einschlieR- 
lich der gebundenen Phasen und der ,,porous layer beads", 
sollten vollstandiger auf ihr Verhalten in der Fluidchromato- 
graphie gepruft werden als dies bisher geschehen ist. Von 
Analogieschlussen abgesehen ist es noch nicht ersichtlich, wel- 
che stationaren Phasen fur die Chromatographie rnit uberkriti- 
schen fluiden Phasen besonders geeign_et sind. Man kann je- 
doch davon ausgehen, dalj die Korngrolje und das intraparti- 
kulare Volumen erheblich kleiner sein sollten als bei der Gas- 
chromatographie. 

Ein methodisches Charakteristikum der Fluidchromatogra- 
phie stellen die Auswirkungen des Druckgradienten uber der 
Trennsaule dar. Sowohl bei der Gas- als auch der Fliissigkeits- 
chromatographie existiert kein derartig groaer Einflulj des 
Druckgradienten auf das Loseverhalten und andere Eigen- 
schaften der mobilen Phase. Es sollte versucht werden, diese 
Eigenart der Chromatographie rnit iiberkritischen fluiden Pha- 
sen fur die Verbesserung der Trennungen auszunutzen. 

Eine neue Entwicklung der letzten Jahre wird Anwendung 
finden, namlich die selektive Extraktion mit fluiden Phasen, 
an die sich zur Identifizierung und weiteren Trennung eine nor- 
male Diinnschichtchromatographie an~chlieRt[~~! 

Fur diefinanzielle Unterstutzung der Arbeit danke ich der 
Arbeitsgemeinschaft Industrieller Forschungsvereinigungen. 

Eingegangen am 4. Juli 1978 [A 2391 
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