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a chromatographie en phase supercritique, CPS (en anglais SFC : Supercri-
tical Fluid Chromatography) met en œuvre, comme phase mobile, un fluide

ou un mélange de fluides porté au-delà du point critique par un contrôle adéquat
de la température et de la pression.
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Cette technique est complémentaire des chromatographies en phases liquide
et gazeuse (CPG). En effet, la CPG exige simultanément la volatilité et la stabilité
thermique des solutés ; quant à la CPL, elle présente deux limitations :

— l’obtention difficile de grandes efficacités ;
— l’absence de détecteur aussi universel et sensible que le détecteur à ionisa-

tion de flamme (DIF) de la CPG.
Par suite, lorsqu’on est confronté à la séparation d’un mélange complexe de

solutés non volatils, thermosensibles et non aisément détectables, ce qui repré-
sente environ 25 % des exemples rencontrés, on peut envisager de mettre en
œuvre la CPS associée aux détecteurs de la CPG.

Enfin, la CPS possède des caractéristiques propres qui en font une technique
chromatographique performante aussi bien avec des colonnes capillaires
qu’avec des colonnes remplies :

— de grandes efficacités par unité de temps peuvent être atteintes en raison
de la diffusion rapide des solutés dans les fluides supercritiques du fait de leur
faible viscosité ; aussi des séparations peuvent-elles être obtenues en des temps
d’analyse 10 à 20 fois plus courts qu’en CPL ;

— on peut aussi, pour la même raison, augmenter la longueur de la colonne,
ce qui permet alors de disposer d’une très grande efficacité, même avec les
colonnes remplies ;

— des sélectivités importantes sont observées en raison des interactions entre
Toute reproduction sans autorisation du Centre français d’exploitation du droit de copie est strictement interdite.
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les solutés, la phase stationnaire et la phase mobile que l’on peut faire varier par
l’ajout de faibles quantités de modificateurs polaires à la phase supercritique ;

— la CPS préparative présente l’avantage, par rapport à la CPL, d’une récupé-
ration rapide des solutés par détente de la phase mobile, en dépit des difficultés
technologiques pour lesquelles diverses solutions ont été proposées.

1. Fluides supercritiques
en chromatographie

1.1 Propriétés thermodynamiques

1.1.1 Fluide pur

L’état thermodynamique d’un composé pur est déterminé par les
trois variables pression P, volume V et température T. Il existe une
relation entre ces trois variables, connue sous le nom d’équation
d’état et représentée par une surface dans le référentiel à trois
dimensions P, V, T. Tout corps pur, suivant la valeur des trois varia-
bles P, V, T sera sous la forme solide s, liquide , ou vapeur v. Les
domaines d’existence de chacune de ces trois phases sont déter-
minés par l’équation d’état et peuvent être représentés sur plusieurs
types de diagrammes : au diagramme tridimensionnel (P, V, T), on
préfère généralement les projections sur les plans (P, T) (isochores)
et (P, V) (isothermes) d’une mise en œuvre plus aisée. Dans la majo-
rité des cas, le volume V est remplacé par la masse volumique ρ,
inversement proportionnelle à V. On utilise donc des diagrammes
(P, r) et (P, T).

Le diagramme (P, T) (figure 1) précise les domaines des trois
états de la matière, s, , v. Les raccordements de ces différents
domaines correspondent aux transitions de phase, s’accompagnent
de discontinuité de certaines propriétés physiques, r en particulier,
et correspondent aux équilibres liquide-vapeur , solide-liquide

 et solide-vapeur (s-v). Au point triple T coexistent les trois
phases solide-liquide-vapeur. 

On remarque que l’on ne peut passer de l’état solide à l’état
liquide sans traverser un segment, donc sans qu’il y ait discontinuité
de la masse volumique des phases. Par contre, il est possible de
passer de l’état liquide à l’état gazeux continûment, sans traverser le
segment , à la condition de contourner le point C. Ce point où
se termine la courbe d’équilibre liquide-vapeur est appelé point cri-
tique, et il lui correspond une température critique TC, une pression
critique PC et une masse volumique rC.

Au point C, on a un état intermédiaire entre l’état liquide et l’état
gazeux que l’on appelle état critique ou, si l’on s’éloigne notable-
ment de C, état supercritique. Cet état correspond donc à des tem-
pératures et des pressions supérieures à celles de C.

La figure 2 représente le diagramme de phase (P, r) du dioxyde
de carbone. Plusieurs isothermes ont été tracées et la zone d’utili-
sation habituelle de la CPS a été grisée.

Pour toute température supérieure à TC, on constate qu’à une
augmentation continue de la pression correspond une augmen-
tation continue de la masse volumique.

,

,
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Historique

Dès 1962, Klesper, Corwin et Turner [1] utilisent la CPS pour la
séparation de porphyrines non volatiles. Toutefois, le dévelop-
pement de cette méthode a d’abord été éclipsé par celui, très
rapide, de la chromatographie en phase liquide (CPL) bien que,
périodiquement, des exemples d’utilisation et des mises au
point aient été publiés. Il faut attendre 1982 pour assister à un
regain d’intérêt pour la CPS, et 1988 pour la parution du premier
ouvrage [2].
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La compressibilité KT :

augmente lorsque la température se rapproche de TC ; au point cri-
tique, KT tend vers l’infini : une faible augmentation de la pression
provoque un accroissement important de la masse volumique ; ce
phénomène est, comme nous le verrons, largement exploité en
CPS, aussi bien avec les colonnes capillaires que les colonnes rem-
plies.

1.1.2 Mélanges binaires

L’ajout au fluide supercritique d’un solvant polaire entraîne des
déplacements importants du point critique [4]. Si on se limite à une
fraction molaire en solvant inférieure à 0,1, ce qui est le plus souvent
le cas en CPS, il est aisé de maintenir le mélange à l’état supercri-
tique. En revanche, pour des teneurs supérieures, les températures
critiques atteignent très vite des valeurs incompatibles tant avec la
stabilité thermique des phases stationnaires greffées qu’avec celle
des solutés. C’est la raison pour laquelle l’emploi de phases mobiles
subcritiques (du point de vue de la température) est couramment
réalisé.
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1.2 Propriétés physico-chimiques

Le tableau 1 rassemble les ordres de grandeur des  trois para-
mètres masse volumique, viscosité et coefficient de diffusion, pour
les trois états d’un même fluide. On remarque que, malgré des
masses volumiques élevées (du même ordre que celles des
liquides), les fluides supercritiques sont peu visqueux et, de ce point
de vue, se rapprochent des gaz.

1.2.1 Masse volumique et compressibilité

Un grand nombre des propriétés remarquables des fluides au
voisinage du point critique sont une conséquence de la très forte
compressibilité KT (KT infinie au point critique) :

Figure 1 – Diagramme (P, T) du dioxyde de carbone (d’après [3])

Figure 2 – Diagramme de phase (P, ρ) du dioxyde de carbone

Tableau 1 – Ordre de grandeur de la masse volumique ρ,
de la viscosité η et du coefficient d’autodiffusion D pour

les gaz, liquides et fluides supercritiques
(d’après [5])

État du fluide
ρ

(g.cm-3)
η

(Pa.s)
D

(m2.s-1)

gazeux
1 bar, 15-30 °C

0,6 x 10-3 
à 2 x 10-3

 1 x 10-5

à 3 x 10-5
1 x 10-5

à 4 x 10-5

supercritique
- à TC, PC

- à TC, 4 PC

0,2 à 0,5

0,4 à 0,9

1 x 10-5

à 3 x 10-5

3 x 10-5

à 9 x 10-5

5 x 10-8

10-8

liquide
(solvants orga-

niques-eau)
1 bar, 15-30 °C

0,6 à 1,6 0,2 x 10-3

à 3 x 10-3
 0,2 x 10-9

à 3 x 10-9
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Une légère augmentation de la pression provoque alors un
accroissement de la masse volumique (figure 3). Dans la zone du masse molaire du soluté et la masse volumique du fluide sont

Figure 3 – Variation de la masse volumique du CO2 en fonction 
de la pression à 40 ˚C Figure 4 – Variation de la viscosité η du CO2 en fonction 

de la pression à 40 ˚C
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point critique, la compressibilité est environ 500 fois plus forte que
celle des liquides. Par conséquent, contrairement à la CPL, il est
possible de faire varier la masse volumique de la phase mobile en
agissant sur la pression et (ou) la température.

À température constante, la masse volumique augmente avec la
pression (figure 

 

3

 

), tandis qu’à pression constante la masse volu-
mique diminue lorsque la température augmente. Comme la masse
volumique influe à la fois sur le pouvoir solvant et sur la polarité du
fluide (§ 1.2.5), on comprend que la rétention des solutés pourra être
modifiée par des changements de la pression (et de la température).
C’est là un point où la CPS diffère de la CPL : en phase liquide, la
compressibilité n’a que des effets négligeables pour des pressions
inférieures à 300 bar et la masse volumique est constante.

 

1.2.2 Viscosité

 

La viscosité des fluides supercritiques est 5 à 20 fois inférieure à
celle des liquides (tableau 

 

1

 

). Cela est important, car la viscosité est
en partie responsable de la faible vitesse de diffusion des solutés et
du fort gradient de pression dans une colonne chromatographique.
La viscosité augmente avec la pression (figure  

 

4

 

), mais elle
approche celle du liquide plus lentement que ne le fait sa masse
volumique. La viscosité ne diminue que légèrement avec une aug-
mentation de la température.

 

1.2.3 Coefficient d’autodiffusion

 

Il caractérise la diffusion des molécules de fluide dans le fluide lui-
même et le tableau 

 

1

 

 montre qu’il est intermédiaire entre celui d’un
liquide et celui d’un gaz. Il diminue avec la pression et augmente
avec la température.

 

1.2.4 Coefficient de diffusion des solutés

Le coefficient de diffusion Dm est un paramètre important en
chromatographie puisqu’il régit les processus de transfert de masse
entre les phases solide et mobile.

■ Fluide supercritique pur

Pour un fluide comme le CO2, les valeurs de Dm sont comprises
entre 10-8 et 5 x 10-8 m2.s-1et sont d’autant plus faibles que la

grandes à température constante [5, 6]. Elles diminuent lorsque la
viscosité augmente et augmentent avec la température à masse
volumique constante. Elles peuvent être calculées [6], comme en
CPL, par la relation de Wilke et Chang.

■ Mélange fluide supercritique − modificateur polaire

Les coefficients de diffusion diminuent lorsque la teneur en modi-
ficateur polaire dans la phase mobile augmente, mais ils demeurent
néanmoins très supérieurs à ceux mesurés en phase liquide pour
des teneurs inférieures à 10 % [6].

1.2.5 Polarité d’un fluide supercritique

La polarité d’un solvant peut être mesurée par son paramètre de
solubilité de Hildebrand d [7] :

E v est l’énergie de cohésion du solvant ; Vm le volume molaire.

Pour un fluide supercritique, d augmente avec la masse volumi-
que [8], ce qui permet de disposer d’un paramètre supplémentaire
pour la mise au point des séparations par simple variation de la
pression et/ou de la température. Par ailleurs, un gradient de
pression permettra aussi d’augmenter la masse volumique du fluide
lors de la séparation et, partant, d’éluer des solutés de plus en plus
polaires.

1.2.6 Solubilité dans un fluide supercritique

La solubilité d’un soluté dépend, en première approximation, de
deux facteurs [9, 10] :

— le pouvoir solubilisant du fluide lié à sa nature et à sa masse
volumique ;

— la volatilité éventuelle du soluté qui varie en fonction de la
température.

La figure 5 montre la variation de la solubilité du naphtalène
(exprimée en fraction molaire) dans le dioxyde de carbone en
fonction de la pression et de la température à masse volumique
constante. Dans la gamme de pression considérée, la solubilité du
naphtalène, comme celle de la plupart des solutés, est une fonction
croissante de la pression (figure 5 a) et de la masse volumique

d
Ev

Vm
--------  =
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1.3 Principaux fluides utilisables en CPS

Le tableau 2 rassemble les fluides sélectionnés pour une éven-
tuelle utilisation en chromatographie.

Parmi ceux-ci, le dioxyde de carbone est, de loin, le plus utilisé
pour les raisons suivantes :

— facilité de manipulation compte tenu de sa température et de
sa pression critiques (31 °C et 73,8  bar) ;

— bon pouvoir solvant et miscibilité avec la plupart des solvants ;
— compatibilité de sa température critique avec la stabilité ther-

mique des solutés et des silices greffées ;
— absence de toxicité ;
— ininflammabilité ;
— absence de corrosion ;
— sans odeur ;
— coût peu élevé (environ 15 F le litre dans sa qualité technique ;

100 F le litre dans sa qualité N 45-99,995 % de pureté) ;
— disponibilité, si cela s’avère nécessaire, dans une très grande

pureté ;
— transparence dans l’UV jusqu’à 200 nm et dans l’infrarouge, en
  

Toute reproduction sans autorisation du Centre français d’exploitation du droit de copie est strictement interdite.
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). L’augmentation de la solubilité avec la pression est
d’autant plus forte que l’on est plus proche du point critique, c’est-à-
dire que la compressibilité du fluide est grande.

La figure 

 

5

 

 

 

b

 

 montre également que la solubilité est une fonction
croissante de la température à masse volumique constante, cela en
raison de l’augmentation de la volatilité du soluté (la pression de
vapeur saturante du naphtalène augmente d’un facteur 7 lorsque la
température passe de 35 à 55 °C).

    

particulier dans le domaine de nombre d’onde compris entre 800 et
1 600 cm-1 ;

— couplage avec les détecteurs de la CPG.

Les autres fluides sont beaucoup moins employés pour des
raisons variées (polarité insuffisante,  incompatibilité avec les
phases stationnaires,...).

Figure 5 – Variation de la solubilité S du naphtalène (exprimée en 
fraction molaire) dans le CO2 supercritique en fonction de la pression 
pour différentes températures , et en fonction de la température 
pour différentes masses volumiques  (d’après [11])

""a
""b

Tableau 2 – Propriétés des solvants utilisables en CPS
(d’après [12])

Composé

Pression 
critique

(bar)

Température 
critique

(°C)

Masse 
volumique 

critique

(g.cm-3)

Dioxyde de carbone........... 73,8 31,0 0,448

Oxyde de diazote ............... 71,4 36,5 0,457

Hexafluorure de soufre...... 37,1 45,6 0,752

Dichlorotétrafluoroéthane. 35,5 146,7 0,582

Isopropanol ........................ 47,0 253,3 0,273

Dioxyde de soufre.............. 77,6 157,5 0,524

Méthyléthyléther................ 43,4 164,7 0,272

Xénon.................................. 58,0 16,6 1,105

Ammoniac .......................... 111,3 132,3 0,240

Éthane ................................. 48,3 32,4 0,203

n-Propane ........................... 41,9 96,7 0,217

Butane................................. 37,5 152,0 0,228

n-Pentane............................ 33,3 196,6 0,232

Dichlorodifluorométhane .. 39,4 111,7 0,558

Dichlorofluorométhane ..... 51,0 178,5 0,522

Trichlorofluorométhane .... 41,7 196,6 0,554

Eau ...................................... 221 374,4 0,322
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2. Propriétés 
chromatographiques
du dioxyde de carbone

2.1 Aspect thermodynamique

2.1.1 Influence de la masse volumique

Comme en CPL, la rétention dépend des interactions soluté-phase
stationnaire, soluté-fluide supercritique et fluide supercritique-
phase stationnaire. On peut gouverner les interactions soluté-CO2
supercritique en faisant varier sa pression et, partant, sa masse
volumique (figure 6). Toute diminution de la masse volumique
entraîne une diminution de la polarité du CO2 et, par suite, une aug-
mentation des facteurs de capacité (on admet en première approxi-
mation que les interactions soluté-phase stationnaire sont indépen-
dantes de la masse volumique du fluide).
Toute reproduction sans autorisation du Centre français d’exploitation du droit de copie est strictement interdite.
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2.1.2 Influence de la température

À masse volumique constante, une augmentation de la tempéra-
ture entraîne une diminution de la rétention dont l’ordre de gran-
deur dépend de la volatilité du soluté.

À pression constante, une augmentation de la température peut
entraîner soit une augmentation de la rétention du fait de la dimi-
nution de la masse volumique du CO2, soit, inversement, une dimi-
nution de la rétention liée majoritairement à la volatilité du soluté. À
titre d’exemple, la figure 7 montre l’évolution du logarithme du fac-
teur de capacité de l’hexadécane en fonction de la température pour
différentes valeurs de la pression du CO2. Par exemple, pour une
pression de 115,7 bar, l’inversion du comportement a lieu pour une
température voisine de 100 °C.

2.1.3 Addition de modificateurs polaires

L’addition d’un solvant polaire, en faible teneur, au CO2 en phase
supercritique permet de gouverner la rétention et la sélectivité
des solutés spécialement avec les colonnes remplies. En ce qui
concerne les chromatographies d’adsorption et de partage normal,
le choix du solvant est effectué selon la même démarche qu’en CPL
[15]. Avec les phases stationnaires apolaires, les mécanismes de
rétention avec le CO2 sont très différents de ceux de la CPL (on ne
peut évoquer ici l’effet hydrophobe). Il y a partage entre une phase
stationnaire apolaire et une phase éluante apolaire ou peu polaire.
On observe une diminution de la rétention avec la teneur en modifi-
cateur polaire comparable à celle observée en chromatographie
d’adsorption ou de partage normal (par exemple la rétention des
phénols décroît fortement avec la teneur en méthanol de la phase
éluante par recouvrement des silanols résiduels de la phase station-
naire ou (et) association soluté-alcool dans la phase éluante par for-
mation de liaisons hydrogène).

Pour les séparations chirales, la mise en œuvre de mélanges
CO2 - modificateurs polaires permet soit de conserver la même
sélectivité qu’en CPL (phases stationnaires de type Pirkle), soit
d’obtenir des sélectivités particulières (phases stationnaires gref-
fées cyclodextrine ou cellulose modifiée), tout en diminuant la
durée des séparations [16, 17].

Figure 6 – Variation du facteur de capacité  du phénanthrène 
en fonction de la pression à diverses températures (d’après [13])

k ′

Figure 7 – Variation du logarithme du facteur de capacité
de l’hexadécane à pression constante, en fonction de l’inverse
de la température absolue (d’après [14])
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Avec les colonnes capillaires, l’influence de l’ajout de modifica-
teurs polaires dans le CO2 est beaucoup plus faible, vraisembla-
blement à cause de la désactivation (absence de groupements
silanol résiduels) de ce type de phase stationnaire. Par ailleurs, ces
colonnes sont très souvent couplées à une détection à ionisation de
flamme, ce qui exclut l’ajout de tout modificateur polaire à l’excep-
tion de l’eau et de l’acide formique dans la phase éluante.

2.1.4 Gradients d’élution

La rétention peut être gouvernée par la masse volumique (pres-
sion et température) du CO2 et sa teneur en modificateur polaire.
Ces différents paramètres peuvent  être modifiés  par program-
mation au cours de la séparation.

■ Masse volumique

L’augmentation de la solubilité des solutés avec la masse volu-
mique a permis de développer une technique similaire à la pro-
grammation de température en CPG ou de polarité de l’éluant en
CPL. En général, les gradients de masse volumique sont obtenus
par l’intermédiaire d’une programmation de la pression du fluide
plutôt que par la diminution de sa température à pression constante
[18]. Le profil du gradient de masse volumique dépend du type de
colonne utilisé (capillaire ou remplie) et de sa longueur. Avec les

mique, ce qui exige une variation non linéaire de la pression afin de
compenser à la fois le profil non strictement linéaire des isothermes
pression-masse volumique et la compressibilité du fluide contenu
dans le volume mort du système chromatographique.

La programmation de la masse volumique qui permet d’accélérer
l’élution des solutés les plus polaires est majoritairement utilisée
avec les colonnes capillaires couplées à une détection par ionisa-
tion de flamme. Toutefois, elle est également mise en œuvre avec
des mélanges CO2 - modificateurs polaires ; à titre d’exemple, la
figure 8 compare la séparation des isomères du Triton X114 (ten-
sioactif moléculaire) par élution graduée à l’aide de méthanol ou de
la masse volumique du CO2. On observe des rétentions du même
ordre de grandeur dans les deux cas, mais une « efficacité » très
supérieure dans le cas du gradient de masse volumique du CO2 [19].

■ Teneur en modificateur polaire

Les gradients de modificateur polaire sont essentiellement mis en
œuvre avec des colonnes remplies [20] et la détermination de leurs
profils est effectuée selon la même démarche qu’en CPL.

■ Masse volumique et modificateur polaire

On peut, dans le cas de la séparation de mélanges complexes,
associer des gradients de masse volumique et de modificateur
polaire, ce qui offre un degré de liberté supplémentaire à la CPS par
Toute reproduction sans autorisation du Centre français d’exploitation du droit de copie est strictement interdite.
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colonnes capillaires longues (supérieures à 10 m), la programma-
tion de la pression est de quelques bars par minute, tandis qu’avec
les colonnes courtes elle peut atteindre 100 bar par minute. On choi-
sit, le plus souvent, une programmation linéaire de la masse volu-

rapport à la CPL [21].

Le tableau 3 montre l’influence des différents paramètres (phase
stationnaire, nature de la phase mobile, pression et température),
pour les trois techniques chromatographiques.

Figure 8 – Séparation par chromatographie en phase supercritique du Triton X114 (d’après [19])
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2.2 Aspect cinétique

L’efficacité d’une colonne est mesurée par le nombre de plateaux
théoriques N de la colonne.

Le nombre de plateaux par unité de temps (N / t0) généré par une
colonne chromatographique est donné par la relation :

Tableau 3 – Influence de différents paramètres
sur la séparation (1)

Paramètre CPG CPL CPS

Phase stationnaire + + +

Composition de la phase mobile - + +

Pression - - +

Température + ± +

(1) + forte influence
- faible influence
Toute reproduction sans autorisation du Centre français d’exploitation du droit de copie est strictement interdite.
P 1 460 - 8 © Techniques de l’Ingénieur, traité Analyse et Caractérisation

avec n = ud / Dm vitesse réduite de la phase mobile, 

h = H / d hauteur de plateau réduite, 

d diamètre des particules de la phase
stationnaire (colonne remplie) ou diamètre
intérieur de la colonne capillaire, 

H hauteur équivalente à un plateau théorique, 

Dm coefficient de diffusion du soluté dans la
phase mobile, 

u vitesse linéaire de la phase mobile, 

t0 temps de rétention d’un composé non
retenu.

Le rapport n / h est le même en CPS et en CPL ; par suite, toutes
choses égales par ailleurs, le nombre de plateaux par unité de
temps est proportionnel à Dm . Or on montre que les valeurs de Dm
dans un fluide supercritique sont supérieures à celles dans les
liquides (§ 1.2.4) ; on obtiendra donc toujours en CPS un nombre de
plateaux par unité de temps plus grand qu’en CPL. La figure 9 com-
pare la variation de la hauteur de plateau réduite du phénanthrène
en fonction de la vitesse linéaire de la phase mobile en CPL
(mélange méthanol-eau 80-20 v / v) et en CPS (dioxyde de carbone
supercritique). On constate que les vitesses optimales sont dans un
rapport 7 sensiblement égal au rapport des coefficients de diffusion
du phénanthrène dans les deux phases mobiles [22]. De plus, les
valeurs élevées des coefficients de diffusion dans le dioxyde de car-
bone supercritique abaissent la résistance au transfert de masse du
soluté, ce qui se traduit, pour les vitesses supérieures à uopt , par
une diminution de l’efficacité beaucoup plus faible qu’en CPL.

■ Influence de la masse volumique et de l’ajout de modificateur
polaire

Quand la masse volumique du CO2 augmente [23, 24] ou
lorsqu’on ajoute un modificateur polaire [6], Dm diminue et l’effica-
cité par unité de temps aussi. Du point de vue cinétique, on a donc
intérêt à limiter la masse volumique du CO2 ainsi que sa teneur en
modificateur polaire.

■ Influence de la température

À masse volumique constante, une augmentation de la tempéra-
ture a deux avantages ; elle accroît la valeur des coefficients de
diffusion des solutés dans le fluide et la volatilité des solutés, ce qui

a pour effet de diminuer leur rétention et d’augmenter l’efficacité
[24].

Du point de vue cinétique, les conditions optimales nécessitent le
choix d’une faible masse volumique du CO2, et d’une température
assez élevée (> 100 °C), ce qui est souvent le cas avec les colonnes
capillaires.

3. Colonnes et phases 
stationnaires

La CPS met en œuvre aussi bien la grande majorité des colonnes
remplies de la CPL que des colonnes capillaires dont la phase sta-
tionnaire est greffée.

3.1 Colonnes remplies

On utilise en CPS les mêmes géométries et la même variété de
phases stationnaires qu’en CPL, y compris la grande majorité des
phases stationnaires chirales (à l’exclusion des phases stationnaires
incompatibles avec la CPS comme les échangeurs d’ions par exem-
ple). Toutefois, on choisira de préférence une phase stationnaire de
forme sphérique et des conditions de travail (P, T et débit de phase
mobile) permettant de minimiser la perte de charge qui peut occa-
sionner un gradient de masse volumique dans la colonne et, par-
tant, un étalement thermodynamique de la bande de soluté [22, 25],
surtout lorsque des colonnes de grande longueur sont mises en
œuvre.

N
t 0
-----

n
h
---  

Dm

d2
--------=

Figure 9 – Variation de la hauteur de plateau réduite, mesurée 
sur le pic d’élution du phénanthrène, en fonction de la vitesse 
linéaire de l’éluant en CPL et CPS (d’après [22])
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Du fait de la présence de groupements silanol résiduels, les silices
greffées exigent, très souvent, l’addition d’un modificateur polaire
dans le CO2, ce qui réduit les possibilités de détection. Aussi, récem-
ment, des phases polymériques [26] ainsi que des silices greffées
spécialement traitées [27] ont été proposées pour la séparation de
solutés de polarité variée avec du CO2 pur.

3.2 Colonnes capillaires

Le diamètre des colonnes capillaires commercialisées pour la CPS
est de 50 mm pour une longueur comprise entre 5 et 20 m. Les
phases stationnaires sont greffées à la surface des parois afin
d’éviter leur dissolution et leur entraînement mécanique par le
fluide. L’épaisseur du film de phase stationnaire varie entre 0,25 et
0,5 mm. Toutes les phases greffées de la CPG peuvent être mises en
œuvre à condition que le diamètre interne de la colonne soit infé-
rieur ou égal à 100 mm. Des phases stationnaires originales (octyle
[28], biphényle, liquide dans un état smectique [29]) sont également
commercialisées.

4. Appareillage

Il diffère sensiblement selon le type de colonne, capillaire ou
remplie. Dans le premier cas, il se rapproche de celui de la CPG et,
dans le second cas, de celui de la CPL.

4.1 Colonnes capillaires

La figure 10 représente un schéma type d’appareillage utilisé en
CPS avec des colonnes capillaires.

■ Système de pompage

Le fluide est toujours pompé à l’état liquide de façon à maintenir
l’efficacité de la pompe. Dans le cas du CO2, on utilise des bouteilles
munies d’un tube plongeur et l’on refroidit (0 °C) la ligne de transfert
vers la pompe et le corps de pompe, qui est généralement de type
seringue [33]. Grâce à un asservissement de la pression, on peut
effectuer des gradients de masse volumique par augmentation du
débit de la pompe seringue.

■ Injection
Toute reproduction sans autorisation du Centre français d’exploitation du droit de copie est strictement interdite.
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3.3 Avantages et inconvénients des 
colonnes remplies et capillaires

Ces deux types de colonnes ne sont pas concurrents mais
complémentaires et leur choix dépend exclusivement de la nature
de l’échantillon et des objectifs poursuivis [31, 32]. Le tableau 4
rassemble leurs avantages et inconvénients. Les principaux avan-
tages des colonnes remplies sont la grande variété des phases sta-
tionnaires, les possibilités de transposition à l’échelle préparative et
une technologie simplifiée, en particulier dans le contrôle et la régu-
lation de pression. Les colonnes capillaires présentent l’avantage
d’une plus grande efficacité et d’un couplage plus aisé avec les
détecteurs de la CPG et la spectrométrie de masse.

Les dispositifs d’injection à boucle interne (Valco CI4W ou Rheo-
dyne 7520) de la microchromatographie en phase liquide sont uti-
lisés généralement avec une division de débit (split). Les appareils
commerciaux offrent aussi la possibilité d’effectuer l’injection des
solutés durant une période de temps très brève (quelques dixièmes
de seconde) et contrôlée grâce à la motorisation de la vanne
(moving injection ou injection aller-retour).

Avec une détection par ionisation de flamme, on peut s’affranchir
du pic solvant en effectuant, immédiatement après l’injection, une
élimination du solvant de l’échantillon par une « ventilation » de la
colonne à l’aide d’un gaz inerte par exemple [34, 35].

■ Régulation de la température

Le contrôle de la température de l’injecteur, de la colonne capil-
laire et de la phase mobile est assuré par un four thermorégulé.

Tableau 4 – Avantages et inconvénients des colonnes capillaires et remplies (d’après [30])

Avantages Inconvénients

COLONNES REMPLIES

· Contrôle aisé de la pression
· Grande variété de phases stationnaires
· Efficacité par unité de temps généralement supérieure à celle des

colonnes capillaires
· Grande efficacité avec les colonnes longues
· Faible durée d’analyse (sauf avec les colonnes longues)
· Capacité très supérieure à celle des colonnes capillaires
· Transposition possible à l’échelle préparative
· Gradients multiples (masse volumique + modificateurs polaires)

· Débits importants, les fluides onéreux (xénon) ou dangereux (alca-
nes) ne peuvent être utilisés

· Couplage avec le détecteur à ionisation de flamme exigeant une
division de débit de l’effluent

· Gradient de pression dans la colonne pouvant entraîner un gradient
de masse volumique et, partant, un étalement thermodynamique
des pics d’élution

COLONNES CAPILLAIRES

· Grande efficacité possible (> 100 000 plateaux) dans un temps rai-
sonnable

· Phases stationnaires désactivées
· Faible perte de charge
· Possibilité d’utiliser des solvants coûteux (xénon) ou dangereux

(alcanes)
· Facilité de programmation de la masse volumique
· Couplage aisé avec les détecteurs de la CPG et la spectrométrie de

masse

· Contrôle de la pression assez délicat
· Faible capacité
· Volume d’injection très faible
· Efficacité par unité de temps plus faible qu’avec les colonnes rem-

plies
· Faible possibilité de modifier la rétention par l’ajout de modifica-

teurs polaires
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Figure 10 – Principe d’un chromatographe
en phase supercritique opérant
avec des colonnes capillaires
ou des microcolonnes remplies,
et détection à ionisation de flamme (DIF)
Toute reproduction sans autorisation du Centre français d’exploitation du droit de copie est strictement interdite.
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■ Régulation de la pression

Comme la régulation de la température, celle de la pression est
essentielle car ces deux paramètres fixent la masse volumique du
fluide et, par conséquent, sa force éluante. Dans tous les cas, elle est
réalisée à l’aide de restricteurs (figure 11) placés en amont du détec-
teur (DIF, spectromètre de masse,...) ou, beaucoup plus rarement, en
aval (détections spectrophotométrique et spectrofluorimétrique).

En accord avec Smith et al. [36], on peut dire que c’est encore le
point délicat de l’appareillage, en raison du fonctionnement du
restricteur qui peut devenir aléatoire, essentiellement lors de la
séparation de composés lourds, par risque de précipitation des
solutés dans ce dernier lors de la détente du fluide supercritique, ce
qui modifie sa perméabilité. Mentionnons que les restricteurs
doivent être chauffés à des températures de l’ordre de 350-400 °C
afin d’éviter leur obturation par formation de carboglace lors de la
détente du CO2 et de minimiser les risques de précipitation des
solutés.

■ Détection

En CPS, la détection peut être effectuée de deux manières
différentes : soit directement dans le fluide à l’état supercritique ou
subcritique, soit, après décompression du fluide, à l’état gazeux. La
CPS utilise donc à la fois les détecteurs de la CPL et ceux de la CPG,
mettant ainsi à son profit les progrès technologiques effectués dans
ces deux techniques.

Avec les colonnes capillaires, on utilise majoritairement la détec-
tion en milieu gazeux (DIF et spectrométrie de masse [37, 38]). Les
autres types de détecteurs de la CPG sont moins employés (détec-
teur thermoionique [39], photométrie de flamme [40], capture
d’électrons [41]). Quelques exemples font aussi appel à une détec-
tion en milieu supercritique, spectrophotométrie UV [42] ou infra-
rouge à transformée de Fourier (IRTF) [43]. Le couplage en différé
CPS-IRTF (par élimination du fluide par détente et dépôt des solutés
sur une micropastille de KBr ou de ZnSe déplacée en continu ou de
façon séquentielle après chaque pic) est également mis en œuvre. Il
nécessite, dans le cas des colonnes capillaires, l’adjonction d’un
module microscopique au spectrophotomètre infrarouge [44].

4.2 Colonnes remplies

La figure 12 représente un schéma type d’un chromatographe en
phase supercritique avec des colonnes remplies. Il est à noter que,
pour les colonnes remplies de diamètre inférieur ou égal à 1 mm, on
peut utiliser le même appareillage qu’en CPS capillaire.

■ Système de pompage

Le fluide est pompé à l’état liquide au moyen des pompes à piston
de la CPL en prenant soin de refroidir le corps de pompe pour éviter
les phénomènes de cavitation. L’ajout de modificateur polaire est
réalisé à l’aide d’une seconde pompe.

■ Injection

Les injecteurs à boucle externe de la CPL sont classiquement
utilisés. Le volume de la boucle dépend du diamètre des colonnes.

■ Régulation de la température

Le montage est très similaire à celui de la CPL, la régulation de la
température du fluide et de la colonne chromatographique est
assurée soit par un bain thermorégulé, soit par un four.

Figure 11 – Différents types de restricteurs utilisés
en chromatographie en phase supercritique
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détecteur choisi (par exemple, pas de modificateur polaire autre que
l’eau ou l’acide formique avec le DIF) [47].

Enfin, le détecteur à diffusion de la lumière est bien adapté aux
mélanges fluide supercritique-modificateurs polaires volatils, ce qui
le rend complémentaire du DIF [48, 49].

5. Applications

Les propriétés des fluides supercritiques procurent à la CPS une
partie des avantages de la CPL (pouvoir solvant et sélectivité de la
phase mobile, grande variété de phases stationnaires) et de la CPG
(détection universelle et sensible, grande efficacité). Aussi, n’est-il
pas surprenant que la CPS permette de résoudre, souvent de façon
plus performante, des séparations effectuées avec les deux autres
méthodes.

Il y a donc un recouvrement des domaines d’applications des trois
méthodes ; le domaine propre de la CPS concerne essentiellement
les solutés de hautes masses moléculaires (MM > 1 000) ou thermo-
labiles dépourvus de groupements chromophores et, de façon plus
générale, de groupements réactifs. De plus, la sélectivité particulière
des fluides supercritiques permet d’effectuer des séparations origi-
Toute reproduction sans autorisation du Centre français d’exploitation du droit de copie est strictement interdite.
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■ Régulation de la pression

Du fait que la détection est le plus souvent réalisée en milieu
supercritique ou subcritique, la régulation de la pression dans le
système chromatographique est effectuée en aval du détecteur au
moyen d’une soupape Tescom [45] ou, sur certains appareils com-
merciaux, d’une vanne gérée par microprocesseur. C’est, sans
aucun doute, le moyen le plus simple et le plus reproductible de
réguler la pression en CPS, puisque le contrôle de la pression est
indépendant du débit du fluide supercritique pourvu que celui-ci
soit supérieur à 0,5 ml.min-1 (à 0 °C). Ce type de dispositif peut être
asservi de façon à pouvoir effectuer des gradients de pression, donc
de masse volumique du fluide [19]. Dans le cas d’une détection à
l’état gazeux, on assure le transfert des solutés dans le détecteur à
l’aide de restricteurs comme pour les colonnes capillaires. Cepen-
dant, lorsqu’une division de débit est nécessaire (colonnes de dia-
mètre intérieur > 1 mm), on peut conserver le bénéfice de l’emploi
de la vanne de régulation qui est alors placée en dérivation ; ainsi,
débit et pression demeurent indépendants ; le débit dans le restric-
teur dépend seulement de la géométrie de ce dernier (diamètre de
l’orifice généralement) et de la pression imposée par la vanne.

■ Détection

La plupart des détecteurs de la CPL (spectrophotomètres UV et
spectrofluorimètres) ont été mis en œuvre après adaptation de la
cellule aux hautes pressions (350 bar). De plus, le couplage avec
l’IRTF est utilisé grâce à la mise au point de cellules haute pression
en séléniure de zinc et à la transparence du CO2 dans un grand
domaine de longueur d’onde [46]. On peut également mettre en
œuvre les détecteurs de la CPG à condition de respecter les débits
admissibles et la compatibilité de l’effluent de la colonne avec le

nales (isomères optiques, sucres,...).

Le tableau 5 qui ne saurait être exhaustif, résume les principaux
domaines d’applications de la CPS.

À titre d’exemples, nous donnons ci-après quelques applications
typiques de la CPS.

La majeure partie des phases chirales de la CPL peut être mise en
œuvre en CPS avec des mélanges CO2 - modificateurs polaires.
Pour certaines d’entre elles (phases de type Pirkle), la sélectivité est
souvent comparable à celle de la CPL (bien que des sélectivités tout
à fait particulières aient été récemment observées) ; en revanche,
d’un point de vue cinétique, le gain est important comme le démon-
tre la figure 13 qui compare la variation de la résolution en fonction
de la durée de la séparation d’un amide chiral. Pour une durée
d’analyse constante, la résolution est toujours plus grande en CPS
dans le domaine de temps considéré. Pour d’autres phases, le gain
en stéréosélectivité peut être appréciable comme le montrent les
figures 14 et 15 où l’on observe simultanément un accroissement
de la sélectivité (dû probablement à la modification de la structure
des cavités chirales de la cellulose sous l’influence de la pression) et
un gain de temps important.

La figure 16 montre la séparation, après silanisation, des polyglu-
coses contenus dans des sirops de maïs, où l’on met en évidence la
présence d’oligomères ayant un degré de polymérisation égal à 18,
ce qui correspond à une masse moléculaire de 2 934 (6 966 après
silanisation) et dépasse largement les possibilités actuelles de la
CPG (la CPL, quant à elle, souffre de l’absence de détecteur suffi-
samment sensible). Pour chaque masse molaire, deux formes ano-
mères coexistent, ce qui explique la présence de doubles pics.

La figure 17 illustre la séparation de composés thermosensibles
tels que les composés azoïques. Pour la majorité d’entre eux,
l’absence de groupement chromophore rend inopérante la mise en
œuvre de la CPL.

Le figure 18 montre la séparation d’un mélange d’additifs de
polymères sur colonne capillaire associée à une détection par ioni-
sation de flamme. On remarquera la qualité de la séparation obte-
nue grâce à la grande efficacité de la colonne capillaire. Ce mode
opératoire est utilisé pour identifier ces additifs par spectrométrie
IRTF après détente de l’effluent et dépôt des solutés sur des micro-
pastilles de KBr. Le couplage d’un microscope au spectrophotomè-
tre infrarouge permet d’obtenir des spectres pour des échantillons
de l’ordre de 100 ng.

On remarquera que ces trois séparations de mélanges complexes
sont effectuées à l’aide d’un gradient de masse volumique du CO2.

Figure 12 – Principe d’un chromatographe en phase supercritique 
opérant avec des colonnes remplies et détection par 
spectrophotométrie dans l’ultraviolet
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Tableau 5 – Principales applications de la CPS

Famille Type de solutés Colonne (1) Détecteur (2) Références

Médicaments Antibiotiques C DIF [50]

Alcaloïdes R UV [51]

Stéroïdes C, R DIF, UV [29, 52]

Vitamines C DIF [53]

Benzodiazépines R UV [54]

Lipides C DIF [55]

Antidépresseurs C (NH3) UV [56]

Produits naturels Nucléotides  C  DIF [57]

 Coumarines  R  UV [58]

 Terpènes  R  IRTF [59]

 Extraits (café, vanille, poivre,...)  R  UV, IRTF  [60, 61, 62]

 Sucres  R  DDL 49
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Acides gras et dérivés Acides et alcools gras
 C, R  DIF, UV  [63, 64, 65]

[26]Esters, triglycérides

Isomères optiques Oxydes de phosphine

  R  UV  [16, 17]
Lactones, lactames

b Bloquants

Sulfoxydes

Pesticides Carbamates

 C, R  DIF, UV, SM  [66, 67, 68, 69]
Pyréthrines

Organophosphorés

Sulfonylurées

Polymères et additifs Polythylèneglycols

 C, R  DIF, UV, IRTF [70] à [75]

Polystyrènes

Polysiloxanes

Isocyanates

Dérivés phénolés

Produits pétroliers Cires

 C, R  DIF, UV, SM [47, 76, 77, 78]
Hydrocarbures aromatiques polynucléaires

Hydrocarbures saturés oléfiniques, aromatiques

Composés polaires

Divers Amines

 C, R  DTI, DIF, UV [15], [79] à [84]
Organométalliques

Phtalates, explosifs

Anthraquinones

(1)  C : colonne capillaire
R : colonne remplie

(2) DIF : détecteur à ionisation de flamme
DDL : détecteur à diffusion de la lumière
DTI : détecteur thermo-ionique
IRTF : spectrophotométrie infrarouge à transformée de Fourier
SM : spectrométrie de masse
UV : absorptiométrie dans l’ultraviolet
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Figure 13 – Variation de la résolution Rs en fonction de la durée de la séparation en chromatographie en phases liquide et subcritique (d’après [87])

Figure 14 – Séparation d’une α-méthylène γ-lactone par chromatographie en phase liquide  et en phase supercritique  (d’après [17])

Figure 15 – Séparation du sulfoxyde d’albendazole par chromatographie en phase liquide  et en phase supercritique  (d’après [17])

""a ""b

""a ""b
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Figure 16 – Chromatogramme obtenu par couplage CPS-DIF sur un échantillon de sirop de maïs (d’après [85])

Figure 17 – Séparation de composés azoïques par chromatographie en phase supercritique (d’après [86])
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Figure 18 – Séparation d’additifs de polymères par chromatographie en phase supercritique (d’après [44])
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Figure 18 – Séparation d’additifs de polymères par chromatographie en phase supercritique (d’après [44]) (suite et fin)
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