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HILFSMITTEL FUR DIE PRAPARATIVE HOCHLEISTUNGS-FLUSSIG-
KEITSCHROMATOGRAPHIE

E. VON ARX®*, P. RICHERT, R. STOLL, K. WAGNER und K. H. WUEST
Forschungslaboratorien der Division Pharma der Ciba-Geigy AG, Basel (Schweiz)
(Eingegangen 2m 15. Dezember 1981)

SUMMARY
New aids for preparative high-performance liquid chromatography
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 letzten Jahren zu
einer sehr wirksamen analytischen Trennmethode entwickelt worden. In neuester Zeit
ist auch wiederholt und erfolgreich versucht worden, diese Methode fiir priparative
Zwecke einzusetzen. Die wichtigsten diesem Zwecke dienenden Massnahmen sind die
Vergrdsserung der Kolonnendimension und die Mehrfacheinspritzung.

- Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der automatischen Chromatographie im
Mehrfachlaufverfahren, fiir die zwei in der Praxis bewihrte Systeme im Detail be-
schrieben werden.

Das hauptsichlichste Problem im Zusammenhang mit der Automation von
Mehrfachlaufen ist das programmgesteuerte Schneiden der Peaks, das an die Steile
des sehr aufwendigen, stindige Prisenz erfordernden, manuellen Schneidens tritt.
Weitere Probleme stellen sich bei der Auficilung des Eluates in zwei Teile, einen zur
Detektion und einen zum Sammeln sowie bei der Uebertragung der Messresultate des
Detektors auf den Fraktionensammler.

Zur Ldsung dieser Probleme hat sich bei uns das im folgenden beschriebene
System bewihrt.

Einer mit einer Mehrfacheinspritzautomatik versehenen Siule folgt ein split-
ting System, das die kontrollierte Abzweigung von Teilen des Eluates fiir (1) eine
direkte Detektion (UV, sichtbar), (2) eine Derivatisierung mit anschliessender Detek-

“tion oder (3) ‘eine Verdinnung mit anschliessender Detektion erlaubt, wobei der
Detektor mit einem Fraktionensammler gekoppelt ist.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Gerdtz und Marerialien
Als Pumpen dienten eine Altex 110 mit prap. Kopf und 28 ml Fluss pro Minute
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Fig. 1. 10-mm Trennsaule (a) und Fillvorrichtung (b). ! = End-Fittung mit 16 in. Stahlrobr 0.25 mm LD.
{Argon Schweissung); 2 = Kappe mit einer Bohrung von 1.8 mm LD. UNF 7/16; 3 = Altex AX 250-21
Friute; 4 = Verteilerkopf mit 1/4-in. Anschluss und 14 Parker Nut und 1/4-in. Parker Ferrule (weitere
Einzelheiten zu 14" 2} 5 = Teflon-Dichtung; 6 = Trenasiule bestehend aus dem Rohr einer 10-mm
Altexsdule mit zwei an bexden Enden angeschweissten Flanschen und mit Je 6_Bohrungen fiir Zylin-
derschrauben mit Innensechskant M 6 x 40 mm: 7 = Siulenabschluss mit einer Altex-Fritte AX 250-22
und einer eingeschweissten 1/16-in. Swagelok-Verschraubung; 8 = Verschlussdeckel; 9 = Fillrohr mit
zwei Flanschen mit je 6 Bohrungen und einem Anschluss fiir die Pumpe.
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Fig. 2. Kanpalwahlschalter. 1 = Mikroprozessor; 2-4 = Relais; 5-7 = Lichtschranken: 8 = Kanalschal-
ter.

fiir isokratische Chromatographie, fiir binire Gradienten zwei Waters M6000
Pumpen mit dem 660 Steuergerit, und fiir ternire Gradienten ein’ Varian HPLC
5060. Fiir die Sdulenfiliung wurde eine Haskel 26980.4 Pumpe verwendet.

Handeinspritzungen erfolgten mit einem Rheodyne 7125 Ventil mit 1-ml Pro-
benschlaufe. Automatisch wurden bis 2 ml mit WISP 710 B Einspritz-Automaten
(Waters) eingespritzt. Die Trennsdule und die Vorrichtung zum Packen der Sdule
wurden im Eigenbau hergestellt (Fig. 1).

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

Registriert wurde mit WW- 312 Zweikanal-Schreibern und einem WW 1100
Einkanal-Schreiber mit Aufbau fiir die Lichtschranken. Das Zumischen des Deriva-
tisierungs-Reagenz, Fluram oder o-Phtaldialdehyd!, erfolgte mit Metripumpen E
1A/ss3c mit 1-3 Pumpenkopfen (Metering Pumps, L.ondon, Grossbritannien).

- Far die Aufspaltung des Eluats (splitting) wurde em zextgesteuertes Drelweo-
ventil verwendet (Labomatic, Allschwill, Schweiz).

- Die Fraktionen wurden mit folgenden Gerdten gesammeit Biichi 660 t“ur 8
Fraktlonen mit éxterner Ansteuerung (Biichi Flawil, Schweiz). Labomatic Circular I
fiir 20 und 50 Fraktionen, betde ausgeriistet mit Zeitschaltung, Endabschaltung und
externer Ansteuerung und ein Gilson Micro Fractionator fiir 80 Fraktionen mit Zeit-
steuerung. Der Peak-Detektor wird durch einen Mikroprozessor Labtime 1788 (Port-
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Fig. 3. Vollautomatisches isokratisches oder binires Trennsystem mit Peak-Detektion. | = L&sungsmit-
tel; 2 = priparative Pumpe (Kontron oder Waters) 2 x 600 mit Gradientensteuergerdt 660; 3 = WISP
Auto-Probengeber; 4 = Trennsiule; 35 = Cecil UV-Monitor; 6 = Schreiber; 7 = Reflexions-Lichtschran-
ken; 8 = Kanalwahlschalter; 9 = Mikroprozessor; 10 = Fraktionensammler mit 7 Probenglaser; 11 =
Trichter zum Abfahren des nicht gebrauchten Eluats; 12 = Sammelflasche.

mann, Therwil, Schweiz) oder einen Labomat 100 (Labomatic) gesteuert. Als Re-
flexions-Lichtschranken dienten Reflectiv Transducer OBP 125 (Optron, Carrallton,
TX, US.A.). Die Zuschaltung der Lichtschranken erfolgt iiber einen Kanal-
wahlschalter mit Relais (Eigenbau, Fig. 2). Zwei Beispiele fiir die gewahlte Anord-
nung der Apparate, den Flusslauf sowie die elektrische Schaltung werden in Figs. 3
und 4 schematisch dargestelit.

Trennsdule und Fiillvorrichtung

Die 10-mm 1.D. Trennsiule (Fig. 1a) wurde am oberen Ende (Saulenemgang)
mit einem trichterférmigen Verteiler ausgertistet (4).

Die Packung der Siule erfolgt in zwei Etappen. In einer ersten Etappe wird
mittels der Fiillvorrichtuag (Fig. 1b) bis zum oberen Ende der 10-mm Saule (6)
cefiillt, dann wird in einer zweiten Etappe der Kopf (4) aufgesetzt und mit einem 1/4
in. Anschluss (zum Packen analytischer Sdulen) weiteres Material bis zum Ende des
1/4 in. Rohres aufgeftllt. Das Rohr wird oben mit einer Fritte (3) abgeschlossen. Die
Fiillung erfolgt nach der Viskositidtsmethode® mit einer grossen Haskel-Pumpe, die
iiber die notige Kapazitat (70 ml Kolben bei 450 bar) verfiigt. _

Peak-Detektor
. Der Peak-Detektor (Fig. 3) besteht aus einem Mikroprozessor (Labume oder
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Fig. 4. Vollautomatisches terniares Trennsystem mit Detektion nach Derivatisierung (ohne Peak-Detek-
tor). 1-3 = Losungsmittel; 4 = Pumpe mit Vierweg-Ventil (ternidires System, Varian); 5 = Mikropro-
zessor fiir die Steuerung des terndren Trennsystem und Start des Fraktionensammlers (Varian); 6 = WISP
Auto-Probengeber; 7 = Trennsiule; 8 = UV-Detektor; 9 = Dreiweg-Ventil mit 10 = Zeitsteuerung; 11 =
Fraktionensammler (fir 20 oder 50 Fraktionen) mit Endabschaltung; [2 = Steuerung; 13 = Trichter (in
Pos. 20 resp._50) zum Abfiihren des nicht gebrauchten Eluats; 14 = Sammelflasche; 15 = Reagenz; 16 =
Schliessventii; 17 = Pumpe; 18 = Reaktionsschlaufe; 19 = Fluoreszenz-Detektor; 20 = Schreiber; 21 =
Sammelflasche.

Labomat) eciner Schalterkombination (Fig. 2) (Eigenbau) und Reflexions-
Lichtschranken, dic verschiebbar auf dem Schreiber montiert sind (Eigenbau). An-
geschlossen ist ein Fraktonen-Sammier (Biichi) mit 8, respektive 7 Probengliisern.
Anstelle des 8. Glases befindet sich ein Trichter, iiber den das nichtgebrauchte Eluat
abgefuhrt wird. Das Gerit ist mit einer zusidtzlichen externen Ansteuerung ausge-
riistet.

Der Mikroprozessor wird als Schaltuhr mit einfachen Schliesskontakten ver-
wendet. Eingegeben werden auf die Ausgiinge 1-8 je die No. des Ausgangs, sowie die
Start- und Stopzeiten des Kontakts. Das Gerit wird fiir jeden neuen Zyklus durch
den Auto-Probengeber gestartet.

Im Beispiel (Fig. 3) werden die fiir die Ausginge 4-8 des Mikroprozessors
wihrend je 1 sec geschlossen. Die Kontaktkreise der Ausginge 1-3 werden tiber die
Relais im Kanalwahischalter (Fig. 2) geschlossen. Sie bleiben wahrend der Passage
einer Metallhiilse vor den Lichtzellen aktiviert. Die Metallhiilse, in der der Schreib-
stift steckt; ist am Registrierwagen des Schreibers montiert.

Um eventuelle Verschiebuagen der Retentionszeit zu beriicksichtigen, werden
fiir die. Ausginge 1-3 Zeitfenster eingegeben. Wiahrend dieser Zeit bleiben die Re-
flexionslichtschranken emgeschaltct Mit dem Kanalwahlschalter konnen die passen~
den Lichtschranken zugeschaltet werden.
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Fig. 5. Programmbeispiel fiir die Auftrennung eines Gemisches in 7 Fraktionen.

Splitting-System und Derivarisierung

Die Aufteilung (Splitten) des Eluates erfolgt mittels eines elektronisch ge-
steuerten magnetischen Dreiweg-Ventils. Das Stromungsverhiltnis wird durch Zeit-
einheiten, z.B. 1:10 bis 1:100 sec. gesteuert.

Bei priiparativen Trennungen wird ein kleiner Teil des Eluates dem Detektor-
systemn zugefuhrt, wihrend die Hauptmenge in den Fraktionensammler geleitet wird.

Der fiir die Derivatisierung bestimmte Teil des Eluats wird von einer Pumpe
angesaugt (vgl. Fig. 4). In den Leitungsabschnitt zwischen Dreiwegventil und Pumpe
wird das Reagenz (z.B. o-Phthaldialdehyd oder Fluram) iiber ein T-Stiick zuge-
mischt. Durch diese Anordnung wird das Entstehen eines Vacuums beim Ansaugen
durch die Pumpe (bei geschlossenem Ventil) verhindert. Beim Passieren der Pumpe
wird das Eluat mit den Reagenz vermischt und iiber eine Reaktionsschlaufe (0.5 mm
I.D. und 8.5 m Linge) dem Fluoreszenz-Detektor zugefuhrt.

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

ERGEBNISSE

Die beschriebenen Trennsysteme sind seit mehr als 2 Jahren im. Emsatz- Heute
stehen 3 Apparaturen, eine dem Beispiel Fig. 3, eine andere dem Bexsplel th 4 und
eine dritte, einer Kombination von beiden entsprechend in Betrieb.

Die Automation, die auch einen- Nachtbetneb ennoghcht tTJhrte Zu einem
okonomischen Arbeitseinsatz.

Mit Erfolg wurden Trennungen von Peptxden Leukomenen, Interferonen und
Isolierungen unbekannter natérlicher Wirkstoffe: durchgetﬁhrt- :

Seit einem Jahr sind auch Saulen mit weiterem mnerem Durchmesser rmt
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Erfolg im Einsatz, namlich 21 mm I.D. von Latek (Labortechnik-Gerite, Heidelberg)
- und 25-mm [.D. HIBAR-Fertigsiulen von Merck.
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ZUSAMMENFASSUNG

Es wird ein peues priaparatives Trennsysiem beschrieben, bestehend aus einer
Kolonne und einem splitting System, das die kontrollierte Abzweigung von Teilen des
Eluates fiir die Detektion gestattei. Zum System gehort ferner ein Peak-Detektor, der
mit einem Fraktionensammler gekoppelt ist.
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