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SUMMARY 

New aids for preparatise higlz-performance liquid clwotnatograplzy 

A new preparative separation system is described. It consists of a column, a 
splitting system which allows the controlled withdrawal of parts of the eluate for 
subsequent detection and a peak detector connected to a fraction collector. 

EINLEITUNG 

Die Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie ist in den le.&ten Jahren zu 
einer sehr wirksamen analytischen Trennmethode entwickelt worden. In neuester Zeit 
ist such wiederholt und erfolgreich versucht worden, diese Methode fur praparative 
Zwecke einzusetzen. Die wichtigsten diesem Zwecke dienenden Massnahmen sind die 
Vergriisserung der Kolonnendimension und die Mehrfacheinspritzung. 

* Die vorliegende Arbeit bcfasst sich mit der automat&hen Chromatographie im 
Mehrfacblaufverfabren, fiir die zwei in der Praxis bewtirte Systeme im Detail be- 
schrieben werden. 

Das haupts~cblicbste Problem im Zusammenhang mit der Automation von 
Mehrfachl%&en ist das programmgesteuerte Schneiden der Peaks, das an die Stelle 
des sehr aufwendigen, stiindige Prtienz erfordemden, manuellen Schneidens tritt. 
Weitere Probleme stellen sich bei der Aufteilung des Eluates in zwei Teile, einen zur 
Detektion und einen zum Sammeln sowie hei der Uehertragung der Messresultate des 
Detektors auf den Fraktionensammler_ 

Zur Losung dieser Probleme hat sich bei uns das im folgenden heschriehene 
system hew*_ 

Einer mit einer Mehrfacheinspritzautomatik versehenen S2ule folgt ein split- 
ting System, das die kontrollierte Abzweigung von Teiien des Eluates fiir (1) eine 
direkte De&&ion (W, sichtbar), (2) eine Derivatisierung tit anscbli~nder Detek- 
tion oder (3) eine Verdtlnrmng mit anschliessender Detektion erlaubt, wobei der 
Detektor mit einem Fraktionensammler gekoppelt ist. 

0021-9673/82/oooQ-oooo/5_7S 0 1982 Elscvier Scicr~rific Publishing Company 



420 

EXPERiMtiNTELLER TEIL 

E. VON ARX ei al. 

AIs Pumpen dienten eine AItex 110 mit prgp. Kopf und 28 ml FIuss pro lMinute 

?- 

6 

FiS_ 1_ 1 O-mm Treandu!e (a) und FiilIvorrichtung (bj_ I = End-Fittung tit 16 in. Stahlrohr 0.25 mm I.D. 
(-Argon SchaetinS); 3 = Kappe mit eincr Bohrung %-on 1.8 mm I.D. UNF 7!16; 3 = Aitex AX X0-21 
Fritte; 4 = Verteilerkopf mit I@-in. Anschluss und l/4 Parker Nut tmd l,Win_ Parker Fern& (weitere 
E&&h&en N 141ti”’ “; 5 = Teilon-Dichtung; 6 = TrennsZule &s&end aus dem Rohr eincr IO_mm 
-%kxdUk mit z%-ei an beiden Enden anSe+weissten Flanschen und mit je 6. Bohrungcn fur Zylin- 
derxhrauben mit Inncnsechskant M 6 x 40 mm: 7 = Siiulenabschluss mit einer Altex-Fritte AX X0-22 
und einer ein_+ch~-e&ten I/16& Sna&ok-Vcrschraubung; S = Verschhssdeckel; 9 = Fiillrohr mit 
zwzi Fiaxxhen mit je 6 Bohrun_m und cinem Anschius fiir die Pumpe. , 
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i______s_l 
Fig. 2. Kanalwahlschalrer. 1 = Mikroprozesor; 2-4 = R&is; 5-7 = Lids&r&en: 8 = K~&chal- 
ter. 

fur isokratische Chromatographie, fur bin&e Gradienten zwei Waters M6000 
Pumpen mit dem 660 Steuerger& und fiir ternare Gradienten ein- Varian HPI_C 
5060. Fur die S2ulenfillung wurde eine Haskel26980.4 Pumpe verwendet. 

Handeinspri*tzungen erfolgten mit einem Rheodyne 7 125 Ventil mit l-ml Pro- 

benschlaufe. Automatisch wurden bis 2 ml mit WISP 710 B Einspritz-Automaten 
(Waters) eingespritzt. Die Trennsaule und die Vorrichtung mm Packen der Saule 
wrden im Eigenbau hergestellt (Fig. 1). 

Als Detektoren dienten ein Cecil CE 212 variabler’UV-Monitor (Cecil, Cam- 
bridge, Grossbritannien) mit einer Hehna-Kiivette von 0.5~mm Schichtdicke, ein 
variabler UV-Monitor UVIKON 725 (Kontron) und ftir die Fluoreszenz-Registrie- 
rung ein Aminco 4-7439.und ein LC 1000 Detektor (Perkin-Elmer). 

Registriert wurde mit WW 312 Zweikanal-Schreibem und einem WW 1100 
Einkanal-Schreiber mit Aufbau fur die Lichtschranken. Das Zumischen des Deriva-. 
tisierung-Reagenz, Fluram oder o-Phtaldialdehyd’, erfolgte mit Metripumpen E 
lA/ssSc mit I-3 Pumpenkopfen (Metering Pumps, London, Grossbritannien). 

Ftir die Aufspahung des Eluats (splitting) wurde ein zeitgesteuertes Dreiweg- 
ventif verwendet (Labomatic; AllschwilI, Schweiz). 

Die Fraktionen wurden mit folgenden Gergten gesammelt: Btichi 660 fisr S 
Fraktionen, mit externer Ansteuerung (Btichi Flawil, Schweiz). Labomatic Circular I 
ftir 20 und 50 Fraktionen, beide ausgetistet mit Zeitschaltung, Endabschaltung und 
extemer Ansteuerung und ein Gilson Micro Fractionator fur SO Fraktionen mit Zeit- 
steuerung. Der Peak-Detektor wird durch einen Mikrol%ozessor Labtime I788 (Port- 



Fig_ 3_ VoIlautomatisches isokratisches oder binires Trennsystem mit Peak-Detektion. 1 = LBsunzmit- 
te1: 7 = prsparative Pumpe (Kontron oder Waters) 1 x 600 mit Gradientensteuergetit 660; 3 = WISP 
Xuto-Probengeber; 4 = Trenns5uIe; 5 = Cecil UV-Monitor; 6 = Schreikr; 7 = Reflexions-Lichtschran- 
ken; 8 = KanaIu-ahlschalter; 9 = Mikroprozessor; 10 = FraktionensammI er mit 7 Probengker; 1 I = 
Trichtcr zum Abfubren des nichr gebrauchten EIuats; 12 = S-eI&sche_ 

mann, Thenvil, Schxveiz) oder einen Labomat 100 (Labomatic) gesteuert- Als Re- 
ff e.xions-Lichtschranken dienten Reflcctiv Transducer OBP 125 (Optron, Carrallton, 
TX, U.S.A.). Die Zuschaltung der Lichtschranken erfolgt iiber einen Kanal- 
wahlschalter mit Relais (Eigenbau, Fi g. 2). Zwei Beispiele fir die gewghlte Anord- 
nung der Apparare, den Flusslauf sowie die elektrische Ghaltung werden in Figs. 3 
und 4 schematisch dargestellt. 

Die IO-mm I.D. Trenn&ule (Fig. la) wurde am oberen Ende (SZuleneingang) 
mit einem trichterformigen Verteiler ausgeriistet (4). 

Die Packung der S2ule erfolgt in zwei Etappen. In einer ersten Etappe wird 
mittels der Fiillvonichtung (Fig_ 1 b) bis zum oberen Ende. der IO-mm SInIe (6) 
gefullt, dann wird in einer zweiten Etappe der Kopf (4) anfgesetzt und mit einem l/4 
in_ Anschluss (zum Packen analytischer SHulen) weiteres 1Material bis zum Ende des 
l.i4 in_ Rohres aufgefiillt. Das Rohr wird oben mit einer Fritte (3) abgeschlossen. Die 
Fiillung e&&t nach der Viskosit2tsmethode3 mit einer grossen Haskel-Pumpe, die 
fiber die niitige Kapazitit (70 ml Kolben bei 450 bar) vert%gt. 

Peak-Detektor 

Der Peak-Detektor (Fig 3) besteht aus einem Mikroprozessor (Labtime oder 
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Fig. 4. Vollautomatisches tern&es Trennsystem mit Detektion nach Derivatisierung (ohne Peak-Derek- 
tar). l-3 = Liisungsrnittel; 4 = Purnpe mic Vienveg-Vemil (terxGres System, Varian): 5 = Mihopro- 
zessor fiir die Steuerung des temlren Trennsystem und Start des Fraktione nsammlers (Varian); 6 = WISP 
Auto-f’robengekr; 7 = Trentiule; 8 = UV-Detektor; 9 = Dreiweg-Ventil mit 10 = Zeitsteuerung; 11 = 
Fraktione usammIer (fur 20 oder 50 Fraktionen) mit Endabschahung; I2 = Steuerung; I3 = Trichter (in 
Pos. 20 resp,50) zum Abfuhren des nicht gebrauchten Eluats; 14 = Sammelfiasche; 15 = Reagenz; 16 = 
SchIiessventii; 17 = Pump=; 18 = Reaktionsschlaufe; 19 = Fluoreszenz-Detektor; 20 = Schreiber; 21 = 
Sammel&sche_ 

Labomat) einer Schalterkombination (Fig_ 2) (Eigenbau) und Reflexions- 
Lichtschranken, die verschiebbar auf dem Schreiber montiert sind (Eigenbau). An- 
gcschlossen ist ein Fraktonen-SammIer (Btichi) mit 8, respektive 7 Probeng&sern_ 
Anstelle des 8. Glases beftndet sich ein Trichter, iiber den das nichtgebrauchte Eiuat 
abgeftihrt wird. Das Getit ist mit eiuer zusatzhchen extemen Ansteuerung ausge- 
rtistet. 

Der Mikroprozessor wird als Schaltuhr mit einfachen Schliesskontakten ver- 
wendet. Eingegeben werden auf die Ausg5nge 1-S je die No. des Ausgangs, sowie die 
Start- und Stopzeiten des Kontakts. Das Gergt wird fur jeden neuen Zyklus durch 
den Auto-aProbe.ngeber gestartet. 

Im Beispiel (Fig. 5) werden die fiir die AusgHnge 4-S des Mikroprozessors 
w&rend je 1 set geschlossen. Die Kontaktkreise der Aus@nge 1-3 werden iiber die 
Reiais in% Kanahvahischalter (Fig. 2 ) geschlossen. Sie bleiben w&rend der Passage 
einer Metallhtilse- vor den Lichtzellen aktiviert. Die Metallhulse, in der der Schreib- 
stift steckt; ist am Registiierwagen des Schreibers montiert. 

Urn eventuelle Verschiebungen der Retentionszeit zu beriicksichtigen, werden 
fti die.Ausg5nge L-3 Zeitfenster eingegeben. W&rend dieser Zeit bIeiben die Re- 
flexionslichtschranken eingeschaltet. Mit dem Kanalwahlschalter kijnnen die passen- 
den Lichtschranken zugeschahet werden. 
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Lichtschrarten 

Ausgang Fraktian 

-___3125 ____---____ 4 _______- 

__ tF$~ ____-_______ 5 ___i’____ 

Fig. 5. Prograrmdxispid fir die Auftrennung eines Gemisches in 7 Fraktionen. 

SpZitring-Sprem rind Deri~arisiencng 

Die Aufteilung (Splitten) des Eluates erfolgt mittels eines elektronisch ge- 
steuerten magnetischen Dreiweg-Ventils. Das StriimungsverhiXhnis wird durch Zeit- 
einheiten, 2-B. 1 :I0 bis 1 :I00 sec. gesteuert. 

Bei ptiparativen Trennungen wird ein kleiner TeiI des Eluates dem Detektor- 
system zugefcuhrt, w&end die Hauptmenge in den FraktionensammIer geIeitet wird. 

Der fiir die Derivatisierung bestimmte Teil des Eluats wird von einer Pumpe 
angesaugt (vgl_ Fig_ 4)_ In den Leitungsabschnitt zwischen Dreiwegventil und Pumpe 
wit-d das Reagenz (2-B. o-Phthaldialdehyd oder Fluram) iiber ein T-Stuck zuge- 
mischt. Durch diese Anordnung wird das Entstehen eines Vacuums beim Ansaugen 
durch die Pumpe (bei geschlossenem Ventil) verhicdert. Beim Passieren der Pumpe 
wird das Eluat mit den Reagenz vermischt und iiber einc Reaktionsschlaufe (0.5 nun 
I.D. und 8.5 m LGge) dem Fluoreszenz-Detektor zug-efihrt. 

Mit der gleichen Einrichtung kann bei Ueberladung des UV-Detektors ein Teil 
des Eluates abgetrennt werden. An Stelle des Reagenz wird Ltisuqsmittei angesaugt, 
iiber die Pumpe gemischt und das verdiinnte Eluat in den UV-Detektor geIeitet. 

ERGEi3NISSE 

Die beschriebenen Trennsysteme sind seit mehr als 2 Jahren im .Ein.satz_ Heute 
stehen 3 Apparaturen, eine dem Beispiel Fi g. 3, eine tidere dem Beispiel Fig. 4 und 
eine dritte, einer Kombination von beiden entsprechend,.in Betrieb. . . 

Die Automation, die such einen -Nachtbetrieb ermiiglicht, tuhrte zueinem 
iikonomischen Arbeitseinsatz. .- 

Mit Erfolg wurden Trennungen von Peptiden; Leukotrienen, Interferonen und 
Isoherungen unbekannter nattilicher Wirkstoffe:durchgef?ihrE_ : :.. 

Seit einem Jahr sind such SHuIen mit weiterem inaerem D&chmess& mit 
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Erfoig im Einsatz, namlich 21 mm I.D. von Latek (Labortechnik-Gerate, Heidelberg) 
. und X-mm I.D. HIBAR-Fertig&iulen von Merck. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird ein neues praparatives Trennsystem beschrieben, bestehend aus einer 
Kolonne tmd einem splitting System. das die kontrollierte Abzweigung von Teilen des 
Eluates fiir die De:ektion gestattet. Zum System gehiirt ferner ein Peak-Detektor, der 
mit einem Fraktionensammler gekoppelt ist. 
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