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SFC-Fraktionssammler - Herausforderung 

➢ Basis:

Agilent 1260 Infinity II LC Fraktionssammler

➢ notwendige Modifikation für SFC:

Austritt des Eluenten aus dem SFC-System

CO2 (überkritisch)  CO2 (gasförmig)

 schnelle Volumenausdehnung (ca. 500-fach), 

starke Zerstäubung würde zu Probenverlusten

und/oder Kreuzkontaminationen führen

➔ niedrige Abscheiderate

 insbesondere bei geringem Anteil an Modifier

Probleme mit nicht-konstantem Time-Delay und 

Verschleppung

➔ niedrige Reinheit

Agilent 1260 Infinity II LC Fraktionssammler



Patentierter Gas-Liquid-Separator (GLS) 

➢ Lösung:

modifizierter Kopf des Fraktionssammlers

(Agilent Patent US 11494419 B2)

und

Dosierung eines Make-up-Lösungsmittels

mit isokratischer Pumpe

Agilent Patent US 11494419 B2

Detail des modifizierten LC-Fraktionssammlers

Agilent 1260 Infinity III Isocratic Pump



Aufbau des analytischen SFC-Systems

➢ 1260 Infinity III SFC Binary Pump

0,001 – 5 mL/min (600 bar)

➢ 1260 Infinity III Multisampler

innovative Feed Injection für

Injektionsvolumen 0,1 - 90 µL (600 bar)

➢ 1260 Infinity III Multicolumn Thermostat

für bis zu 4 Säulen, 10 – 85 °C (800 bar)

➢ 1260 Infinity III Diode Array Detector WR /

1260 Infinity III Variable Wavelength Detector

➢ 1260 Infinity III SFC Control Module

verflüssigt gasförmiges CO2 und komprimiert das 

verflüssigte Gas

präzise Zusammensetzung und Förderung der 

mobilen Phase bei Drücken bis zu 600 bar



Analytisches SFC-System mit SIM-Fraktionssammler

➢ Make-up-Lösungsmittel wird über T-Stück 

direkt vor dem Gegendruckregler (BPR) 

zugegeben

➢ Fraktionssammler hinter dem BPR mit 

patentiertem Gas-Flüssigkeits-Abscheider:

mod. LC-Fraktionssammler G1364E

➔ SIM SFC-Fraktionssammler
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SFC-Kooperation SIM – Agilent

Effektive and umweltfreundliche Aufreinigung

Kooperation SIM – Reach Separations

zu

SFC-Applikationen für hohe Reinheit



Beispiel: Chirale Aufreinigung

3 mg of chiral sample

to process

Screening on 

9 chiral stationary phases 

with 3 mobile phases

Isocratic Optimisation 

Column IB-N (3µm) 4.6x100mm 

Temperature (°C) 40 

Flow-rate (mL/min) 3 

BPR pressure (bar) 120 

Mobile Phase composition 40% EtOH with 0.2% iPNH2 in CO2 

Diluent EtOH 

 

Quelle:



3 mg in 1.5 mL of EtOH

50 µL injection → 30 injections

Injection every 5.5 minutes so

about 2h 45min of chromatography

  Isomer 1 Isomer 2 

Output EE 97 96 

Output quantity (mg) 1.3 1.3 
 

Overall recovery is 86% in that case.

SFC-Chromatogramm zur Isolierung

Quelle:



4.6x250mm 10µm C18A column

CO2/EtOH isocratic

sample dissolved in DMSO

overlay of 20 injections

Protac

Analytical Prep PROTAC Purification

Quelle:



5 mg purification for proof of concept before scale-up – about 70 injections – gradient method

Overall recovery (calculated on UV of crude): 82%

Natural product extract

Pfeffer-Extrakt

Quelle:



GC chemical purities:

➢ 19.2% of C16:1

➢ 32% of C16:0

GC-FID 8860

Columns DB-WAX (30 m x 0.250 mm, 0.25 µm)

Flow rate 3 mL/min

Vector gas H2

Gradient From 60° to 250°C

Objectives:

/!\ C16:1 > 90%

/!\ C16:0 < 2%

Omega 7

GC-FID crude – C16:1

Quelle:



SFC-UV Agilent 1260

Flow rate 3 mL/min

Conditions 100% CO2

BPR 150 bar

Oven temperature 60°C

Isocratic pump (EtOH) 3 mL/min

Injection volume 7 µL (pure oil)

➢ Good reproducibility

➢ SFC chemical purity: 13.9%

Omega 7

8 injections

SFC collection – C16:1

Quelle:



GC-FID 8860

Columns DB-WAX (30 m x 0.250 mm, 0.25 µm)

Flow rate 3 mL/min

Vector gas H2

Gradient From 60° to 250°C

Chemical purities:

➢ 19.2%               92.2% of C16:1

➢ 32%                    1.5% of C16:0

Omega 7

GC-FID final – C16:1

➔

➔
Quelle:



5 injections

Crude Hemp extract

- obtained with

100% CO2 method

- No decarboxylation

performed

➔ Good column, so change

to isobaric method

CBD

CBD in pressure gradient mode

Quelle:



SFC-UV Agilent 1260

Column Fuji P6 (4.6 x 250 mm, 10 µm)

Flow rate 3 mL/min

Conditions 100% CO2

BPR 110 bar

Oven temperature 40°C

Isocratic pump (EtOH) 3 mL/min

Injection volume 4 µL

20 injections

CBD

SFC collection - CBD

➢ Good reproducibility

➢ SFC chemical purity: 28.4%

Quelle:



LC-UV-MS Agilent 1260 Prime - iQ

Column
XBridge Phenyl (4.6 x 100 mm, 3.5 

µm)

Flow rate 0.9 mL/min

Gradient From 50% to 98% of ACN

Oven temperature 40°C

Wavelength 270 nm

CBDA

CBD

➢ CBD: 4.8%

➢ CBDA: 84.9%

CBD

93.3%99%

CBDA

Crude CBDA fraction CBD fraction

➢ Viable method

➢ Scale-up study still ongoing, 

no yield calculated

CBD

LC-UV Ergebnisse - CBD

➔

➔

Quelle:



0.2% NH3

40 mM HCOONH4

0.2% TFA

0.2% HCOOH

Different additives were tested

in the co-solvent

MeOH/Water 95/5 + additive

Tirzepatide

Tirzepatide SFC tests – FUJI Diol

Quelle:



ISO 50%

ISO 48%

ISO 45%

ISO 40%

% Organic

phase ↘

Iscratic transfer is not that simple 

for the bigger peptides

A small change in composition 

induces a very different behaviour

on column!

Tirzepatide

Transfer to isocratic…?

Quelle:



Target Initial Purity Final Purity

TZ 54% 82%

ResultsïLC-UV-MS, purity @220 nm 

35 to 60% gradient

2 steps process likely

Tirzepatide

Mini-prep SFC trial

Quelle:



SIM SFCprep-Analyzer mit Fraktionssammler

➢ Analytisches SFC System SF 8000 12 60

besteht aus

• Agilent 1260 Infinity III SFC/LC-Modulen 

• SIM SFC-Fraktionssammler und Pumpe

• SIM-Werksabnahmetest (FAT)

➔ SFC-System ist ready-to-analyze

➔ Standard-Version wird individuell an Ihre 

Anforderungen angepasst 

(z.B. Detektor, Sammelgefäße) 

➔ Upgrade-Kit für bestehende Agilent

SFC System auf Anfrage

➢ Kontakt:  SIM GmbH, Rolf Eichelberg

sim@sim-gmbh.de 


