DKTb38U1 B

19 DANMARK

Patentdirektoratet
TAASTRUP

«» FREMLAGGELSESSKRIFT 1163801 B

(21) Patentansegning nr.: 1823/83 (51) Int.CL5 B 01D 15/08
{22) indleveringsdag: 25 apr 1983

{41) Alm. tilgeengelig: 29 okt 1983

(44) Fremlagt: 06 apr 1992

(86) International ansegning nr.: -

(30) Prioritet: 28 apr 1982 NL 8201757

(71) Anseger: *DUPHAR INTERNATIONAL RESEARCH B.V.: C. J. van Houtenlaan 36; Weesp, NL
(72) Opfinder: Henri M. *Ruijten; NL, Hans de *Bree; NL, Peter H. van *Amsterdam; NL, Elbert *Wiegers: NL

(74) Fuldmeegtig: Internationalt Patent-Bureau

(54) For-kolonne til brug ved kromatografi og apparat til brug i et system til veeskekromatografering

{56) Fremdragne publikationer

(57) Sammend:ag 1823-83

Der beskrives en for-kolonne af trykresistent
materjale til ved forhgjet tryk at for-koncentrere
substanser, der skal kromatograferes. Kolonnen bestdr
af et beholderlegeme, der indvendig indsnazvres mod
de to ender, og som har udstyr til etablering af tat-
te forbindelser, dels opstrgms til en tilfgrselsled-
ning for den vaxske, der skal for-koncentreres, dels
nedstrems til en separator-kolonne.

Endvidere beskrives et apparat til brug i et
vaskekromatograferingssystem og omfattende en eller
flere for-kolonner, valgfrit en eller flere separator-
kolonner samt et forbindelseselement, og endelig
beskrives et forbindelseselement til dette apparat.
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opfindelsen vedrgrer en for-kolonne af tryk-
resistent materiale til ved forhgjet tryk at forkon-
centrere substanser, der skal kromatograferes. Opfin-
delsen vedrgrer ogsd et apparat til brug i et system
til veskekromatografering samt et forbindelseselement
til dette apparat.

Vaeskekromatografi er en meget anvendt separa-
tionsteknik, bade til pdvisning og efterfglgende
identifikation og bestemmelse af koncentrationerne
af i vasker oplgste eller dispergerede substanser,
og til i en forud bestemt grad at udskille disse
substanser fra vasker. I det fgrste tilfalde er der
tale om analytisk vaskekromatografi og i det sidste
tilfalde forberedende vaskekromatografi. Vaskekromato-
grafi (LC), navnlig den sdkaldte "hgj-ydelses
veskekromatografi" (HPLC), kan opdeles i vaske-
faststofkromatografi (LSC), fordelingskromatografi,
s&som vaeske-vaske-kromatografi (LLC) og bundet-fase-
kromatografi (BPC), ionbytter-kromatografi, affini-
tets-kromatografi, og eksklusions-kromatografi, sé-
som gelpermeation (GPC) og gelfiltrerings~kromatografi.

Ved de fleste af disse kromatograferings-
teknikker anvendes en eller flere kolonner, som er
fyldt med et sadvanligvis granuleret baremateriale.
Valget af bazrematerialet afhaznger af det stof, der
skal kromatograferes, af den vaske, hvori stoffet
findes, og af de oplgsningsmidler, der anvendes til
kromatograferingsprocessen. Valget af de oplgsnings-~
midler og den bazrer, der skal anvendes, bestemmes
s&ledes af det separationsproblem, der skal lgses.

N&r de substanser, der skal udskilles eller
detekteres, optrader som sporstoffer i vasken, dvs. i
meget sm& koncentrationer, er detnormalt at anvende
en forkoncentrering. I dette tilfazlde anvendes ofte
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en for-koncentrationskolonne eller for-kolonne, som
kan indskydes, fg¢r den egentlige kromatograferings-
kolonne eller separations-kolonne.

En sadan for-kolonne (koncentrations-
kolonne) til brug ved vaskekromatografering er be-
skrevet i U.S.A. patentskrift nr. 4 070 284. Den
beskrevne, cylindriske kolonne har en maksimal stgr-
relse pa 0,4" i diameter og 0,6" i langden, og den
tdler et tryk pa hgjst 3 MPa. En sadan kolonne er dog
ikke egnet til de fleste af de tidligere beskrevne
formdl, eksempelvis til ved brug af HPLC at for-
koncentrere medikamenter og/eller metaboloider heraf
i legemsvasker, fordi bade kapaciteten og oplgsningen
er for lille. Brugen af en kolonnepakning med relativ
stor partikelstgrrelse, som det anbefales i patentet,
tilsyneladende for at undgd en utilladelig trykstig-
ning under for-koncentrationsprocessen, har endog en
ufordelagtig indvirkning p& oplgsningen. Brugen af
en for-kolonne i HPLC-teknikken beskrives eksempelvis
af Roth c.s. i J. Chrom. 222, (1981), side 13-22,
Denne artikel vedrgrer pavisningen af medikamenter
eller metaboloider heraf i legemsvasker. Koncentra-
tionen af disse sporstoffer i legemsvasker er meget
lille, eksempelvis af stgrrelsesordenen nanogram pr.
ml, hvorfor en for-koncentrering er ngdvendig. De af
Roth c.s. anvendte for-kolonner er 25 mm lange, rette
kolonner, der er tgrfyldte med en til den patankte an-
vendelse egnet barer. P34 denne barer anbringes en
prgve af den vaske, der skal undersgges, sile-
des at sporstofferne, der skal detekteres, adsorbe-
res pd bazrematerialet. Ved hjzlp af et til dette
formdl valgt oplgsningsmiddel elueres sporstofferne
herefter fra for-kolonnen eller separations-kolonnen.
Kromatograferings-kolonnen eller separations-kolonnen

er fyldt med et baremateriale, der er egnet til at
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skille sporstofferne i de forskellige bestanddele.
ved eluering af separationskolonnen kan stofferne
opsamles og detekteres i mere eller mindre ren
tilstand.

Det er faktisk konstateret, at hvis der an-
vendes en ret for-kolonne, som f.eks. beskrevet af
Roth c.s. i den ovennavnte artikel, forstyrres
den ved hijelp af en eller flere separationskolonner
foregdende opdeling i bestanddele af det i for-
kolonnen adsorberede materiale. I virkeligheden
optrader der ved den fglgende eluering forstyrrende
faktorer i form af blokeringer og sppgelseseffekter,
samtidig med at oplgsningen normalt er ddrlig. Til-
svarende faznomener, der navnlig optreader, ndr der krama-
tograferes stgrre volumener, er ogsd blevet pavist
af Schauwecker c.s.: J. Chrom. 136, (1977), 65.

Det er pa den anden side nu konstateret, at de
ovennavnte problemer ikke optrader, nadr der anvendes en
for-kolonne af trykresistent materiale til ved forhejet
tryk at forkoncentrere substanser, der skal kromatogra-
feres, hvilken forkolonne ved enderne har udstyr til
etablering af taztte forbindelser, dels opstrems til en
tilferselsledning for den vaske, der skal forkoncentre-
res, og dels nedstrems til separatorkolonnen, og som
yderligere indvendigt har en opstremsdel, som konverge-
rer mod tilferselsledningen for fordeling af den vaske,
der skal forkoncentreres, over legemets tvarsnit, og en
beholder indrettet til at indeholde et beremateriale,
der er egnet til forkoncentreringsformdl, hvilken behol-
der er begranset af to filtre, hvis periferi er tat for-
bundet i forkolonnen, det ene placeret vedopstremsenden af
beholderen - under forkolonnens konvergerende del - og
det andet placeret ved bunden af berematerialet svaren-
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de til nedstremsenden af beholderen, hvilken forkolonne
er sazregen ved, at beholderen har en sammensat geome-
trisk form, som bestdr af en ferste cylindrisk central
del og en anden del, som er et, med den ferste del koak-
sialt, omdrejningslegeme, som, startende med samme ba-
sisradium som den centrale del 1, indsnavres indvendigt
mod for-kolonnens nedstreomsende.

Det har ved anvendelse af en sadan for-kolonne
vist sig muligt at for-koncentrere spor af metaboloider
og lignende i veskesubstanser pa en sadan made, at der
ved den efterfeolgende udskillelse pd kromatograferings-
kolonnen ikke optrader forstvrrende spegelseseffekter og
darlig oplesning.

For-kolonnen ifglge opfindelsen ggr det muligt
at udfgre en for-koncentrering af forskellige
legemsvasker ,sdsom urin, lumbalvaske, spyt og blod-
plasma, men ogsda af organhomogenater og af affgring. Sam

resultat heraf er det muligt at detektere og be-
stemme spor af medikamenter og metaboloider i
disse vasker og afsondringer og endda at isolere dem.
For-kolonnen ifglge opfindelsen er dog ikke kun be-
stemt til farmaceutisk eller klinisk brug, idet den
ogsd kan anvendes pa alle andre omrader, hvor der
skal udfgres sporstofanalyser, eksempelvis til bade
kvantitativ og kvalitativ analyse af spildevand,
drikkevand, regnvand, grundvand og overfladevand samt
til detektering, bestemmelse og isolering af meta-
boloider, eksempelvis af pesticider i afgrgder,
i jorden, i grundvandet og i overfladevandet.

P& grundlag af teoretiske overvejelser er
Said (J. High Res. Chrom. Commun. Feb. 1979, side
63-67) kommet til den erkendelse, at der til en
kromatograferings-kolonne eller separator-kolonne
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bgr foretrzkkes en konisk form frem for en trinvis
opbygget (komposit) form. Denne teoretiske betragt-
ning, som i gvrigt vedrgrer et separationsproblem

og ikke et for-koncentrationsproblem, er dog ikke
underbygget af nogen praktiske eksempler. Paden
anden side kan dimensionerne af en kromatograferings-
kolonne ikke uden videre bruges til en for-koncentra-
tionskolonne, fordi disse dimensioner er fastlagt
bLa. af det form&l, til hvilket kolonnen er udfgrt.
Dette fremgdr ogsd af den af Said foresldede teore-
tisk foretrukne model af en separator-kolonne, som
over en lazngde paé 1 m har en konusdiametervariation
fra 3 til 1 cm. Sadanne dimensioner er ikke egnet
+il en for-kolonne. Faktisk mé indholdet af for-kolonnen
ikke vere for stort, hvis der skal opnds en effektiv
for-koncentrering. I ¢vrigt ville koncentrationen af
sporstofferne i eluenten under separeringen blive for
lav til at der kunne foretages en ngjagtig detekte-
ring og mdling. For-kolonnens lezngde er derfor for-
trinsvis ikke mere end ca. 10 cm, medens til- og
afgangsdbningerne skal vare s8 store, at der undgas
for store trykopbygninger i kolonnen. For-kolonnen
ifglge opfindelsen kan yderligere bruges til for-
koncentrering ved forhgjet tryk, eksempelvis kan

den anvendes ved tryk mellem 100 kPa og 10 MPa,
hvilket er normalt ved denne anvendelse. Said tager

i sine overvejelser ikke hgjde for siddanne tryk.

I lgbet af separationsprocessen, hvor for-kolonnen
altsd er forbundet til en separator-kolonne, kan
trykket i for-kolonnen stige helt op til ca. 40 MPa.
Man m& ved konstruktionen af en kolonne uden tvivl
tage hensyn til disse hgje tryk. Kolonnen skal der-
for ikke alene vare udformet, s& den er egnet til
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at for-koncentrere de substanser, der skal kromato-
graferes, uden at der i lgbet af elueringen optrader
de fgrnavnte faznomener, men den skal ogsd vere i stand
til at modstd tryk pé& op til 40 MPa.

For-kolonnen kan anvendes til enhver af de
ovenfor navnte kromatografiske separationsprocesser,
i hvilke en kolonne er ngdvendig, eksempelvis vaske-
vaske-kromatografi (LLC), vaske-faststof-kromato-
grafi (LSC), ionbytter-kromatografi, affinitets-
kromatografi og gelpermeations-kromatografi (GPC).

I en foretrukket udfgrelsesform har for-
kolonnen ifglge opfindelsen en.form, hvor beholder-
legemets indervag konvergerer konisk eller javnt
mod enderne. Det er en fordel; hvis forbindelsesud-
styret, opstrgms +il en tilfgrselsledning for den
vaske, der skal for-koncentreres, og nedstrgms til
en separator-kolonne, ligger diametralt modsat hin-
anden ved beholderlegemets to ender. Disse forbin-
delser kan vare skrue- eller bgjleforbindelser, der
kan modstd et tryk pd mindst 40 MPa. I yderligere
en foretrukket udfgrelsesform indsnavres beholderle-
gemets indervag kraftigere i opstrgmsretningen end
i nedstrgmsretningen. Som et resultat heraf nar
den tilfgrte vaeske hurtigt en vis maksimal diameter,
medens aftrapningen fra den maksimale kolonnedia-
meter til diameteren af nedstrgmsdbningen er mere
gradvis. Endnu en fordel ligger i, at diameteren af
beholderlegemets nedstrgmsabning omtrent svarer
til diameteren af en separator-kolonne, hvorved det
sd8kaldt laminare strgmningsmgnster forstyrres mindst
muligt, ndr for-kolonnen under den kromatografiske
separationsproces er forbundet til en separator-

kolonne.
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Kolonnen, som fortrinsvis er af rustfrit
stdl, kan vare fremstillet ud i ét, men kan ogsa
vere sammensat af to eller flere indbyrdes trykre-
sistent forbundne dele. En passende forbindelse kan
opnds pa flere mader. Man kan f.eks. forsyne de ydre
segmenter med eksterne flanger 09 spznde disse flan-
ger sammen ved hjalp af en spendering, et spznde-
band eller ved hjalp af bolte igennem disse flanger.
Hvis det gnskes, kan der ved hjazlp af pakninger af
et passende materiale opnds en god trykresistent
tztning. Set fra et produktionsteknisk synspunkt er
en for-kolonne af flere dele mere fordelagtig end
en kolonne, der er fremstillet ud i ét. Dette gzlder
2r der er tale om kolonner med stgrre di-

navnlig, n
Som allerede navnt mé for-kolonnen v&re

mensioner.
i stand til at modsta tryk pd mindst 40 MPa. Denne
styrke over for tryk opnés lettere ved at sammensat-
te kolonnen af flere dele.

For brug af for-kolonnen fyldes denne med
et egnet peremateriale eller adsorptionsmiddel.
Til HPLC-undersggelse af legemsvesker kan f.eks. an-
vendes forbehandlet silica-gel, sdsom silica-gel,
der er gjort vandskyende (hydrofobt) . Til andre
formal kan anvendes andre, i forbindelse med vaeske-
kromatograferingsteknikken almindeligt kendte ma-
terialer, sasom aluminiumoxid eller en ionbytter-
harpiks.Kolonnen kan pakkes med det tgrre bare-
materiale, men bareren kan alternativt optrade
i form af en opslamning i kolonnen. Oven pa bare-
materialet tilfgres der i kolonnens tilspidsende Op-
strgmsdel fortrinsvis et inaktivt fyldmateriale.
Hvis dexr som pzremateriale anvendes hydrofobt
silica-gel, kan der som inaktivt fyldmateriale an-
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vendes glasperler eller silica-gel. Ved brugen af
et inaktivt fyldmateriale opnas, at det i for-kolonnen
varende materiale, der skal kromatograferes, forde-
les mere ensartet over hele kolonnens tversnit.
En sddan fyldning anbefales ogsa af Jong c.s.
(F. Chrom. 148 (1978), side 127-141). Barematerialet
i kolonnen er fortrinsvis lukket inde mellem to
filtre, der f.eks. kan vere af sintret metal. Efter
den sadvanlige konditionering af for-kolonnen til-
fgres denne ved hjzlp af en slange med tilhgrende
sprgjte eller, hvis der er tale om stgrre volumener,
ved hjalp af en pumpe, en prgve af den vaske, der
skal undersgges. De adsorberede komponenter tilbage-
holdes pd bareren, medens vasken draner det ikke-
adsorberede materiale igennem kolonnen, og spildvasken
ledes bort fra kolonnen via en afgangsslange. o
For-kolonnen forbindes s& nedstrgms til en éeparéior-
kolonne eller en kromatograferings-kolonne, der ogséd
konditioneres p& normal mdde. Derefter elueres det
adsorberede materiale i separator-kolonnen ved hjalp
af et passende oplgsningmiddel eller en blanding af
flere oplgsningsmidler, hvorefter separator-kolonnen
elueres, fortrinsvis med det samme oplgsningsmiddel
eller med den samme blanding af oplgsningsmidler.
I stedet for en eluent med konstant sammensatning
anvendes ofte en blanding af oplgsningsmidler, hvis
sammensatning gradvis andres, en sdkaldt
gradient eluering. Ud over den kontinuerte gradient -
eluering kan ogsa anvendes en trinvis gradient
eluering. Det til kromatograferings-processen ngd-
vendige tryk opnds ved brug af en eller flere pum-
per. Vaskekromatograferingen omfatter herudover
det sedvanlige styreapparatur, en automatisk fraktions-
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kollektor o9 detektorer, der er egnet til at pavise
de bestanddele, der skal undersgges.

Brugen af et vaskekromatograferingssystem,
som ovenfor peskrevet medfgrer hyppige zndringer af
tilslutningerne. Fgrst skal for-kolonnen konditione-
res Og prapareres med den vaske, der skal kromato-
graferes. B&de den oplgsning, der er ngdvendig for
at konditionere kolonnen, ©9 spildvasken,fra hvilken
sporstofferne ved adsorption er blevet flyttet over
pd bareren, ckal ledes bort fra kolonnen. Det er
derfor i nedstr¢msenden ngdvendigt med en tilslut-
ningsmulighed til en afgangsslange. Til den egent-
lige separationsproces (eluering) ma for-kolonnen
dernast i nedstrgmsenden tilsluttes en separator-
kolonne. For at muligggre konditionering har separator-
kolonnen 0gsd mulighed for opstrgms at tilsluttes
en vesketilf¢rselsslange. pet er i flerxe tilfelde,
f.eks. ved gsamtidig kromatografering af flere vaske-
pr¢ver,ved gentagen for-koncentrering af kolonne-
eluater eller ved repetering af kromatograferings=
processen med sigte pé& at opn& en hgjere grad af
renhed, desuden i he¢j grad gnskeligt at man efter
behag kan tilslutte forskellige for-kolonner til
forskellige separator-kolonner.

Oopfindelsen vedrgrer derfor ogs& et forbin-
delsessystem, der pa& enkel mide ggr det muligt efter
gnske at tilslutte en eller flere for-kolonner til
en afgangsslange for spildvaske eller til en eller
flere separator—kolonner. Til det formdl udvikledes
til et vaskekromatograferingssystem et apparat, der
omfatter en eller flere for-kolonner, et element
£il sammenkobling af kolonnen eller kolonnerne 09

en vasketilf¢rselsledning £i11 en eller flere sepa~
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rator-kolonner 09 +il en afgangsslange for spild-

vaske samt, hvis det gnskes, til en eller flere separator-

kolonner. For-kolonnerne kan vere af den ovenfor be-
skrevne type.

I det tidligere na&nte U.S.A. patentskrift nr.
4 070 284 beskrives ogsad et apparat til et vaskekroma-
tograferingssystem, hvilket apparat har et antal
flervejs-ventiler for tilslutning af for-kolonnen til
separator—kolonnen. Disse flervejs-ventiler kan dog
ikke modstd tryk, der er hgjere end £8
Megapascal.

Ssom et sarlig aspekt af opfindelsen udvikledes
£il det ovennavnte apparat et férbindelseselement,
der kan modstd tryk pa mindst 20 MPa. Forbindelses-—
elementet ifglge opfindelsen omfatter to koncentri-
ske skiver, der i indbyrdes tat forbindelse kan dre-
jes 1 forhold til hinanden, jdet den ene af skiverne
har &bninger for hermetisk tat tilslutning af for-
kolonnen eller -kolonnerne, o9 en vasketilf¢rselsled-
ning, og den anden af skiverne har abninger for her-
metisk teat tilslutning af separator-kolonnen eller
~kolonnerne ©O9 afgangsledningen for spildvaske,
hvorhos &bningerne i de to skiver efter gnske kan
bringes til at sts i forbindelse med hinanden ved
rotation af den ene skive i forhold £il den anden.

Forbindelseselementets skiver, der for-
trinsvis er af rustfrit stdl, er indbyrdes
tat forbundne, eksempelvis ved hijzlp af teflon-
pakninger. ved at anvende pakninger, der har cirku-
lert tversnit, og som er monteret i rundtgédende
spor i skiverne, opnas, at skiverne kan drejes i
forhold til hinanden. Forbindelseselementet kan
modstd tryk pa op £il ca. 40 MPa. Tilslutningerne
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£il &bningerne i skiverne er ogsé fortrinsvis af

rustfrit stdl, og taztningerne kan, hvis det ¢nskes,

vere af teflon.

For til &bningerne i skiverne at kunne til-
slutte for-kolonnen eller -kolonnerne, separator-
kolonnen eller -kolonnerne, samt tilfgrsels- o9
afgangsslangerne er der forbindelsesudstyr, eksem-
pelvis i form af skrueforbindelser eller spande-
samlinger. Et andet passende forbindelseselement
en indsats med en central boring, hvilken

udggres af
passer tat sammen med en til en &bning i

indsats
en af skiverne forbundet kolonne eller nippel til

en tilfgrsels- eller afgangsslange, idet indsatsen
udvendig har en flange der ligger an mod en ansats,
der dannes af &bningen i skiven. Den centrale boring
i indsatsen star udadtil i forbindelse med en kolon-
ne eller en nippel, der eksempelvis kan vare svejst
p& eller ved hjelp af en skrueforbindelse vere for-
bundet med indsatsen o9 indefter i forbindelse med

en mindre boring 1 skiven. Diameteren af den centrale

boring i indsatsen svarer fortrinsvis stort set til
den indvendige diameter af kolonnen eller niplen.
ved at anvende kolonner, der har indsatser af samme
ydre diameter o9 form, opnds, at en vilkarlig kolonne
efter ¢gnske hurtigt kan forbindes med en tilhgrende
gbning i en af forbindelseselementets skiver. For

pé enkel mide at kunne dreje skiverne i forhold til
hinanden enten manuelt eller automatisk kan den ene
skive fastholdes, eksempelvis ved fastspanding af

et til skiven forbundet handtag til en holder, medens
den anden skive har hjzlpeudstyr til at udfgre den
gnskede rotation. Hvis denne sidste skive skal be-

tjenes manuelt, har den i yderkanten fortrinsvis
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et hindtag eller en forbindelsesmulighed til et séadant.
Skiverne kan ogs& vare udstyret med en laseanordning,
%eksempelvis en anslagsstift eller -plade, en anslags-
stift i en udfrazset rille eller en sparrepal eller
-bolt, der fikserer den position, i hvilken &bninger-
ne i skiverne stdr i forbindelse med hinanden.

I det fglgende vil foretrukne udfgrelsesfor-
mer for opfindelsen blive narmere beskrevet under
henvisning til tegningen, hvor

fig. 1, 2 og 3 viser langdesnit i for-kolonner
ifglge opfindelsen,

fig. 4, 5 og 6 henholdsvis et planbillede og
tvarsnit af et forbindelseselement til et vaske-
kromatograferingssystemn,

fig. 7- et delsnit i et apparat til et vaske-
kromatograferingssystem, hvilket apparat har et
forbindelseselement og for-kolonner ifglge opfindel-
sen,

fig. 8 det samme som fig. 7, denne gang dog
som planbillede, og

fig. 9-14 forskellige kromatogrammer.

Den i fig. 1 i lzngdesnit viste for-kolonne be-
star af et stykke og er af rustfrit stdl. Den cylindri-
ske, centrale del 1 konvergerer konisk mod de to
ender, idet delen 2 konvergerer sterkere i retnin-
gen mod opstrgmsenden 3, end delen 4 ggr i ret-
ning af nedstrgmsenden 5. Opstrgmsenden 3 har ind-
vendigt gevind, i hvilket en nippel med udvendigt
gevind kan skrues. Til denne nippel kan sluttes
en tilfgrselsslange til den vaske, der skal kromato-
graferes. Nedstrgmsenden har dels udvendigt gevind,
ved hjalp af hvilket for-kolonnen kan skrues ind i

et forbindelseselement, som f.eks. vist i fig. 6,
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dels en fremstdende,rundtgdende kant eller kam 6,
der danner et sazde for en pakning.

Fig. 2 og 3 viser tversnit i for-kolonner
ifglge opfindelsen, hvilke for-kolonner er sammensat
af to dele, nemlig beholderformede dele 70 og 54,
og dzksler 48 og 55. Dzkslet til den 1 fig. 2 viste
for-kolonne har en nippel 71, til hvilken der kan
forbindes en slange, hvorigennem vaske via en cen-
tral boring 72 kan nd kolonnens indre. Daekslet har
udvendigt gevind 73, ved hjelp af hvilket det kan
skrues ind i den beholderformede dels indre gevind
74 op mod en pakning 75, der passer i et sade
76 i den beholderformede del. Pakningen 75, i hvil-
ken der er monteret et filter af sintret metal 50,
er i figuren vist i stgrre skala. Den beholder-
formede del 70 har ved nedstrgmsenden en udvendig
rundtgéende kam 77, der danner et sade til en pakning,
samt gevind 78, hvormed kolonnen kan skrues ind i et
forbindelseselement, eksempelvis som vist i fig. 7
og 8.

Ved hjzlp af recesser 79 og 79a i dzkslet
og indvendigt gevindskirne bundhuller 80 og 80a i
beholderdelen kan den i fig. 3 viste todelte kolonnes
dele skrues sammen ved hjalp af bolte. Pakninger 81
og 82 passer ind i rundtgdende riller 83 og 84, der
er udsparet henholdsvis i dakslet og i beholderdelen,
medens et eller flere filtre i en filterholder 85
holdes p& plads mellem pakningerne. Dakslet har en
rundtg8ende kam 86, der stgder op til beholderdelens
yderkant. Dezkslet 55 har et indvendigt gevindskéaret
tilslutningshul 60 til en nippel for forbindelse
til en tilfgrselsslange. Indvendigt spidser kolonnen
konisk til mod de to ender, mod opstrgmsenden under
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en vinkel pa 75° og mod nedstrgmsenden under en vin-
kel pa 27°. Endelig har beholderdelen ved nedstrgms-
enden ogsd en udvendig rundtgdende kam 87 og ge-
vind 88.

Til et apparat til brug i et vaskekromatogra-
feringssystem vises i fig. 4 et planbillede af et
forbindelseselement, til hvilket der ved 96 kan
forbindes en for-kolonne. Fig. 5 og 6, der er tvar-
snitsbilleder af deti fig. 4 viste apparat hhv.
langs linien V-V og VI-VI, viser tydeligt, at for-
bindelseselementet omfatter to koncentriske skiver
7 og 8 af rustfrist stdl, idet skiven 7 kan rotere
om en lejetap 9. Skiverne holdessammen oven pa hin-
den af den falles tap 9, der er udformet som en
bolt og skruet igennem skiven 7. Cirkulare
teflonpakninger (eksempelvis 10 og 1l1l) med stort
set cirkulert tvarsnit ligger mellem de to skiver
i spor i den ene af skiverne. De cirku~
lare pakninger ligger rundt om boringerne (se det
fglgende) i skiverne. Tilslutningsébningen 96 til
for-kolonnen har indvendigt gevind, s& at kolonnen kan
skrues ind i den,op mod en tatningspakning 12 af
forstazrket teflon. P& den anden side af pakningen ind-
snavres &bningen 96 +til en boring med mindre diame-
ter, medens der mellem tilslutningsdbningen og borin-
gen er et skiveformet filter af sintret metal 90.

I yderkanten af den samme skive, som har tilslutnings-
dbningen til for-kolonnen, er der et handtag 13. Den
samme skive omfatter yderligere en nippel 14 for
tilslutning til en tilfgrselsslange til konditio-
neringsvaske. En konditioneringsvaske anvendes til

at konditionere separator-kolonnen eller -kolonnerne
forud for kromatograferingsprocessen. P& den anden
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af forbindelseselementets skiver er ved hjzlp af

to bolte fastgjort et h&ndtag 15, hvis vak fra
skiven vendende ende 16 kan fikseres i en holder.
I et szde 17 i den samme skive er der en indsats
18 med en central boring for tilslutning til en se-
parator-kolonne. Denne sidste skive omfatter ogsa

en nippel 19 for tilslutning +il en afgangsslange

til spildveske, samt en hjzlpeplade og tappe 20 og 21,
der bevirker, at den vinkeldrejning af skiverne i
forhold til hinanden, som bringer &bningerne i ski-
verne i forbindelse med hinanden, lettere kan be-
stemmes .

Det i fig. 7 og 8 viste apparat til brug i
et vaeskekromatograferingssystem omfatter et forbin-
delseselement 22, der bestar af to koncentriske
skiver af rustfrit stédl, der kan dreje om en aksel
23 med lejer i begge ender, idet skiverne er udfegrt
med forsankede abninger. Der anvendes de samme teflon-
pakninger som tidligere beskrevet i forbindelse med den
i fig. 4-6 viste udfgrelsesform. Den gvre skive 24
er ved hjalp af bolte 25 forbundet til en flange 26
pd den centrale aksel 23. Den gvre skive kan rotere
i forhold til den nedre skive, idet akslen ogsa rote-
rer. Den gvre skive har seks med gevind forsynede
3bninger, i hvilke der enten kan skrues for-kolonner
(ved 29, 30 og 31) eller, ved 32, indsatse 33.
med centrale boringer o9 omfattende nipler, eller
£il hvilke nipler kan forbindes. Alle &bninger fort-
sztter indefter i form af boringer med mindre dia~
metre. I den nederste skive er der &bninger 34, som
danner sader for indsatse 35, der har centrale
boringer, og hvortil indsatse nipler eller separa-
torkolonner er forbundet eller kan forbindes. Sader-
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ne i skiverne er af den samme form som dem, der
blev beskrevet under henvisning til fig. 4-5. Den
gvre skive kan roteres i forhold til den nedre skive
ved hjalp af et ha&ndtag 36. Den nedre skive 28

har yderligere liseudstyr til den gvre skive 24,
hvilket l8seudstyr omfatter en fjederarm 37 med

en pal 61, der g&r i indgreb med udsparede adbninger
i den ¢gvre skives yderkant. Dermed kan den gvre
skive fikseres i en given position i forhold til

den nedre skive. Fikseringen kan fjernes ved med

en knop 38 at fgre palen mod fjedervirkningen og
dermed ud af et hul i den gvre skives yderkant.

Den nedre skive er ved sin yderkant fast-
skruet i en holder 39, der omfatter to diametralt
modsat placerede stavformede elementer 40, der for-~
lgber parallelt med den centrale aksel 23.

I en vis afstand over forbindelseselementet
22 er to cirkulzre, rustfri stdlplader 41 og 42
forbundet til den centrale aksel 23, idet den ¢gver-
ste plade 41 er forbundet til holderens stavfor-
mede elementer 40 ved hjzlp af forbindelsesstanger
eller eger 43. Pladerne er spandt tat sammen oven
pd hinanden, idet der mellem pladerne er cirkulare
teflonpakninger, ligesom det var tilfazldet mellem
forbindelseselementets skiver. Den nedre plade 42
er stift fastgjort til lejeakslen 23 ved hjelp
af bolte 44 og roterer siledes sammen med forbin-
delseselementet 23's ¢vre skive 24. Begge plader-
ne 41 og 42 har nipler 27 og 27a, som
er forbundet til boringer i pladerne. Niplerne i
den nedre plade 42 kan ved hjzlp af slanger slut-
tes til niplerne eller for-kolonnerne i forbindelses-
elementet 22's ¢vre skive 24, og niplerne i den
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gvre plade 41 kan sluttes til beholdere med for-
skellige vasker, eksempelvis konditioneringsveaske,
vaske, der skal kromatograferes og forskellige elue-
ringsvaesker. Det i fig. 7 og 8 viste apparat er meget
velegnet til brug ved en automatisk kromatograferings-
proces, fordi der mellem konditionering, fyldning

af for-kolonnen eller -kolonnerne med sporstoffer,
der skal adskilles, og forskellige elueringer, ikke
skal aftages nogen tilfgrselsslanger. En hvilken

som helst gnsket vaske kan ved p&d enkel made at
rotere den gvre forbindelsesskive tilfgres en af
for-kolonnerne eller separator-kolonnerne.

Deti fig. 7 og 8 viste apparat har tre rust-
fri st&1 for-kolonner ifglge opfindelsen, hvilke for-
kolonner er skruet i forbindelseselementet 22's
gvre skive 24. Den i denne skives hul 29 skruede
kolonne 45 er af den i fig. 2 viste art. De i ski-
ven 24's huller 30 og 31 skruede kolonner 46
og 47 er af den i fig. 3 viste art. Kolonnen 45
omfatter et daksel 48, der har en skrueforbindelse
og tilslutningsnippel. Bzrematerialet er i kolonnen
lukket inde mellem to filtre 50 og 51 af sintret
metal. I kolonnens mod opstrgmsenden vendende koniske
del er der oven p& filtret et inaktivt fyldstof 52.
Kolonnen er ved hjalp af en teflonpakning 53
sluttet tet til den i den ¢vre forbindelsesskive
24's &bning 29 udgdende boring 62. Kolonnen 46
bestdr af to dele 54 og 55, der er indbyrdes for-
bundet ved hjzlp af bolte 56. Som i kolonnen 45
er der i kolonnen 46 filtre af sintret metal
57 og 58, medens tatningen mod den ¢gvre forbindel-
sesskive 24 udggres af en teflonpakning 59.
Kolonnen stdr ved sin nedstrgmsende i forbindelse
med en &bning 63 i skiven 24.
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Der kan selvfplgelig optrade forskellige mo-
difikationer af de ovenfor beskrevne apparater.
Eksempelvis kan bdde antallet af huller i forbin-
delseselementets skiver og i de cirkulere plader
varieres efter ¢nske og tilpasses forskellige til-
slutninger, eksempelvis indsatse eller skruefor-
bindelser. Der vil inden for opfindelsens rammer
kunne findes mange andre for fagmanden narliggende
udfgrelsesformer.

Ved brug af en for-kolonne ifglge opfindel-
sen fyldes mellemrummet mellem kolonnens to filtre
af sintret metal fgrst med baremateriale, der f.eks.
kan vareen hydrofob silica-gel, eksempelvis
CORASIL, NUCLEOSIL, ZORBAX eller LICHROPREP. I
kolonnens mod opstrgmsenden vendende koniske del
tilfgres oven pd filteret et inaktivt fyldstof, i
dette tilfazlde glasperler. For-kolonnen forbindes
til det i fig. 5 og 6 eller i fig. 7 og 8 viste for-
bindelseselement. I det i fig. 7 og 8 viste apparat
anvendes flere for-kolonner ifglge opfindelsen. Ap~-
paratet omfatter yderligere en eller flere separator-

kolonner, der fortrinsvis er fyldt med den samme type
baremateriale. Til konditionering af for-kolonnerne

og separator-kolonnerne skylles konditioneringsvaske
gennem kolonnerne og opsamles i en spildbeholder.
Dernast fyldes for-kolonnenmed det materiale, der

skal kromatograferes, eksempelvis en urinprgve,

idet dette materiale bringes til at strgmme gennem

den til en afgangsslange forbundne for-kolonne. Efter
denne fyldning forbindes for-kolonnen til en separator-
kolonne, hvorefter kolonnen elueres. Denne eluering
foretages fortrinsvis som en sdkaldt gradient

eluering, hvilket betyder, at elueringsmidlets sam-
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mensatning varieres i lgbet af elueringsprocessen.
Elueringshastigheden, dvs. hastigheden hvormed elue-
ringsmidlet pumpes gennem kolonnerne, afhanger dels
af stg¢rrelsen af for-kolonnen eller -kolonnerne og
separator-kolonnen eller -kolonnerne, dels af det
materiale der skal kromatograferes, barematerialet
og elueringsvasken. Elueringen udfgres fortrinsvis
ved stuetemperatur.Il lgbet af elueringen kan trykket
i kolonnerne og forbindelseselementet stige til

20 eller 30 MPa, og endda helt op til 40 MPa. Detek-
teringen af sporstofferne kan foretages pd forskel-
lige méder, eksempelvis med spektroskopiske metoder,
s8som UV-spektroskopi. I de fleste tilfalde vil
eluatet dog indeholde for mange kromofore urenheder
til, at der med held kan anvendes en UV—méiing.
Derfor anvendes fortrinsvis en radioaktivitetsméling.
I s& tilfzlde bliver ved undersggelse af metaboloi-
der den kemiske blanding, der skai undersgges, nor-
malt et medikament, mzrket radioaktivt, eksempelvis
med radioaktivt carbon eller hydrogen: '*C eller °H.
Ved at mile den udsendte radioaktivitet kan bade den

kemiske forbindelse selv og mulige metaboloider heraf,
der indeholder den merkede del, detekteres. Den-

ne detektion kan enten udfgres on-line i eluat-
strgmmen eller off-line, dvs. i de opsamlede eluat-
portioner. Den fgrste metode er hurtigere, medens
off-line detekteringsmetoden normalt giver mere

precise resultater.
For i urin at kunne detektere isoxsuprin

og metaboloider heraf blev 200 ml urin underkastet
den ovenfor beskrevne kromatograferingsproces. Isox-
suprin eller p—hydroxy—a-[1—{Urmethyl—z-phenoxyethyl)
amino}ethyi]benzylalkohol er en substans med vaso-
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dilaterende virkning. I den prgve, der skulle kroma-
tograferes, optrddte spor af medikamentet og metabo-
loiderne heraf i en total mzngde pa f£& mikro-

gram.

Til for-koncentreringen anvendtes en rustfri
stdl-kolonne ifglge opfindelsen af den i fig. 3 vi-
ste type med en kapacitet p&d 27 ml. Som fyldstof
i for-kolonnen anvendtes NUCLEOSIL 30 C 8, der er
en hydrofob .silica-gel. Separator-kolonnen havde
en indvendig diameter pd 9 mm, en langde pa 50 cm
og var fyldt med ZORBAX 7 C 8, der ogsd er en hydro-

fob silica-gel. Isoxsuprinen merkedes med *H. Gra-

dientelueringen udfgrtes med en blanding af vand og methanol,
hvor methanol-indholdet steg fra 0 til 100%. Eluerings-

hastigheden var ca. 5 ml/min. Sporkomponenterne
detekteredes off-line, hvorved det i fig. 9 viste
kromatogram fremkom. I dette krgmatogram er den
milte radioaktivitet RA i tallinger pr. min. afsat
mod tiden i minutter. I kromatogrammet er den med
J markerede top isoxsuprin, og de andre toppe re-

prasenterer metaboloider af isoxsuprin.

Til sammenligning blev det ovenfor beskrev-
ne eksperiment gentaget med en ret for-kolonne af
den til dette formil normale type,i stedet for med
en for-kolonne ifglge opfindelsen. Den rette for-
kolonne havde den samme indvendige diameter pa 9 mm
og en lengde pd 15 cm. Det var i praksis ikke
muligt at anvende en langere kolonne, fordi den
trykopbygning, der fandt sted i kolonnen i lgbet
af fyldningen, blev for stor. Eksperimentet ud-
fgrtes endvidere med det samme apparat, den samme
materialetype og under de samme reaktionsforhold
som beskrevet ovenfor i forbindelse med for-kolonnen
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ifglge opfindelsen. Det resulterende kromatogram er
vist i fig. 10. I kromatogrammet ses tydeligt, at
der ved de med GE markede steder forekommer sa-
kaldte spogelseseffekter.

5 For-kolonnen ifglge opfindelsen blev ogsa
anvendt til at lgse forskellige andre separations-
problemer, som det fremgdr af de i fig. 11, 12, 13
og 14 viste kromatogrammer. Der anvendtes enten et
enkelt forbindelseselement, som vist i fig. 4-6,

10 eller det i fig. 7 og 8 viste apparat med seks
tilslutninger.

Kromatogrammerne i fig. 11 og 12 er frem-
kommet ved sgjlekromatografering af prgver, der inde-
holder [2-{4-(3-trifluormethylphenyl)-1-

15 piperazinyl}ethyi]—urinstof, der er en forbindelse
med antiagressiv virkning, samt metaboloider heraf.

Til opndelse af det i fig. 11 viste kroma-
togram er anvendt en rustfri stdlfor-kolonne som vist
i fig. 2; kapacitet 1,5 ml; fyldstof NUCLEOSIL 30 C 8.

20 Separator-kolonne: Rustfrit sté&l; langde 500 mm;
indvendig diameter 9 mm; fyldstof NUCLEOSIT 7 C 8.
Prgvemateriale: 22 ml blodplasma fra en hund. Elue-
ring: Gradienteluering med en blanding af vand og
methanol med et methanolindhold stigende fra 0 til

25 100%. Blandingen merkedes med l*C. Detektering:
off-line; radioaktiviteten RA méltes i tallinger
pr. minut. Toppen ved T stammer fra den aktive

forbindelse og de andre fra metaboloiderne.
Til kromatogrammet i fig. 12 anvendtes en rust-

39 fri stdl-forkolonne som vist i fig. 3; kapacitet 27 ml;

fyldstof NUCLEOSIL 7 C 8. Separator-kolonne:
Rustfrit st&l; lzngde 500 mm; indvendig diameter
9 mm; fyldstof NUCLROSIL 7 C 8. Prgvemateriale:
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620 ml urin fra en hund. Eluering: Gradienteluering
med en blanding af vand og methanol med et methanol-
indhold stigende fra 0 til 100%. Blandingen markedes
med '*C. Detektering: on-line. Toppen ved T stammer
fra den aktive fofbindelse, og de andre stammer fra
metaboloiderne. Elueringsmidlets gradientprofil i

¢ methanol er betegnet med GP.

Trykket i systemet er betegnet med p. Dette tryk
ndr en maksimal vardi pd omkring 5.400 psi, dvs. ca.
35 MPa.

Fig. 13 viser et kromatogram, der er opnéet
ved kromatografering af en urinprgve, hvortil der
er tilsat 0,5 ppb af stoffet DES. DES eller diethyl-
stilbestrol er en substans med ¢gstrogenvirkning.

Der anvendtes en rustfri stal-for-kolonne ifglge
opfindelsen og med en kapacitet pa 13 ml; fyldstof
LICHROPREP RP2, en hydrofob silica-gel. Separator-
kolonne: Rustfrit stdl; langde 250 mm; indvendig
diameter 9 mm; fyldstof NUCLEOSIL 7 C 8. Urinprgvens
stgrrelse: 50 ml. Eluering: Gradienteluering med
vand-methanol med et methanolindhold stigende fra

0 til 100%. DES merkedes med *H. Detektering: Off-
line. Toppen ved D stammer fra DES.

Kromatogrammet i fig. 14 er opnaet ved sgjle-
kromatografering af en urinprgve fra en rotte,
hvilken prgve indeholder spor af
N-(2,6-difluorbenzoyl)-N'-(4-trifluormethylphenyl) -
urinstof og metaboloider heraf. Denne urinstoffor-
bindelse kan anvendes som insektmiddel til land-
brug, havebrug og forstvasen. Der anvendtes en rust-
fri stdl-for~kolonne som vist i fig. 3 med en kapa-
citet p& 27 ml; fyldstof NUCLEOSIL 30 C 8. Separator-
kolonne: Rustfrit stdl; lzngde 500 mm; indvendig
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diameter 9mm; fyldstof 7ORBAX 7 C 8.Urinprgvens stgr-
relse: 121 ml. Eluering: Gradienteluering med en
blanding af vand og methanol med et methanolindhold
stigende fra 0 til 100%. Blandingen markedes med

14c . petektering: On-line. Toppen ved P stammer fra
den aktive forbindelse, og de andre toppe stammer

fra metaboloiderne. Elueringsmidlets gradientprofil

i % methanol er betegnet med GP.

PATENTZXKRAV

1. For-kolonne af trykresistent materiale til ved
forhojet tryk at forkoncentrere substanser, der skal
kromatograferes, hvilken forkolonne ved enderne har ud-
styr til etablering af tmtte forbindelser, dels opstroms
(3) til en tilferselsledning for den vaske, der skal for-
koncentreres, og dels nedstrems (5) til separatorkolon-
nen, og som yderligere indvendigt har en opstremsdel
(2), som konvergerer mod tilforselsledningen for forde-
ling af den vaske,;der ckal for-koncentreres, over lege-
mets tvarsnit, og en beholder (1, 4) indrettet til at
indeholde et baremateriale, der er egnet til for-koncen-
treringsformdl, hvilken beholder er begranset af to
filtre, hvis periferi er tat forbundet i forkolonnen,
det ene (ved 50, 85) placeret ved opstremsenden af be-
holderen - under for-kolonnens konvergerende del - 09 .
det andet (ved 77, 87) placeret ved bunden af bzremate-
rialet svarende til nedstreomsenden af beholderen, k e n-
detegnet ved,

at beholderen (1, 4) har en sammensat geometrisk
form, som bestdr af en ferste cylindrisk central del
(1) og en anden del (4), som er et, med den ferste del
koaksialt, omdrejningslegeme, som, startende med samme
basisradius som delen (1), indsnavres indvendigt mod

forkolonnens nedstremsende (5).



10

15

20

25

DK 163801 B

24

2. Kolonne ifelge krav 1, k e n detegnet
ved, at den anden del af beholderen (4) konvergerer ko-
nisk eller krummer progressivt mod nedstremsenden.

3. Kolonne ifelge ethvert af de foregdende krav,
kendetegnet ved, at den pestar af to eller
flere trykresistent forbundne dele (70-48, 54-55).

4. Kolonne ifelge ethvert af de foregdende krav,
kendetegnet ved, at den er trykresistent til
et tryk pd ca. 40 MPa.

5. Apparat til et veskekromatografisystem omfat-
tende (a) en eller flere forkolonner, (b) et element til
at forbinde for-kolonnen eller -kolonnerne og en vaske-
tilferselsledning med en eller flere separatorkolonner
og med en afgangsledning for spildvaske, 09 (c) even-
tuelt en eller flere separatorkolonner, kendetegdg-
net ved, at apparatet omfatter en eller flere for-
kolonner ifelge et af de foregaende krav.

6. Apparat ifelge krav 5, kendeteg-
net ved, at forbindelseselementet omfatter to koncen-=
triske skiver (24, 28), der i indbyrdes tet forbindelse
kan drejes i forhold +i1 hinanden, idet den ene af ski-
verne (24) har &bninger (29-32) for hermetisk tet til-
slutning af forkolonnen eller -kolonnerne til en vaske-
+ilforselsledning og den anden af skiverne (28) har ab-
ninger (34) for tilslutning af separatorkolonnen eller
-kolonnerne 09 afgangsledningen for spildvaske, hvoshos
4bningerne i de to skiver efter onske kan bringes til
at std i forbindelse med hinanden ved rotation af den

ene skive i forhold til den anden.
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