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SFC - Superkritische Fluid Chromatographie oder Science Fiction Chromatographie?

Stefan Bieber, Thomas Letzel

Analytische Forschungsgruppe (AFG) am Lehrstuhl fiir Siedlungswasserwirtschaft der Technischen Universitat Minchen

Vorwort

Von einer Chromatographie, die superkriti-
sche Fluide nutzt, haben viele bereits gehért.
Allerdings stammt das Wissen (ber diese
Technik meist aus den friihen 1980er Jahren
und somit auch die Einschatzung Ihrer Mdg-
lichkeiten. Zusatzlich verfugt kaum ein Analy-
tiker des 21. Jahrhunderts (auBerhalb der
Pharmaindustrie) dber praktische Erfahrung
mit dieser Technik. Bislang fristete die SFC,
auch auf Grund ihrer wechselvollen Ge-
schichte ein Dasein als Nischenprodukt. Dies
durfte sich aber vermutlich gerade gewaltig
andern. Warum?

Um es kurz zu machen, weil die Geratetech-
nik soweit ist! So kénnen nun mit der SFC
stabile Trennungen und robuste Retentions-
zeiten gewahrleistet werden.

Aber nun zunachst einmal Eines nach dem
Anderen:

Auch wir nutzen eine analytische SFC erst
seit Ende 2013 (Abbildung 1). Nach anféng-
licher Zuriickhaltung waren wir von dieser
Technik und den damit verbundenen analyti-
schen Maglichkeiten jedoch schnell begeis-
tert. Unsere Erfahrung bezog bis dahin auf
klassische Umkehrphasen-Chromatographie
(RPLC) dber GrolRenausschluss-, lonenaus-
tausch- und  Komplex-Chromatographie
sowie Andere, bis hin zur Hydrophilic Inter-
action Chromatography (HILIC). In der Unter-
suchung Letzterer wurde uns damals schnell
bewusst, dass es sich lohnt genau hinzu-
sehen, bevor man sich ein Urteil bildet. Wir
taten das fur SFC und kamen zu einem
erstaunlichen Ergebnis.

In dieser Serie mdchten wir dieses Ergebnis
darstellen und die SFC als ebenbiirtige aber
auch  komplementédre  Chromatographie-
technik vorstellen. Wir werden einige Ein-
satzmdglichkeiten aufzeigen und Hilfestellun-
gen fir Probleme bei SFC-Trennungen an-
bieten.

Nun zuriick zur Eingangsfrage: Was bedeutet
SFC?
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Abb. 1:

Links: Analytische SFC (Agilent Technologies) im Labor der AFG. Der Aufbau ist sehr ahnlich zu
einer 1260 Infinity HPLC. Das Gerat auf der rechten Seite der HPLC ist das Backpressure Module
(Aurora), welches die Verwendung von CO: als mobile Phase mdglich macht.

Rechts: Schematische Darstellung der Geréteanordnung, wie sie in der Arbeitsgruppe verwendet
wird. Das Aurora Modul dient als CO2 Verdichter und Riickdruckregler, um den thermodynamischen
Zustand des CO kontrollieren zu kénnen. Hinter dem Backpressure Modul besteht die Méglichkeit
ein Massenspektrometer anzuschlieRen.

1) Superkritische Fluidchromatographie? iy

Super- oder (berkritische Fluide sind durch

den kritischen Punkt definiert, der sich aus

einer kritischen Temperatur und einem kriti-

schen Druck zusammensetzt (Abbildung 2). P
An diesem Punkt ndhern sich die Dichten von iassig
Gas und Flissigkeit an. Eine weitere Erho- fest

hung von Druck oder Temperatur, (iber den
kritischen Punkt hinaus hat keine weitere

Veranderung zur Folge. Oberhalb des kriti- Tow T
schen Punktes besitzen Flissigkeiten eine Abb. 2
hohe Dichte bei gleichzeitig niedriger Visko- o
sitadt und einem gasahnlichen Diffusions-
vermdgen. Die Geschichte der SFC reicht
zurlick bis zu James Lovelock, der 1958 die
Nutzung superkritischer Fluide als mobile

gasformig

Beispielhaftes Druck-Temperatur
Diagramm. An dem Punkt pkit und T
beginnt der super- bzw. dberkritische
Bereich. Die Dichten von Gas und
Flussigkeit hab sich hier angeglichen.

Phase in chromatographischen Trennungen
vorschlug.” Zu dieser Zeit wurde nach Mdg-
lichkeiten gesucht, bisher nicht eluierbare
Substanzen mittels Hochdruck-Gaschroma-
tographie analysieren zu kénnen. Klesper et
al., présentierten 1962 erstmals die prakti-
sche Anwendung superkritischer Fluide fir
die Elution von thermolabilen Metall-

Porphyrinen in gepackten S&ulen.2 Der Name
dieser neuen Technik lautete ,Hochdruck-
Gaschromatographie  oberhalb  kritischer
Temperaturen®. Dieser Name war irreflih-
rend, da die mobile Phase als Lésungsmittel
diente und im Gegensatz zur Gaschromato-
graphie nicht inert war.3 In den folgenden
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Jahren kamen weitere Namen fir diese
Technik auf und verschwanden wieder. Sie
und Rijnders nutzen erstmals Kohlenstoff-
dioxid (COg) fiir ihre Trennungen und fiihrten
1967 den Begriff der superkritischen Fluid-
chromatographie ein.34 Dieser Begriff setzte
sich letztendlich durch, jedoch beschreibt
auch er diese Technik nicht korrekt. Es wird
vermittelt, dass das Fluid grundsatzlich
superkritisch sein muss um eine ausreichend
gute Trennung zu erhalten. Wie spater ge-
zeigt wird, ist das allerdings nicht notwendig.

oder 2) Science Fiction Chromatographie?

In der Entwicklung der SFC wurden Erwar-
tungen geweckt, die meist nicht erfillt werden
konnten. Dazu zahlte auch die Einschéatzung,
dass verdichtetes CO2 ahnlich polar sein
konnte wie Isopropanol.5 Dies filhrte zu der
Vorstellung, dass man die Elutionsstéarke von
COz durch Druckveranderung auf das Niveau
eines Alkohols bringen kann. Diese Annahme
konnte allerdings nie bestatigt werden. Zu-
satzlich wurde beobachtet, dass die Effizienz
von Trennungen mit gepackten Saulen bei
steigendem Druck abnahm. Als Grund hierfiir
wurden der Druckabfall entlang der Saule
und die daraus resultierende Abkiihlung des
Fluids vermutet® Es wurde gefolgert, dass
SFC-Trennung nicht mehr als 20.000 theore-
tische Bdden erreichen konnten. Das Prob-
lem wurde damals aber wohl eher durch die
schlechte Packung der Saulen hervorge-
rufen. 1993 zeigten T. A. Berger und W. H.
Wilson dann némlich, dass SFC-Trennungen
(trotz eines Druckabfalls innerhalb der Saule
von 300 bar) bis 220.000 theoretische Bdden
erreichen kdnnen und widerlegten somit
obige Annahme.”

Anfang der 1980er konnte sich die Kapillar-
SFC auf dem Markt etablieren. Das groRte
Potential wurde in der Trennung von polaren
Substanzen gesehen. Auch diese Annahme
beruhte auf der Aussage, dass sich die Elu-
tionsstarke von CO2 durch Druckverénderung
beeinflussen lasst. All diese nicht fundierten
Aussagen und Annahmen flhrten leider
dazu, dass SFC fir lange Zeit als ,Science
Fiction Chromatographie® bezeichnet und in
der Fachwelt nicht ernst genommen wurde.
Einige Wissenschaftler lieBen sich davon
aber nicht beirren und arbeiteten gliicklicher-
weise Uber die Jahre an der Entwicklung
robuster Gerate.

SFC -
Chromatographie mit Kohlenstoffdioxid

Die Wende fur die SFC als verlassliche
Trenntechnik fand zunéchst auf dem Feld der
chiralen Chromatographie statt. Es zeigte
sich schnell (Ende der 1980er), dass die
Trennung von Enantiomeren mittels SFC

deutlich schneller ist, als mit einer HPLC.3
Zusatzlich wird deutlich weniger organisches
Lésungsmittel bendtigt. Den  Durchbruch
schaffte die SFC folglich im Pharmasektor als
Aufreinigungstechnik fiir Arzneistoffe und dort
vor Allem im praparativen Malstab. Effektive
SFC-Trennungen im analytischen Mafistab
wurden ab 2009 mdglich. Das Aurora SFC
Modul bot die Mdglichkeit eine Agilent HPLC
als SFC mit CO2 zu betreiben (siehe Abbil-
dung 1). Die Firma Aurora wurde 2012 von
Agilent Technologies Ubernommen. Waters
filhrte 2010 die UPC?, als eigenstandige SFC
ein. Diese beiden Markteinfihrungen gelten
als Neubeginn der SFC, weil diese Gerate
aulerst robust sind und reproduzierbar ar-
beiten.

Heutzutage werden bei SFC-Trennungen
dem CO2 als mobile Phase vor allem so-
genannte ,Modifier' zugesetzt. Es handelt
sich dabei meist um Methanol oder Ethanol.
Diese Zusatze verandern die Elutionsstéarke
der mobilen Phase, aber auch die Lage des
kritischen Punktes. Wahrend er fiir reines
CO2 bekannt ist (31,0°C und 73,8 bar), kann
er fur eine Mischung aus CO2 und Methanol
bisher nur geschétzt werden. Gerade bei der
Gradientenelution kann es passieren, dass
eine Trennung im superkritischen Bereich
startet, sich aber der kritische Punkt durch
zunehmende Zugabe von ,Modifier* verlagert.
Im ,schlimmsten® Fall erreicht man einen
Zustand unterhalb des kritischen Punktes
(flssig und nicht gasférmig). Dies fiihrt dazu,
so missen sich Anwender bewusst sein,
dass sie zwar SFC betreiben, sich aber
durchaus im ,subkritischen® Bereich befinden
kénnen. Auch hier zeigen sich Probleme mit
der Nomenklatur, denn ein ,subkritischer
Bereich existiert nicht. Unterhalb des kriti-
schen Punktes ist ein Medium gasférmig oder
fliissig. Bemerkenswert ist jedoch, dass es
fir SFC-Trennungen unerheblich ist, ob sich
die mobile Phase im superkritischen oder
,Subkritischen® Zustand befindet. Man kann
einem Chromatogramm nicht ansehen, in
welchem Zustand die Trennung erfolgte.8

Was ist nun das besondere an SFC-Tren-
nungen? — Die Verwendung von Kohlenstoff-
dioxid als mobile Phase. Die Abkirzung SFC
ist mittlerweile vermutlich zu bekannt um sie
noch zu &ndern. Der Hersteller Waters nennt
sein Gerdt zwar UPC?% was fir ,Ultra
Perfomance Convergence Chromatography"
steht. Eine Umbenennung von SFC zu UPC?
erscheint momentan aber eher unwahr-
scheinlich. Folglich wird nach wie vor Uber
einen passenderen Namen fiir diese Technik
nachgedacht, zuletzt im Rahmen von Diskus-
sion auf den International Symposium on
Chromatography 2014 in Salzburg und der
Konferenz SFC 2014 in Basel. Mdglicher-
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weise wird der Begriff SFC beibehalten, aber
eben als ,Chromatographie mit CO2’ erklart.

Zusammenfassend ist zunachst wichtig, dass
man sich bewusst wird, dass die ,Superkriti-
sche Fluid Chromatographie® nicht notwendi-
gerweise mit superkritischen Fluiden erfolgen
muss und dass dieses Wissen die Trenn-
effizienz auch nicht unbedingt beeinflusst.
Auf der anderen Seite hat die Technik schon
lange das Klischee der ,Science Fiction
Chromatographie® hinter sich gelassen. Oft
war die Science Fiction eine Inspiration flr
Forschung und Entwicklung. Auch fiir die
SFC ist dies der Fall, denn durch Zugabe von
Modifier kénnen heute auch auferst polare
Substanzen mittels SFC getrennt werden,
was in den Anfangsjahren dieser Technik
noch Wunschdenken war.

Mehr Uber die Eigenschaften, Vorteile und
Einsatzgebiete von SFC konnen Sie in den
folgenden Teilen dieser Serie erfahren, die
voraussichtlich monatlich erscheinen werden.
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