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(57) Hauptanspruch: Vorrichtung zur Auftrennung von Stoff-
gemischen mittels HPLC-Technik, dadurch gekennzeichnet,
dass die Vorrichtung Trennsaulen (1) umfasst, die aus Sau-
lensegmenten (2) bestehen, wobei die Sdulensegmente (2)
I6sbar und beweglich Uber eine konische Dichtung (6) und
einen Innenkonus (7) miteinander verbunden sind. 3

& T T & AW/




DE 10 2004 041 806 B4 2014.10.16

Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur Auftrennung von Stoffgemischen sowie eine
Vorrichtung zur Durchfiihrung dieses Verfahrens.

[0002] Zur Auftrennung von Stoffgemischen, insbe-
sondere von komplexen Stoffgemischen organischer
Verbindungen, hat sich die Hochdruck-Flussigchro-
matographie (HPLC) uber Jahre bewahrt. Vorteilhaft
ist, dass durch den Einsatz klassischer HPLC-Verfah-
ren die Auftrennung von Substanzgemischen mit gro-
Ren Durchsatzvolumina durchgefiihrt werden kann.

[0003] Nachteilig ist jedoch, dass bei allen bisher be-
kannten HPLC-Techniken die Trennung erst abge-
schlossen ist, wenn die letzte Substanz von Interes-
se, die unpolarste im Fall der Umkehrphasenchro-
matographie, die Trennvorrichtung verlassen hat. Bei
diesen HPLC-Techniken kann man von einer zeitli-
chen Fraktionierung (Zeitfraktionierung) des Uber die
Trennvorrichtung (im Fall der HPLC eine HPLC-Sau-
le) gegebenen Gemisches sprechen. Diese Stoffge-
mische sind charakterisiert durch unterschiedliche
Polaritat.

[0004] Dadurch ergibt sich, dass die Auftrennung ei-
nes Substanzgemischs viel Zeit in Anspruch nehmen
und damit auch die Verweildauer der Substanzen auf
der Saule grof} sein kann. Bei empfindlichen Sub-
stanzen ist gerade ein zeitlich ausgedehnter Kon-
takt mit dem S&ulenmaterial nicht erwiinscht. Dar-
Uber hinaus sind zur Aufreinigung von Substanzen
hin zur Analysenreinheit hdufig mehrere Trenngange
notwendig, was bei der Zeitfraktionierung wiederum
viel Zeit in Anspruch nehmen und empfindlichen Sub-
stanzen schaden kann.

[0005] Weiterhin ist im Stand der Technik ein chro-
matographisches Verfahren bekannt, bei dem so ge-
nannte "Saulenschlduche” verwendet werden, um
Substanzgemische aufzutrennen. Das Prinzip die-
ses Verfahrens besteht darin, dass das Chromato-
graphieverfahren nach der erfolgten Auftrennung des
Substanzgemischs in seine Komponenten abgebro-
chen wird und es erfolgt keine Elution der Substan-
zen. Indem Moment, in dem die Auftrennung auf dem
Saulenmaterial stattgefunden hat, liegen die Kom-
ponenten ortlich fixiert auf der Chromatographieséau-
le vor und werden durch Extraktion aus dem S&u-
lenmaterial isoliert. Dieses Chromatographieverfah-
ren kann als "Ortsfraktionierung” bezeichnet werden.
Vorteilhaft ist bei diesem Ansatz, dass die Kompo-
nenten des Substanzgemischs sofort nach ihrer Auf-
trennung in der Chromatographiesédule isoliert wer-
den und die Verweildauer der Substanzen auf dem
Chromatographiematerial deshalb im Vergleich zu
Verfahren der Zeitfraktionierung wesentlich geringer
ist.

[0006] Nachteilig ist bei diesem im Stand der Tech-
nik bekannten Verfahren, dass die Isolierung der
Substanzkomponenten sehr unkomfortabel ist. So
muss nach Abschluss der Auftrennung der S&ulen-
schlauch mit duerster Vorsicht manuell zerschnit-
ten werden, um Substanzverluste und das erneu-
te Vermischen der auf dem Saulenmaterial fixierten
Substanzen zu verhindern. Anschliefliend werden die
Substanzen durch im Stand der Technik bekannte
Verfahren aus dem Saulenmaterial isoliert.

[0007] Da die verwendeten Saulenschlauche im An-
schluss an die Auftrennung zerschnitten werden
mussen, besitzen die eingesetzten Materialien nur ei-
ne bedingte Stabilitat. Eine Ubertragung dieses Ver-
fahrens auf Hochdruckchromatographieverfahren ist
deshalb nicht mdéglich. Weiterhin ist aufgrund der
Tatsache, dass bei der Verwendung dieser Sau-
lenschlduche auch unbedingt manuelle Tatigkeiten,
wie das Zerschneiden der Schlduche, durchgefuhrt
werden mussen, eine automatisierte Durchfiihrung
von Trennungen nicht mdglich. Damit verbunden ist,
dass die Durchfuhrung dieses Verfahrens mit gro-
Ren Durchsatzmengen dulerst zeitaufwendig und ar-
beitsintensiv ware.

[0008] Ein Einsatz dieses Chromatographie-Verfah-
rens ist bisher bei Trennungen mit grof3en Durchsatz-
mengen, in Kombination mit HPLC-Verfahren und in
automatisierten Verfahren noch nicht gelungen.

[0009] Die automatisierbare Durchflihrung des Ver-
fahrens der Ortsfraktionierung im Rahmen von Hoch-
druckflissigchromatographieverfahren erfordert eine
vollig neue Gestaltung der Chromatographiesaulen.
Zwingend erforderlich ist hierbei, dass die Chromato-
graphiesdulen aus einzelnen Segmenten bestehen,
die auch in einem automatisierten Verfahren bewegt,
voneinander getrennt und wieder miteinander ver-
bunden werden kénnen.

[0010] Zwar sind im Stand der Technik aus der
DE 2008354 A1 segmentierbare Kombinationss&u-
len bekannt, jedoch wurden diese nicht fir Ortsfrak-
tionierungen gestaltet. Sie entsprechen aufgrund ih-
res Aufbaus auch nicht den Anforderungen der Orts-
fraktionierung mit groRen Durchsatzmengen und in
automatisierbaren Verfahren. Weiterhin kénnen die-
se Kombinationssaulen auch nicht in Kombination
mit Hochdruckflissigchromatographieverfahren ein-
gesetzt werden.

[0011] Als eine bevorzugte Verwendung dieser Seg-
mentsaulen wird der Einsatz bei Verfahren unter Ver-
wendung tragergebundener Reagenzien wie Prote-
ine und Enzyme offenbart. Erfindungsgeman sollen
innerhalb einer Kombinationssdule mehrere chemi-
sche Trenn- und Umsetzungsvorgdnge ermdglicht
werden. Zusammengesetzt wird die offenbarte Kom-
binationssaule aus zylindrischen Saulensegmenten,
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die an beiden Enden Gewinde tragen, wie auch aus
ebenfalls beidseitig Gewinde tragenden Trennstu-
cken, die mit Fritten versehen sind. Die Verbindung
der Saulensegmente erfolgt dann tber dies Gewin-
de, durch welche die Einzelteile fest miteinander ver-
schraubt werden. Eine, auch in einem automatisier-
ten Verfahren, leicht |I6sbare Verbindung der Saulen-
segmente, wie sie eine automatisierte Ortsfraktionie-
rung erforderlich macht, ist nicht offenbart. Die Tren-
nung der Saulenfragmente voneinander muss hier
manuell erfolgen.

[0012] Entsprechend der  Offenbarung  der
DE 2008354 A1 ist ein segmentartiger Aufbau
der Kombinationssaule insbesondere vorteilhaft, um
Saulen beliebiger aber genau definierter Lange und
Saulenvolumina zu erhalten.

[0013] Durch den Einsatz von den mit Sieben verse-
henen Trennstlicken an beiden Seiten eines Saulen-
segments, sind die Kombinationssaulen als Siebkéafi-
ge einsetzbar.

[0014] Eine Verwendung zur Ortsfraktionierung wird
nicht offenbart und diese wirde aufgrund der festen
Verschraubung der Sdulensegmente Uber die Trenn-
sticke in ihrer Handhabbarkeit keine Verbesserung
gegeniiber den oben beschriebenen Saulenschlau-
chen bedeuten.

[0015] Dartiber hinaus bestehen die offenbarten
Kombinationssaulen bevorzugt aus Kunststoff und
ihre Verwendung in Hochdruckfliissigchromatogra-
phieverfahren ist nicht offenbart.

[0016] In der DE 38 36 343 A1 wird ein Saulenchro-
matograph beschrieben, in welchem die Saule aus
Segmenten zusammengesetzt ist. Diese Saulen sind
nicht fiir die HPLC geeignet.

[0017] Die US-A 4,719,011 beschreibt HPLC-Sau-
len, welche segmentiert sind. Die Segmente lassen
sich jedoch nicht leicht I6sen und sind nicht beweg-
lich.

[0018] WO 2004/047948 A1 offenbart ein Verfahren
zum Auftrennen von Stoffgemischen sowie eine Vor-
richtung. Die Vorrichtung wird jedoch aus einzelnen
Saulensegmenten durch Verschrauben der Segmen-
te gebildet.

[0019] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es
deshalb, die Nachteile des Standes der Technik zu
Uberwinden.

[0020] Die Aufgabe wird erfindungsgemaf durch ei-
ne Vorrichtung mit den Merkmalen des Hauptan-
spruchs geldst. Vorteilhafte Weiterbildungen sind in
den abhangigen Unteranspriichen gekennzeichnet.

[0021] Bevorzugt ist es dabei, dass die Saulenseg-
mente 2 I6sbar und beweglich miteinander verbun-
den sind. Weiterhin bevorzugt ist, dass die Saulen-
segmente 2 verschraubungsfrei miteinander verbun-
den sind. Bevorzugt ist auch, dass die Saulenseg-
mente 2 schnellverschlussfrei miteinander verbun-
den sind.

[0022] Bevorzugt ist auch, dass sich die konische
Dichtung 6 auf einer Kapillare 5 befindet. Dabei ist
vorteilhaft, dass die Kapillare 5 am Ausgang des Sau-
lensegments 2 befestigt ist. Vorteilhaft ist weiterhin,
dass sich der Innenkonus 7 am Eingang des Saulen-
segments 2 befindet.

[0023] Eine vorteilhafte Ausgestaltung der erfin-
dungsgemalien Vorrichtung ist ferner, dass die Sau-
lensegmente 2 Uber die auf der Kapillare 5 befindli-
che konische Dichtung 6 des einen Saulensegments
2 mit dem am Eingang des anderen Saulensegments
2 befindlichen Innenkonus 7 miteinander verbunden
sind.

[0024] Bevorzugt ist dabei, dass die Verbindung der
Saulensegmente 2 mittels eines dufieren Drucks ab-
gedichtet ist. Erfindungsgeman bevorzugt geschieht
dies durch ein pneumatisches, mechanisches oder
hydraulisches Element 13.

[0025] Vorteilhaft ist auch, dass die aus Saulenseg-
menten 2 bestehenden Trennsaulen 1 auf Schilit-
ten 20 angeordnet sind. Dabei ist erfindungsgemafn
besonders bevorzugt, dass die Schlitten 20 inner-
halb der Vorrichtung horizontal und vertikal bewegbar
sind. Vorteilhaft ist aber auch, dass die Schlitten 20
Uber Lineartechnik mit Antrieb bewegbar sind. Wei-
terhin bevorzugt ist, dass in einer Vorrichtung mehre-
re Schlitten 20 angeordnet sind und dass die Schlit-
ten gegeneinander gefedert sind.

[0026] Bevorzugt ist bei der erfindungsgemalen
Vorrichtung auch, dass die Saulensegmente 2 Uber
Leitungen mit Laufmittel versorgt werden. Besonders
bevorzugt ist dabei, dass das Laufmittel Gber Pum-
pen in die Saulensegmente 2 gefordert wird.

[0027] Weiterhin bevorzugt ist es, dass der Laufmit-
telstrom innerhalb der Vorrichtung Uber Ventile ge-
steuert wird.

[0028] Besonders bevorzugt ist es, dass die erfin-
dungsgemalie Vorrichtung automatisiert betrieben
werden kann. Dabei ist ganz besonders bevorzugt,
dass das Auftragen des Substanzgemischs auf die
Saulensegmente 2 automatisiert gesteuert ist. Bevor-
zugt ist aber auch, dass die Versorgung der S&ulen-
segmente 2 mit Laufmittel automatisiert gesteuert ist.
Besonders bevorzugt ist auch, dass die Ventile zur
Leitung der Laufmittelstrdme automatisiert gesteuert
werden.
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[0029] Weiterhin ist erfindungsgemall bevorzugt,
dass das Zusammenpressen der S&ulensegmente
2 mittels der pneumatischen Elemente automatisiert
gesteuert sind. Bevorzugt ist hierbei, dass das Bewe-
gen der Schlitten 20 automatisiert erfolgt.

[0030] Ganz besonders bevorzugt ist eine erfin-
dungsgemale Vorrichtung, welche Vorrichtung com-
putergesteuert betrieben wird.

[0031] Weiterhin ist bevorzugt, dass in der Vorrich-
tung ein Industrieroboter integriert ist. Besonders be-
vorzugt ist dabei, dass der Industrieroboter die Seg-
mentsadulen in der Vorrichtung bewegt.

[0032] Uberraschenderweise wurde gefunden, dass
es mdglich ist, die Vorzige von HPLC-Verfahren mit
den Vorteilen des Verfahrens der Ortsfraktionierung
zu kombinieren.

[0033] Die Aufgabe wird ferner gelést durch ein Ver-
fahren zur Auftrennung von Stoffgemischen, wobei
man die Auftrennung als Ortsfraktionierung mittels
HPLC-Technik durchfuhrt.

[0034] Erfindungsgemal fihrt man das Verfahren

derart aus, dass
a) man ein Substanzgemisch auf eine segmentier-
te Chromatographiesaule aufbringt,
b) man das Substanzgemisch mittels HPLC-Tech-
nik auf der segmentierten Saule derart auftrennt,
dass die erste interessierende Substanz die Sau-
le noch nicht verlassen hat und sich die letzte in-
teressierende Substanz schon auf der Saule be-
findet,
¢) man die Auftrennung vor der Elution der ersten
Substanz abbricht,
d) man die auf dem Trennmaterial innerhalb der
segmentierten Saule 6rtlich fixierten Substanzen
nicht aus der Saule entnimmt, sondern diese,
wenn erforderlich, mit weiteren Segmenten kop-
pelt und eine oder mehrere weitere Ortsverteilung
(en) durchfuhrt
e) man die Substanzen in einem letzten Schritt
durch fraktionierte Elution vom Saulenmaterial ei-
nes einzelnen Segments abtrennt und isoliert.

[0035] Vorteilhaft ist es auch, dass man vor der
Ortsfraktionierung eine Beurteilung des Substanzge-
mischs durchflihrt, um Aufschluss Uber die Polaritat
der Substanzen und damit der wahrscheinlichen o6rtli-
chen Fixierung wahrend der Ortsfraktionierung zu er-
halten.

[0036] Erfindungsgemal fihrt man die Beurteilung
mittels analytischer HPLC durch.

[0037] Weiterhin bevorzugt ist es, dass man ein De-
tektionsverfahren einsetzt, um Aufschluss Uber die
raumliche Auftrennung des Substanzgemischs in der

Trennsdule zu erhalten. Dabei ist bevorzugt, dass
man zur Detektion einen in der HPLC géngigen De-
tektor einsetzt.

[0038] Bevorzugt ist auch, dass man die Detektion
nach einer erfolgten Auftrennung des Substanzge-
mischs und vor der Wiederholung der Auftrennung
auf einer weiteren Trennsaule durchflihrt.

[0039] Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, wo-
bei man einen oder mehrere Verfahrensschritte au-
tomatisiert durchfiihrt. Dabei ist bevorzugt, dass man
die Automatisierung mittels eines Industrieroboters
durchfiihrt. Weiterhin ist bevorzugt, dass man das
Verfahren computergestitzt durchfihrt.

[0040] Durch das erfindungsgemafe Verfahren und
die erfindungsgeméfe Vorrichtung kdnnen grofRe
Durchsatzmengen, auch empfindlicher Stoffgemi-
sche aufgetrennt werden, ohne das bei jedem Trenn-
gang eine Elution der Substanzen erforderlich ist. Es
ist sogar méglich mehrdimensionale Ortsfraktionie-
rungen, das heif’t hintereinander geschaltete Tren-
nungen, durchzufuhren, die im Vergleich zu bekann-
ten HPLC-Verfahren wesentlich weniger Zeit in An-
spruch nehmen und wesentlich schonender sind.
Und dartber hinaus ist eine automatisierte Durchfuh-
rung des erfindungsgemalien Verfahrens mittels der
erfindungsgemafen Vorrichtung, auch unter Einsatz
kommerzieller Industrieroboter, mdéglich.

Verfahren

[0041] Bei erfindungsgemafRen Verfahren ist im Ge-
gensatz zu den Verfahren der Zeitfraktionierung die
Ortsfraktionierung bereits abgeschlossen, kurz be-
vor die erste Substanz von Interesse die Trennvor-
richtung verldsst und die letzte Substanz von In-
teresse auf die Trennvorrichtung gelangt ist. Diese
zwingend erforderliche Auftrennung des Substanzge-
mischs, wird im erfindungsgeméafien Verfahren durch
die Wahl des Materials in der Trennvorrichtung, der
Wahl des Laufmittels und seiner Zusammensetzung,
der Bestimmung der Zeit bis zur Beendigung der
Ortsfraktionierung und der Wahl von Gradienten oder
Isokraten, erfillt. Vorteilhaft ist hierbei, dass samtli-
ches im Stand der Technik bekannte Saulenmaterial,
Normalphasenmaterial wie auch Umkehrphasenma-
terial eingesetzt werden kann. Auch die Auswahl des
Laufmittels oder der Laufmittelmischung ist im erfin-
dungsgemalen Verfahren keinen besonderen Anfor-
derungen unterworfen und richtet sich nur nach den
individuellen Eigenschaften des Substanzgemischs.
Dadurch unterliegt das Verfahren keinen besonderen
Beschrankungen und ist nahezu unbegrenzt einsetz-
bar.

[0042] Nach Beendigung der Fraktionierung liegen
die einzelnen Substanzen des Stoffgemischs ent-
sprechend ihrer Polaritédt auf abgegrenzten Berei-
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chen (Orten) der Trennvorrichtung. Die Fraktionie-
rung hat zu einer Verteilung der Substanzen des
Gemischs auf unterschiedliche Orte im eingesetzten
Trennmaterial entlang der Raumachse in Richtung
des Ausgangs aus der Trennvorrichtung (Trennsgu-
le) gefiihrt. Diese erste Auftrennung des Substanz-
gemischs wird im Zusammenhang der vorliegenden
Erfindung als Trennung in der 1. Dimension bezeich-
net. Im ersten Schritt des Verfahrens findet also ei-
ne Trennung entlang der Flussrichtung statt und die
Substanzen sind in der Trennsaule raumlich fixiert,
ohne das Trennmaterial verlassen zu haben. Das
erfindungsgemafe Verfahren kann dann durch eine
weitere Auftrennung der rdumlich fixierten Substan-
zen fortgesetzt werden oder die fixierten Substanzen
kénnen nach der Auftrennung in der 1. Dimension
aus der Trennsaule separiert und aus dem Trennma-
terial isoliert werden. Zur Isolierung aus den Saulen-
material sind verschiedene, im Stand der Technik be-
kannte, Verfahren einsetzbar. Beispielsweise kénnen
die Substanzen durch géngige Extraktionsverfahren
vom Saulenmaterial abgetrennt werden, sie kénnen
in Fraktionen aus dem Material herausgesplilt wer-
den oder durch Uberfiihrung auf gangige Chromato-
graphiesaulen in Fraktionen isoliert werden.

[0043] Wenn eine weitere Ortsfraktionierung der auf
der segmentierten Trennséaule ortlich fixierten Sub-
stanzen entsprechend des erfindungsgeméafien Ver-
fahrens durchgefiihrt werden soll, werden die in der 1.
Dimension auf der Phase fixierten Substanzen selek-
tiv vom Laufmittel vom jeweiligen Segment auf nach-
geschaltete Trennvorrichtungen uberfuhrt. Die Sub-
stanzfraktionen werden dann einer zweiten Ortsfrak-
tionierung unterworfen, die als Ortsfraktionierung der
2. Dimension bezeichnet wird. Analog zur Ortsfraktio-
nierung der 1. Dimension werden Komponenten der
Uberfuihrten Substanzfraktion auf der zweiten Trenn-
vorrichtung entsprechend ihrer Polaritat verteilt und
liegen nach erfolgter Auftrennung rédumlich fixiert auf
der zweiten Trennvorrichtung vor. Auch in der 2. Di-
mension ist die Trennung abgeschlossen, bevor die
erste Fraktion des Stoffgemischs die Trennsaule ver-
lasst.

[0044] Analog zu dem oben beschrieben Vorgehen
der Trennung der 1. Dimension kénnen nun die se-
parierten Substanzen isoliert werden oder es kénnen
die oben beschrieben Verfahrensschritte wiederholt
werden, bis die Substanzen in erwiinschter Reinheit
vorliegen. Die Ortsfraktionierung kann beliebig oft, bis
zur n-ten Dimension, wiederholt werden. Nach Ab-
schluss der Trennung werden die Substanzen, wie
oben beschrieben, isoliert.

[0045] Die erfindungsgemafle Ortsfraktionierung
kann unter Einsatz von Hochdruckflissigchromato-
graphie durchgefiihrt werden. Darlber hinaus ist
auch eine automatisierte Durchfiihrung des erfin-
dungsgemalen Verfahrens, mit hohen Durchsatz-

mengen mdglich. Hierbei kénnen die Schritte der
Substanzaufgabe, der Auftrennung, der Uberfiihrung
der ortlich fixierten Substanzen in eine weitere Trenn-
vorrichtung zur Ortsfraktionierung in der nachsten Di-
mension, die Detektion und das Freisptilen der Sub-
stanzen automatisiert erfolgen. Dartiber hinaus kann
das Verfahren auch computer- und/oder roboterge-
stutzt durchgefuhrt werden.

[0046] Zur Durchfuihrung des erfindungsgeméfien
Verfahrens muss eine Vorrichtung eingesetzt wer-
den, die sich, insbesondere bei der automatisierten
Verfahrensfuhrung, in wesentlichen Merkmalen von
im Stand der Technik bekannten Vorrichtungen zur
Chromatographie unterscheidet.

[0047] So erfordert beispielsweise das automatisier-
te Uberfiihren der ortsfixierten Substanzen in die
nachste Dimension eine besondere Ausgestaltung
der Chromatographie-Saulen, um auf ein manuelles
Isolieren der Substanz und Einbringen auf die Trenn-
saulen der nachsten Dimension verzichten zu kén-
nen.

[0048] Um das erfindungsgemalle Verfahren mit
hohem Durchsatz und vorzugsweise automatisiert
durchzufiihren, kann die erfindungsgemafie Vorrich-
tung eingesetzt werden, die nachfolgend ausfihrlich
beschrieben wird.

[0049] Ein Bestandteil der erfindungsgemafien Vor-
richtung ist eine Kombination von separierbaren Seg-
mentsdulen, welche die im Stand der Technik be-
kannten Chromatographiesdulen ersetzen. Diese er-
findungsgemafien Chromatographiesdulen bestehen
aus Saulensegmenten, die miteinander gekoppelt
sind. Bevorzugt werden die S&ulensegmente der-
art kombiniert, dass eine Chromatographiesdule zum
Einsatz kommt, die in ihrer Lange einer herkémm-
lichen langen HPLC-Saule gleicht. Durch den Auf-
bau aus gekoppelten Sdulensegmenten kann die mit
Trennmaterial geflllte Chromatographiesdule nach
Durchfuhrung eines Trennvorgangs in die Segmen-
te zerlegt werden und diese Segmente, die mit Sub-
stanz beladenes Trennmaterial enthalten, kdénnen
dann zur gezielten Uberfiihrung der Substanz in die
nachste Dimension der Ortsfraktionierung oder zum
Freisplilen der Substanz verwendet werden.

[0050] Um eine einfache Kopplung und auch wieder
Trennung der Sdulensegmente zu erméglichen, wer-
den diese beweglich miteinander verbunden. Beson-
dere Anforderungen an die Kopplung der Sdulenseg-
mente werden insbesondere dann gestellt, wenn das
erfindungsgemafe Verfahren automatisiert durchge-
fuhrt wird. Zum einen muss die Kopplung der Sau-
lensegmente leicht I6sbar sein, sie muss jedoch zum
anderen so erfolgen, dass die Dichtigkeit den An-
forderungen der Hochdruckflissigkeitschromatogra-
phie genugt. Aus diesem Grund kommen in der erfin-
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dungsgemaflen Vorrichtung neuartigen HPLC-Seg-
mentsaulen und Kopplungstechniken zum Einsatz.

[0051] Bevorzugte Ausflihrungsformen der erfin-
dungsgemafen Vorrichtung, sowie die Durchfiihrung
des erfindungsgemafRen Verfahrens mit dieser Vor-
richtung, werden anhand der beigefiigten Figuren
ausfuhrlich erlautert.

[0052] So zeigt Fig. 1 das Prinzip der erfindungsge-
méaRen mehrdimensionalen Ortsfraktionierung. Der
Aufbau eines Saulensegments wird in Fig. 2 illus-
triert. Die Kopplung der Saulensegmente wird in
Fig. 3 dargestellt. Fig. 4 zeigt eine Anordnung von
25 Segmenten fir eine Verteilung in der 1. und 2. Di-
mension und Fig. 5 veranschaulicht einen Ausschnitt
aus der Segmentanordnung. Der mechanische Auf-
bau einer erfindungsgeméafien Vorrichtung zur mehr-
dimensionale Ortsfraktionierung wird in Fig. 6 darge-
stellt. Fig. 7 zeigt die Laufmittelstréme bei einer Ver-
teilung in der 3. Dimension und Fig. 8 illustriert ein
Aufgabesystem mit automatisierter Festbettinjektion.
Durch Fig. 9 wird die Verknipfung von Probenauf-
gabe und Laufmittelstrdmen bei Verteilungen veran-
schaulicht. Die Online-Detektion in der 2. Dimensi-
on der erfindungsgemafen Ortsfraktionierung wird in
Fig. 10 gezeigt und in Fig. 11 wird beispielhaft der
Einsatz von Industrierobotern zur weiteren Automa-
tisierung der erfindungsgemafien Vorrichtung darge-
stellt. Fig. 12 zeigt das Prinzip der bekannten Zeit-
fraktionierung. Ein Gemisch wird im Probenaufgeber
12.1 injiziert und Uber die Trennsaule 12.2 aufge-
trennt. Die Trennung lauft von T a,gang bis Tenge (12.3),
bis die letzte Substanz von Interesse die Trennsaule
verlassen hat.

Fig. 1

[0053] Fig. 1 zeigt die Durchfiihrung des erfindungs-
gemalen Verfahrens als Trennung in der 2. Dimen-
sion.

[0054] Gezeigt wird ein Ausschnitt einer Trennsau-
le 1, die aus 5 Saulensegmenten 2 besteht. Als
Muster wird die Verteilung eines komplexen Sub-
stanzgemischs auf diesen Saulensegmenten 2 ver-
anschaulicht. Die schwarze Bande symbolisiert ei-
ne Substanzfraktion 3 dieses Substanzgemischs, die
nach einer ersten chromatographischen Auftrennung
raumlich im dritten Saulensegment fixiert ist. Es hat
die Ortsfraktionierung in der 1. Dimension stattge-
funden. Durch die senkrechte gestrichelte Linie wird
die Uberfiihrung einer Substanzfraktion 3 des S&u-
lensegments 3 der ersten Trennsaule 1 auf die dar-
unter dargestellte Trennsaule der 2. Dimension sym-
bolisiert. Die unter der Trennsaule 1 der 1. Dimensi-
on dargestellte Trenns&ule der 2. Dimension besitzt 4
Saulensegmente 2. Die Substanz 3 ist nun, nach ei-
ner weiteren Ortsfraktionierung im Saulensegment 2
der Trennsaule 1 der 2. Dimension &rtlich fixiert. Die

Ortsfraktionierung wird an dieser Stelle des Verfah-
rens beendet und es erfolgt das Freispilen der Sub-
stanz 3 aus dem zweiten Saulenfragment der Trenn-
saule 1 der 2. Dimension. Dieses Uberfiinren der
Substanzen aus dem Saulensegment in die Fraktio-
niergefaflle wird durch die gestrichelten Linien darge-
stellt. Die aus dem Segment freigespllten Substan-
zen werden in den mit 4 gekennzeichneten Fraktio-
niergefallen gesammelt und die Substanz 3 befindet
sich nun in einem der Fraktioniergefalle.

Fig. 2

[0055] Fig. 2 zeigt die erfindungsgemale Ausgestal-
tung der Saulensegmente. Um ein schnelles und ge-
gebenenfalls automatisiertes Umgruppieren der Seg-
mentsaulen von einer Dimension der Ortsfraktionie-
rung auf die nachste zu ermdglichen, kommen ver-
schraubungs- und schnellverschluf¥freien Verbindun-
gen zu Einsatz. Hierzu wird eine konische Dichtung
auf einer kurzen, am Ausgang einer Segmentsau-
le fixierten, Kapillare in einen Innenkonus am Ein-
gang einer weiteren Segmentsaule gefiihrt und bei-
des durch dufleren mechanischen Druck gegen den
Flussigkeitsdruck des durchstromenden Laufmittels
abgedichtet. In Fig. 2 wird ein Saulensegment 2 dar-
gestellt, wobei 5 die Kapillare zeigt, die mit der koni-
schen Dichtung 6 versehen ist. Am unteren Ende des
Saulensegments 2 befindet sich der Innenkonus 7.
Die Kopplung von Saulensegmenten 2 erfolgt dann,
wie oben beschrieben, Uber die konische Dichtung
6 des einen Segments mit dem Innenkonus 7 des
anderen Segments. Detaillierter wird diese Kopplung
auf Fig. 3 dargestellt. Im unteren Teil der Fig. 2 wird
eine Draufsicht auf ein Sdulensegment 2 gezeigt.

Fig. 3

[0056] In Fig. 3 wird die Kopplung dreier Saulenseg-
mente 2 gezeigt. Ein Adapter 8, der zur Abdichtung
mit einer konischen Dichtung 9 versehen ist, fiihrt den
Laufmittelstrom in die gekoppelten Segmentsaulen.
In dem dargestellten Beispiel sind die drei Saulenseg-
mente 2 durch eine konische Dichtung 9 und Innen-
konus 7 miteinander gekoppelt. Den Abschluss die-
ser Anordnung bildet ein weiterer Adapter 8.1 mit ei-
nem Innenkonus 7, der das austretende Laufmittel z.
B. in ein Abfallgefal fiihrt. Die beschriebene, erfin-
dungsgemafie Konstruktion der einzelnen Segmen-
te und ihrer Verbindung miteinander gewahrleistet ei-
ne Minimierung des Totvolumens zwischen den ein-
zelnen Segmenten. Dies verringert die Verbreiterung
der Substanzbanden wahrend der Trennung und die
Verluste an Substanzen in den Kapillaren zwischen
den einzelnen Segmenten bei Entkopplung.
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Schematischer Aufbau einer
automatisierten Trennvorrichtung zur
erfindungsgemafen Ortsfraktionierung

[0057] Als eine bevorzugte Ausflihrungsform der er-
findungsgemafRen Vorrichtung wird nachfolgend ei-
ne automatisierte Vorrichtung erldutert. Die Vorrich-
tung kann individuell auf die verschiedensten Erfor-
dernisse der Durchfiihrung des erfindungsgemafien
Verfahrens angepasst werden. Stellvertretend fur er-
findungsgemale Ausgestaltungen sollen hier einige
wenige Ausflhrungsbeispiele behandelt werden, um
die Flexibilitdt der Vorrichtung zum Einsatz im erfin-
dungsgemalien Verfahren zu verdeutlichen.

Fig. 4

[0058] Zentrales Element der automatisierten Trenn-
vorrichtung ist ein Gruppierung der Segmente, die ein
schnelles Verbinden und Umgruppieren der einzel-
nen Segmente ermoglicht. Hier sind mehrere rdumli-
che Anordnungen der Segmente und ebenso mehre-
re mechanische Vorrichtungen moglich. Fig. 4 zeigt
die beispielhafte Anordnung von 5 Ausschnitten aus
Trennsaulen 1. Die 5 Trennsaulen 1 sind jeweils in 5
Saulensegment unterteilt. Die Beweglichkeit der Sgu-
lensegmente wird in der oberen Trennsdule 1 darge-
stellt. Hierbei symbolisieren die um die Saulenseg-
mente gelegten Kreise die Drehbarkeit der Segmen-
te. Dargestellt wird der Schritt im erfindungsgemafien
Verfahren, bei dem die Auftrennung des Substanz-
gemischs in der ersten Dimension erfolgt. Der Lauf-
mittelstrom zur Auftrennung in der 1. Dimension wird
durch den Pfeil 10 dargestellt. Nach erfolgter Auftren-
nung in der ersten Dimension werden die Saulenseg-
mente der ersten Trennsaule 1 um 90° gedreht. Die
auf der ersten Trennséule 1 ortsfixierten Substanzen
kénnen dann durch den als Pfeil 11 gekennzeichnet
Laufmittelstrom in die 2. Dimension, also die unter der
ersten Trennsdule 1 befindlichen Segmente der zwei-
ten Trennsaule 1, Gberfihrt werden.

Fig. 5

[0059] Ein Ausschnitt der in Fig. 4 dargestellten An-
ordnung wird in Fig. 5 detaillierter gezeigt. Die dreh-
baren Segmente 2 sind jetzt in der Richtung flr eine
Verteilung in der 2. Dimension gezeigt. Die Verteilung
in der 1. Dimension fand mit dem als Pfeil 12 darge-
stellten Laufmittelstrom durch einen Adapter 8.2 statt,
der zugleich der Anschlag flr die durch ein pneumati-
sches (wahlweise auch hydraulisches oder mechani-
sches) Element 13 ineinander gepressten Segmente
2 dient. Der als Pfeil 14 dargestellte Auslass des Lauf-
mittelstroms befindet sich in einem auf die Vortrieb-
stange 15 des Pneumatikelements 13 montierten Ad-
apter 8.3. Nachdem die Verteilung in der 1. Dimensi-
on stattfand, kann 5-fach parallel mit den als Pfeile
16 dargestellten Laufmittelstromen die Verteilung in
der 2. Dimension erfolgen. Als gestrichelte Pfeile 69

sind die Laufmittelstréme zur Fraktionierung in der 3.
Dimension angedeutet.

Fig. 6

[0060] Fig. 6 zeigt den Zusammenhang von 1., 2.
und 3. Dimension fur einen ebenen Aufbau einer er-
findungsgemafen Vorrichtung. Das Zusammenpres-
sen der Segmente geschieht je nach Dimension an
unterschiedlichen Positionen, mit folgenden Elemen-
ten: 1. Dimension, Element 17, 2. Dimension, Ele-
mente 18 und 3. Dimension, Elemente 19. Die Seg-
mente sind in Gruppen auf Schlitten 20 zusammen-
gefasst. Eine Gruppe umfasst die 5 Segmente der 1.
Dimension, vier weitere Gruppen bestehen aus je 5
Segmenten der 2. Dimension (grau unterlegt). Dies
ermoglicht ein 5-fach paralleles Eluieren, Spilen und
Konditionieren der Segmente. Mit 21 ist eine Einheit
zum Umleiten der Laufmittelstréme zu den Detekto-
ren gekennzeichnet. Auf einer Grundplatte sind die
Schlitten zwischen den Positionen 1. und 2. Dimen-
sion und der 3. Dimension beweglich. Die Bewegung
der Schlitten kann sowohl horizontal als auch verti-
kal erfolgen. Zum Einsatz gelangt bei diesem Ausfiih-
rungsbeispiel Lineartechnik mit Antrieb. Die Schlitten
20 sind gegeneinander gefedert, so dass nach Lésen
des pneumatischen Andrucks ein ausreichender Ab-
stand zwischen den einzelnen Schlitten gewahrleistet
ist und diese zu anderen Positionen transportiert wer-
den kénnen. Pfeil 22 kennzeichnet die Bewegungs-
richtung, Transport eines Schlittens mit 5 Segmenten
von der Position 1. + 2. Dimension zur Position 3. Di-
mension; Pfeil 23 kennzeichnet die Transportrichtung
eines Schlittens 20 mit 5 Segmenten innerhalb der
Position 3. Dimension zur Elution; Pfeil 24 kennzeich-
net die Richtung, in der der Block der Pneumatikele-
mente 19 an die Saulensegmente herangefihrt wird.
Mit 25 ist beispielhaft eine der fiinf dargestellten kur-
zen praparativen Saulen gekennzeichnet, tGber wel-
che mit einer hohen Flussrate die parallele Elution der
Segmente erfolgt.

[0061] Auch hier erfolgt die Verbindung Uber die ein-
gangs beschriebenen verschraubungs- und schnell-
verschlul3freien Verbindungen mittels Adaptern. Un-
ter den praparativen Saulen werden die zu den Frak-
tionssammlern fihrenden Kapillaren 26 gezeigt.

[0062] Dieser graphisch dargestellte Aufbau in ei-
ner Ebene ist nur eine von mehreren Ausfiihrungsfor-
men. Eine weitere beispielhafte Ausflihrungsform ist
die Anordnung der Position 3. Dimension direkt Gber
der Position 1. + 2. Dimension, wobei der Transport
der Segmente 2 in Finfergruppen durch Portaltech-
nik erfolgt.
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Laufmittelstréme und
Hochdurchsatzaufgabesystem mit Festbettinjektion

[0063] Nachfolgend werden bevorzugte Ausfiih-
rungsformen der Laufmittelstrome und Hochdurch-
satzaufgabesysteme mit Festbettinjektion erlautert.

Fig. 7

[0064] Fig. 7 illustriert das System der Pumpen und
Laufmittelstrdme innerhalb der erfindungsgemaRen
Vorrichtung fur die Ortsfraktionierungen Uber zwei
Dimensionen mit Elution der Substanzen Uber kur-
ze HPLC-Saulen in einer 3. Dimension. Mit 27 sind
funf praparative Hochdruckgradientenpumpen ge-
kennzeichnet. Diese Anzahl ermdglicht ein paralleles
Arbeiten mit finf verschiedenen Isokraten oder Gra-
dienten in der 2. und 3. Dimension. Eine der Hoch-
druckgradientenpumpen 27, durch Schraffur gekenn-
zeichnet, versorgt Uber ein elektrisch oder pneu-
matisch gesteuertes 4-Positions-4-Wegeventil 28 die
Verteilung in der 1. Dimension mit Laufmittel. Die-
se Verteilung wird durch den gepunkteten Pfeil 30
dargestellt. Weiterhin wird ein Kanal der Verteilung
in der 2. Dimension (Pfeil 31) und einen Kanal der
Elution in der 3. Dimension (Pfeil 32) mit Laufmit-
tel versorgt. Die weiteren vier Hochdruckgradienten-
pumpen 27 versorgen Uber elektrisch oder pneuma-
tisch gesteuerte 3-Positions-3-Wegeventile 29 je ei-
nen Kanal der Verteilung in der 2. Dimension (als ge-
strichelte Linie gekennzeichnet) und einen Kanal der
Elution in der 3. Dimension mit Laufmittel. Diese Ka-
nale der Elution in der 3. Dimension sind durch die
von den Ventilen 28 und 29 nach rechts abgehenden
durchgezogenen Linien dargestellt. Unter den Pum-
pen 27 angeordnet sind die 25 Segmente 33 zur Ver-
teilungin 1. + 2. Dimension dargestellt. Mit 34 werden
die HPLC-Saulen zur Elution in der 3. Dimension ge-
kennzeichnet. Nach erfolgter Ortsfraktionierung und
Elution werden die flinf Hochdruckgradientenpumpen
27 zum Spulen und Konditionieren aller Segmente
und HPLC-Saulen eingesetzt.

Fig. 8

[0065] Fig. 8 zeigt ein beispielhaftes Aufgabesys-
tem, dargestellt am Beispiel der Festbettinjektion. 35
stellt die 25 Segmente zur Verteilung in 1. + 2. Di-
mension dar. Mit 36 sind die von den Aufgabesau-
len der Festbettinjektion kommenden Kapillaren ge-
kennzeichnet, die in einem Mehrfachmotorschaltven-
til 37 enden. Dieses ist mit einem weiteren Motor-
schaltventil 38 verbunden, das den Laufmittelstrom
auf den gewulinschten Kanal der 1. oder 2. Dimension
der Verteilung lenkt. Eine der Verbindungen, als ge-
strichelte Linie dargestellt, fihrt zur Verteilung in der
ersten Dimension. Hiermit werden Extrakte Uber die
1. und 2. Dimension verteilt. Teilextrakte oder Extrak-
te eines sehr beschrankten Polaritatsbereichs kon-
nen Uber die weiteren, vom Mehrfachmotorschaltven-

til 37, abgehenden Kanéle gezielt auf eine Segment-
gruppe der 2. Dimension gefiihrt werden und dort vor
einer anschlielenden Elution in nur einer Dimension
ortsfraktioniert werden. Dadurch ist auch ein paral-
leles Eluieren von bis zu finf vorher einzeln verteil-
ten Teilextrakten mdglich. Zum Spulen und Konditio-
nieren der Segmente kann tber die Umschaltventile
39 die Aufgabeeinheit ausgekoppelt und eine direkte
Verbindung zu den Pumpen hergestellt werden. Die
Verbindungen zu den Hochdruckgradientenpumpen
sind mit 40 gekennzeichnet.

Fig. 9

[0066] Die vollstandige Verknipfung von Aufgabe-
system und Laufmittelstrdomen wird in Fig. 9 darge-
stellt. Hier werden die verschiedenen Wege der Lauf-
mittelstrome im Zusammenhang gezeigt. Die Fest-
bettinjektion wird mit Pumpe 41 durchgefiihrt. Uber
Ventil 42 werden die Mehrfachschaltventile 43 und 44
angesteuert, welche die Aufgabesaulen 45 nachein-
ander zur Elution freischalten. Uber das Motorschalt-
ventil 46 erfolgt die Zufihrung der Extrakte entwe-
der Uber Ventil 47 in die 1. Dimension oder Uber die
Ventile 48 in die 2. Dimension. Mit einem weiteren
Kanal des Motorschaltventils 46 kénnen die Aufga-
besaulen mit Pumpe 49 luftfrei gespilt werden. Die
weiteren Einsatzmoglichkeiten von Pumpe 49 liegen
in der Elution von Segmenten in einem Kanal der 3.
Dimension 50, ebenfalls angesteuert tiber Ventil 42.
Die Pumpen 51 werden nur zur Verteilung in der 2.
Dimension und der Elution in der 3. Dimension ein-
gesetzt. Die zu den einzelnen Pumpen zugehdrigen
Ventile 53, 54, 55 und 56 leiten den Laufmittelstrom
in die entsprechende Dimension. Wird in der 2. Di-
mension verteilt, gelangt der Laufmittelstrom durch
die Ventile 48 in die Segmente 52. Wird in der 3. Di-
mension eluiert, erfolgt die Zufiihrung des Laufmittel-
stroms direkt.

Online-Detektion

[0067] Als weitere Ausfiihrungsform kann ein zur
Verteilung bestimmter Extrakt durch eine Beurteilung
mit der HPLC im analytischen Malistab auf die Po-
laritat und Verteilung seiner Inhaltsstoffe untersucht
werden. Dabei wird die Information erhalten, auf wel-
chen Segmenten der 1. Dimension sich Substanzen
befinden werden und ob einzelne Segmente gar nicht
belegt werden. Diese Informationen stehen zur Ent-
scheidung zur Verfiigung, ob alle oder nur ein Teil der
Segmente aus der 1. Dimension in die 2. Dimensi-
on weiter verteilt werden mussen. Fir die Verteilung
dieser Teilextrakte aus der 1. Dimension kann eine
Beurteilung des Ausgangsextraktes nicht mehr sicher
eingesetzt werden. Hier muss eine Onlinedetektion
erfolgen, die eine Beurteilung der Belegung der Seg-
mente der 2. Dimension mit Substanzen erlaubt. Da-
durch wird es ermdglicht, eventuell auftretende, nicht
mit Substanzen belegte Segmente zu erkennen und
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von der Fraktionierung in Fraktionierungsgefalie aus-
zunehmen.

Fig. 10

[0068] Fig. 10 gibt den Aufbau einer Online-Detekti-
on wieder. 57 zeigt ein Segment aus der Verteilung in
der 1. Dimension, 58 die vier Segmente der anschlie-
Renden Verteilung in der 2. Dimension. Dazwischen
befindet sich ein Bauteil 59 mit mdglichst geringem
Totvolumen, das Uber Kapillaren, je nach eingesetz-
tem Detektor, den gesamten Laufmittelstrom oder ei-
nen geringen Teil davon (Split) durch den Detektor
und zurlick zu den nachfolgenden Segmenten fihrt.
Der mit 62 gekennzeichnete Pfeil zeigt den Laufmit-
telstrom durch das Segment der 1. Dimension in den
Detektor gezeigt, der Pfeil 63 kennzeichnet den Lauf-
mittelstrom aus dem Detektor weiter durch die Seg-
mente der 2. Dimension der Verteilung. Der Detek-
tor 60 kann je nach Anforderung ein UV-Detektor, ein
Brechungsindexdetektor, ein Lichtstreudetektor oder
jeder in der HPLC gebrauchliche Detektor sein. Uber
einen Rechner 61 erfolgt eine Datenaufzeichnung,
deren Ergebnisse fir den weiteren Prozess der Orts-
fraktionierung und die Elution der Segmente verwen-
det werden soll.

Automatisierung durch den Einssatz
kommerzieller Industrieroboter

[0069] Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
erfindungsgemafen Vorrichtung wird ein Industriero-
boter zur Automatisierung eingesetzt. Wird ein kom-
merziell erhaltlicher Industrieroboter an Stelle von Li-
neartechnik oder Portaltechnik eingesetzt, l1asst sich
der Aufbau der erfindungsgemafen automatisierten
Vorrichtung zur mehrdimensionalen Ortsfraktionie-
rung vereinfachen und der Automatisierungsgrad er-
héhen.

Fig. 11

[0070] Fig. 11 zeigt das Aufbauschema einer auto-
matisierten Vorrichtung unter Einsatz eines kommer-
ziellen Industrieroboters. Der Arm des Industrierobo-
ters 64 greift die einzelnen Segmente und positioniert
sie an den vorgesehenen Stellen. Auf der grau unter-
legten Flache finden die Verteilungen in 1. und 2. Di-
mension statt. Auf der gestrichelten Flache finden die
Verteilungen in der 3. Dimension statt. 65 bezeichnet
das Bauteil, das den Detektoren der Online-Detek-
tion den Laufmittelstrom zufiihrt. Wird hieriber eine
Verteilung in der 1. Dimension durchgefihrt, gelangt
das Laufmittel durch eine direkte totvolumenarme Ka-
pillare zu den folgenden Segmenten. Ein separates
pneumatisch, hydraulisch oder mechanisch wirken-
des Element zum Zusammenpressen der Segmente
bei einer Verteilung in der 1. Dimension entfallt, da
in der ersten Reihe der Segmente sowohl Verteilun-
gen 1. wie 2. Dimension erfolgen kénnen. Die pneu-

matischen Einheiten 66 dichten die Segmente wéh-
rend der Verteilungen in 1. und 2. Dimension gegen-
einander ab und die pneumatischen Einheiten in 67
dichten die Segmente wahrend der Verteilungen in
der 3. Dimension gegeneinander ab. Mit 68 sind die
kurzen HPLC-S&ulen zur Elution der Segmente in der
3. Dimension gekennzeichnet und die von 68 abge-
henden Linien kennzeichnen die Laufmittelstréme mit
den eluierten Substanzen in die Fraktionssammler.

Fig. 12

[0071] Fig. 12 zeigt das Prinzip der bekannten Zeit-
fraktionierung. Ein Gemisch wird im Probenaufgeber
70 injiziert und Uber die Trennsdule 71 aufgetrennt.
Die Trennung 72 1auft von Tppgng bis Tenge, bis die
letzte Substanz von Interesse die Trennsaule verlas-
sen hat

Online-Datenverarbeitung zur Automatisierung
der Ortsfraktionierung und Steuerung
der Elution in Fraktionssammler

[0072] Als weitere bevorzugte Ausfiihrungsform wird
die erfindungsgemafe Vorrichtung mit einem Online-
Datenverarbeitungssystem zur Automatisierung der
Ortsfraktionierung und Steuerung der Elution in ei-
nem Fraktionssammler kombiniert. Eine Online-De-
tektion bei der Verteilung mit einer Online-Datenver-
arbeitung stellt ein effektives Fraktionieren der auf bis
zu 20 Segmente verteilten Inhaltsstoffe eines Sub-
stanzgemischs sicher. Wahrend der Verteilung in der
2. Dimension werden softwaregesteuert durch Peak-
detektion Daten gewonnen, die automatisch zur Frak-
tionierung der einzelnen Segmente aus der 2. Dimen-
sion eingesetzt werden. Diese Daten werden kombi-
niert mit den aus dem Profiling fiir die Verteilung in der
1. Dimension gewonnenen Informationen, die in ei-
ne Steuerungssoftware eingegeben werden kénnen.
So werden mit Substanzen belegte Segmente von
leeren unterschieden. In der Folge werden nur noch
diejenigen Segmente in den Fraktionssammler frak-
tioniert, die Substanzen erwarten lassen. Alle weite-
ren Segmente kdnnen sofort freigespllt und erneut
konditioniert werden. Die Datenverarbeitung besteht
folglich aus drei Komponenten:

1. Eingabe der Bedingungen fiir die Verteilung in
der 1. Dimension mit den aus dem Profiling ge-
wonnenen Daten.

2. Online-Aufzeichnung der Verteilung in der 2.
Dimension durch einen Bypass zwischen Aufga-
besegment und Zielsegmenten mit automatischer
Peakdetektion mittels Chromatographiesoftware.
3. Automatische Auswertung der in Punkt 1 und
2 erhaltenen Daten zur gezielten Elution aus-
schliellich beladener Segmente.
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Bezugszeichenliste

Trennséaule(n)
Saulensegment(e)
Substanz/Substanzfraktion
Fraktioniergefale

Kapillare(n)

konische Dichtung
Innenkonus

Adapter

Adapter

Adapter

Adapter

konische Dichtung
Laufmittelstrom
Laufmittelstrom
Laufmittelstrom
mechanisches/hydraulisches/pneumati-
sches Element
Laufmittelstrom
Vortriebstange
Laufmittelstrom
mechanisches/hydraulisches/pneumati-
sches Element
Laufmittelstrom
mechanisches/hydraulisches/pneumati-
sches Element

Schlitten

Einheit zur Umleitung des Laufmittel-
stroms

Bewegungsrichtung
Transportweg
Bewegungsrichtung
praparative Saule

Kapillaren
Hochdruckgradientenpumpen
4-Positions-4-Wegventil
3-Positions-3-Wegventil
Verteilung 1. Dimension
Kanal Verteilung 2. Dimension
Kanal Elution 3. Dimension
Saulensegmente
HPLC-Séaulen
Saulensegmente

Kapillaren
Mehrfachmotorschaltventil
Mehrfachmotorschaltventil
Umschaltventile

Verbindung zu Hochdruckgradientenpum-
pe

Pumpe

Ventil

Mehrfachschaltventil
Mehrfachschaltventil
Aufgabeséaulen
Motorschaltventil

Ventil

Ventile

Pumpe

Kanal 3. Dimension

51 Pumpen

52 Segmente

53 Ventil

54 Ventil

55 Ventil

56 Ventil

57 Segment

58 Segmente

59 Bauteil Laufmitteltransport

60 Detektor

61 Rechner

62 Laufmittelstrom

63 Laufmittelstrom

64 Arm von Industrieroboter

65 Bauteil Laufmittelzufuhr

66 mechanisches/hydraulisches/pneumati-
sches Element

67 mechanisches/hydraulisches/pneumati-
sches Element

68 HPLC-Saulen

69 Laufmittelstrom

70 Probenaufgabe

71 Trennsaule

72 Trennung

Patentanspriiche

1. Vorrichtung zur Auftrennung von Stoffge-
mischen mittels HPLC-Technik, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Vorrichtung Trennsaulen (1) um-
fasst, die aus Saulensegmenten (2) bestehen, wobei
die Saulensegmente (2) l6sbar und beweglich tber
eine konische Dichtung (6) und einen Innenkonus (7)
miteinander verbunden sind.

2. Vorrichtung gemal Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Saulensegmente (2) ver-
schraubungsfrei miteinander verbunden sind.

3. Vorrichtung gemafl Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Saulensegmente (2) schnell-
verschlussfrei miteinander verbunden sind.

4. Vorrichtung gemafl Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass sich die konische Dichtung (6)
auf einer Kapillare (5) befindet.

5. Vorrichtung gemafl Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Kapillare (5) am Ausgang
des Saulensegments (2) befestigt ist.

6. Vorrichtung gemafl Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass sich der Innenkonus (7) am Ein-
gang des Saulensegments (2) befindet.

7. Vorrichtung gemafR der Anspriiche 1 bis 6, da-
durch gekennzeichnet, dass die Sdulensegmente
(2) Uber die auf der Kapillare (5) befindliche konische
Dichtung (6) des einen Sdulensegments (2) mit dem
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am Eingang des anderen Sdulensegments (2) befind-
lichen Innenkonus (7) miteinander verbunden sind.

8. Vorrichtung gemal einem der vorangehenden
Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass
die Verbindung der Saulensegmente (2) mittels eines
aufieren Drucks abgedichtet ist.

9. Vorrichtung gemafl Anspruch 8, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der dufere Druck durch ein
pneumatisches Element (13) ausgelbt wird.

10. Vorrichtung gemaR Anspruch 8, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der dufere Druck durch ein hy-
draulisches Element (13) ausgetibt wird.

11. Vorrichtung gemaR Anspruch 8, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der duRere Druck durch ein me-
chanisches Element (13) ausgelbt wird.

12. Vorrichtung gemaf einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die aus
Saulensegmenten (2) bestehenden Trennsaulen (1)
auf Schlitten (20) angeordnet sind.

13. Vorrichtung gemaf Anspruch 12, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Schlitten (20) innerhalb der
Vorrichtung horizontal und vertikal bewegbar sind.

14. Vorrichtung gemaR einem der Anspriiche 12
oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Schilit-
ten (20) Uber Lineartechnik mit Antrieb bewegbar
sind.

15. Vorrichtung gemafR einem der Anspriche 12
bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass in einer Vor-
richtung mehrere Schlitten (20) angeordnet sind.

16. Vorrichtung gemafl einem der Anspriiche 12
bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass die Schlitten
gegeneinander gefedert sind.

17. Vorrichtung gemaf einem der Anspruche 1 bis
16, dadurch gekennzeichnet, dass die Sdulenseg-
mente (2) Uber Leitungen mit Laufmittel versorgt wer-
den.

18. Vorrichtung gemaf Anspruch 17, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Laufmittel Gber Pumpen in
die Sdulensegmente (2) geférdert wird.

19. Vorrichtung gemaf Anspruch 18, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Laufmittelstrom innerhalb
der Vorrichtung Uber Ventile gesteuert wird.

20. Vorrichtung gemaf einem der Anspriiche 1 bis
19, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung
automatisiert betrieben werden kann.

21. Vorrichtung gemaR Anspruch 20, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Auftragen des Substanzge-
mischs auf die Sdulensegmente (2) automatisiert ge-
steuert ist.

22. Vorrichtung gemaR Anspruch 20, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Versorgung der Saulenseg-
mente (2) mit Laufmittel automatisiert gesteuert ist.

23. Vorrichtung gemaf einem der Anspriche 20
bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass die Venti-
le zur Leitung der Laufmittelstréme automatisiert ge-
steuert werden.

24. Vorrichtung gemal einem der Anspriiche
20 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass das
Zusammenpressen der Saulensegmente (2) mittels
der pneumatischen Elemente automatisiert gesteuert
wird.

25. Vorrichtung gemaf einem der Anspriche 20
bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass das Bewe-
gen der Schlitten (20) automatisiert erfolgt.

26. Vorrichtung gemaR einem der Anspriiche 20
bis 25, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrich-
tung computergesteuert betrieben wird.

27. Vorrichtung gemaR einem der Anspriiche 20
bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass in der Vor-
richtung ein Industrieroboter integriert ist.

28. Vorrichtung gemaf Anspruch 27, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Industrieroboter die Seg-
mentsaulen in der Vorrichtung bewegt.

29. Verfahren zur Auftrennung von Stoffgemischen
mit einer Vorrichtung gemal einem der vorange-
henden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
man die Auftrennung als Ortsfraktionierung mittels
HPLC-Technik durchfihrt.

30. Verfahren gemafl Anspruch 29, dadurch ge-
kennzeichnet, dass
a) man ein Substanzgemisch auf eine segmentierte
Chromatographieséaule aufbringt,
b) man das Substanzgemisch mittels HPLC-Technik
auf der segmentierten Saule derart auftrennt, dass
die erste interessierende Substanz die Saule noch
nicht verlassen hat und sich die letzte interessieren-
de Substanz schon auf der Saule befindet,
c) man die Auftrennung vor der Elution der ersten
Substanz abbricht,
d) man die auf dem Trennmaterial innerhalb der seg-
mentierten Saule ortlich fixierten Substanzen nicht
aus der Saule entnimmt, sondern diese, wenn er-
forderlich, mit weiteren Segmenten koppelt und eine
oder mehrere weitere Ortsverteilung(en) durchfihrt
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e) man die Substanzen in einem letzten Schritt durch
fraktionierte Elution vom S&ulenmaterial eines einzel-
nen Segments abtrennt und isoliert.

31. Verfahren gemal einem der vorangehen-
den Anspriiche 29 oder 30, dadurch gekennzeich-
net, dass man vor der Ortsfraktionierung eine Be-
urteilung des Substanzgemischs durchfihrt, um Auf-
schluss Uber die Polaritédt der Substanzen und da-
mit der wahrscheinlichen drtlichen Fixierung wahrend
der Ortsfraktionierung zu erhalten.

32. Verfahren gemafl Anspruch 31, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man die Beurteilung mittels ana-
lytischer HPLC durchfiihrt.

33. Verfahren gemal einem der vorangehenden
Anspriche 29 bis 32, dadurch gekennzeichnet,
dass man ein Detektionsverfahren einsetzt, um Auf-
schluss Uber die rdumliche Auftrennung des Sub-
stanzgemischs in der Trennsaule zu erhalten.

34. Verfahren gemaf Anspruch 33, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man zur Detektion einen in der
HPLC gangigen Detektor einsetzt.

35. Verfahren gemafl Anspruch 33, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man die Detektion nach einer er-
folgten Auftrennung des Substanzgemischs und vor
der Wiederholung der Auftrennung auf einer weiteren
Trennsaule durchfihrt.

36. Verfahren gemaR einem der vorangehenden
Anspriiche 29 bis 35, dadurch gekennzeichnet,
dass man einen oder mehrere Verfahrensschritte au-
tomatisiert durchfuhrt.

37. Verfahren gemafl Anspruch 36, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man die Automatisierung mittels
eines Industrieroboters durchfihrt.

38. Verfahren gemal einem der vorangehenden
Anspriche 29 bis 37, dadurch gekennzeichnet,
dass man das Verfahren computergestitzt durch-
fuhrt.

Es folgen 12 Seiten Zeichnungen
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Figur 3
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Figur 4
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Figur 5
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Figur 6
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Figur 7
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Figur 8
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Figur 10
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Figur 12
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