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\& (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Elemente zur Trennung von Substanzen durch Verteilung zwischen einer statio-
") niren und einer mobilen Phase, welche Trennelemente eine beliebige stationédre Phase und ein Trigerelement umfassen, wobei die
W) Trennelemente Teil eines Sets sind, wobei das Set wenigstens zwei Trennelemente T, (i > 2), die unterschiedliche stationdrere Phasen

S1 (i 2. 2) umfassen, aufweist und das Set von jeder Art von Trennelement T, mit einer bestimmten stationdren Phase Si wenigstens
~ drei Stiick umfasst, und die Trennelemente dazu vorgesehen sind, miteinander zu einer Trennvorrichtung gekoppelt oder auf sonstige
\O Weise verbunden zu werden. Die Brfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung einer optimierten Vorrichtung zur Trennung
von Substanzgemischen.
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Elemente zur Trennung von Substanzen durch Verteilung
zwischen einer stationdren und einer mobilen Phase und
Verfahren zur Herstellung einer Trennvorrichtung

- Die vorliegende Erfindung betrifft Elemente zur Trennung von Substan-

" zen durch Verteilung zwischen einer stationdren und einer mobilen Pha-
se, insbesondere fir die Chromatographie, sowie ein Verfahren zur Her-
stellung der die stationdre Phase umfassenden Trennvorrichtung, insbe-
sondere einer chromatographischen Saule.

Chromatographie ist ein physikalisch-chemisches Trennverfahren, bei
dem die zu trennenden Substanzen zwischen zwei Phasen verteilt wer-
den, von dehen eine, die stationdre Phase, festliegt, wihrend die ande-
re, mobile Phase sich in eine bestimmte Richtung bewegt.

Die stationdre Phase ist eine der beiden Phasen, aus denen das chroma-
tographische System besteht. Als stationdre Phase kann eine feste Phase

BESTATIGUNGSKOPIE
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(Sorbens), eine fllissige Phase (Trennflussigkeit) oder ein Gel eihgesetzt
werden. Im Falle der flissigen Phase ist diese auf einem Festkorper
(Trager) aufgezogen, der auch am Trennprozess mitbeteiligt sein kann.
Bei einer gebundenen Phase ist die trennwirksame Schicht chemisch an

einen Trager oder an die Innenseite einer Kapillare gebunden.

Die stationaren Phasen im Rahmen der vorliegenden Erfindung schiiefen
auch die quasistationaren Phasen bei der Liquid-Liquid-Chromatographie

mit ein.

Um bei einer chromatographischen Trennung die Trennsdule gegen Ver--
unreinigungen zu schitzen, wird der Trennséule teilweise eine Vorséule
vorgeschaltet. Die Vorséaule ist im Allgemeinen mit derselben stationaren
Phase wie die Trennsaule gefiillt, oder es wird ein Material mit einer ge-

ringeren Retention verwendet.

Bei der isokratischen Analyse bleibt die Zusammensetzung der mobilen

Phase wihrend des gesamten Elutionsvorgangs konstant.

Im Gegensatz dazu wird bei der Gradientenelution die Zusammenset-
zung der mobilen Phase kontinuierlich oder auch stufenweise (Stufen-

gradient) geéndert.

In der Praxis werden Substanzen unterschiedlicher Polaritdten chroma-
tographisch lber einen weiten Polaritdtsbereich haufig mittels. Gradien-
tenelution getrennt, da hierdurch eine selektive Trennung erreicht wer-
den kann. Hierbei wird zu einer anfanglich zumeist unpolaren mobilen
Phase kontinuierlich oder stufenférmig eine polarere mobile Phase zu-
gemischt (NormaIphasenchromatographie) oder einer polareren mobilen
Phase wird eine weniger polare zugemischt (Umkehrphasenchroma-
tographie oder Reversed Phase Chromatographie).

Zur Bildung der mobilen Phase mittels Gradient sind Chromatographen
fur die Gradientenelution mit wenigstens zwei Pumpen fir die verschie-
denen Lésemittel oder zumindest ein Niederdruckmischer sowie Software
zur Kontrolle notwendig. Die Robustheit der Gradienttrennung ist immer

schlechter als die bei isokratischen Trennungen.
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Ein weiterer Nachteil der Gradientenelution besteht darin, dass nach ei-
ner Elution mit z.B. einem zunehmend polareren Lésemittelgemisch das
chromatographische System in Bezug auf die bei der nachsten Elution
anfanglich unpolare mobile Phase wieder in das thermodynamische Aus-
gangsgleichgewicht gebracht werden muss, und zwar durch umfangrei-
ches Sputlen mit der in diesem Beispiel unpolaren Phase, bevor die S&ule
flr die ndchste Gradientenelution verwendet werden kann. Das Riickspi-
len erfolgt im Aligemeinen mit dem Flnfzehn- bis Zwanzigfachen des
Sdulenvolumens und flhrt zu einer Verldngerung der gesamten Zyklus-
zeit und einem erheblichen Verbrauch von Ldsemitteln.

Der Trennung gerade einer groBen Anzahl von zu Uberprufender und zu
trennender Proben durch Gradientenelution, beispielsweise bei der Quali~
tatskontrolle, steht somit nachteilig die verfangerte gesamte Zykluszeit

. gegenlber, wobei gerade fiir Routineuntersuchungen einer Vielzahi von
Proben die Zeit pro Analyse bei guter Trennung aus wirtschaftlichen
Grinden selbstverstandlich so gering wie moglich sein solite.

Ein weiterer Nachteil der Gradientenelution besteht darin, dass die sich
hierbei &ndernde Zusammensetzung der mobilen Phase den Einsatz be-
stimmter Detektionsprinzipien nicht zuldsst. So scheidet z.B. der Einsatz
von Detektoren, die auf der Messung des Brechungsindexes beruhen, bei
einer sich dndernden Zusammensetzung der mobilen Phase prinzipiell

aus.

Selbst die meisten benutzten UV/VIS Detektoren werden in der Gradie-
nenelution durch eine Vielzahl von zugemischten Lésemitteln und Additi-
ven wie z.B. Methanol, THF, TFA, Ameisensdure, Essigsaure etc., die im
unteren UV-Bereich < 230 nm selbst stark absorbieren, in ihrem
Einsatzbereich erheblich eingeschrankt.

Auch bei den in jingster Zeit als universelle Detektoren eingesetzten
Massenspektrometern treten bei der Gradientenelution Sekundéreffekte
wie z.B. Probleme der Ionisierung in unterschiedlicher chemischer Um-

gebung auf, wodurch die quantitative Analyse erheblich erschwert wird.

Nicht zuletzt stehen der Trennung der Substanzen mittels Gradientenelu-
‘tion auch &kologische Nachteile gegentber: die nach einer Elution als
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Gemisch anfallende mobile Phase ist nicht oder nur schwer wiederzuver-
werten, so dass das Losemittelgemisch kostenpflichtig entsorgt werden
muss und zudem noch Kosten fiir die Bereitstellung der (neuen) Lése-
mittel fur die Bildung des Gradienten anfallen. Ferner miissen bei der
Gradientelution wesentlich teurere und reinere Lésemittel verwendet

werden als im isokratischen Fall.

Darliber hinaus fallen nicht unerhebliche Lésemitteimengen durch das
Rickspilen der Trenns&ule an, die nicht wieder verwertbar sind.

Wenn der Anwender in der Praxis auch im Rahmen von Vorversuchen
zunachst aus Saulen mit verschiedenen stationdren Phasen die Sdule mit
der am besten geeigneten stationdren Phase entwickelt (soiche S&ulen
werden als Versuchssdulen angeboten), erfolgt die Optimierung der
Trennmethode in der Praxis letztendlich durch Optimierung der mobilen
Phase, namlich durch die Auswahl der Art der Lésemittel, des pH-Werts
der mobilen Phase, durch weitere Zusatze etc., die dann zu der verbes-

serten Trennung fGhren.

Einfacher ist es jedoch, bestimmte Selektivitaten tber die geschickte
Auswahl der richtigen stationaren Phase zu erreichen. Haufig tritt hierbei
jedoch die Situation auf, dass - sobald eine Trennung zwischen einem
bestimmten kritischen Peakpaar gelingt - an einer anderen Stelle des

Chromatogramms ein anderes Peakpaar zu einem Peak zusammenfallt.

Um dies zu verhindern wurde vorgeschlagen, als stationdre Phase ein
Gemisch geeignéter stationdrer Phasen (Mischbett) einzusetzen, wo-
durch flr ein spezifisches Trennproblem bei isokratischer Analyse hdufig
eine selektive Trennung erreicht werden kann. '

Von G.J. Epperfund P. Heitmann wurde in LC.GC Europe, S. 2, Oktober
2003 eine Optimierung von Mischbettséulen vorgeschlagen, die darauf
beruht, zundchst anhand von drei oder vier Testsdulen unterschiedlicher
Selektivitdt die Retentionszeiten eines zu untersuchenden Substanzge-
mischs zu bestimmen und anschlieBend dann eine fiir das spezifische

Trennproblem geeignete Mischbettsdule zu berechnen.
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Nachteilig bei diesen stationdaren Phasen als Mischbett ist jedoch, dass
der Hersteller der Saulen bei jedem neuen Trennproblem mit dem Pa-
cken einer entsprechenden Mischbett-Sdule beauftragt werden muss.
Kurzfristig hat der Anwender somit keine Mdéglichkeit, mit der gewlinsch-
ten Selektivitdt eine isokratische Analyse vorzunehmen. Ein Packen der
Saule durch den Anwender ist nicht mdglich, da die hierflr erforderlichen
Gerite beim Anwender nicht vorhanden sind und das diesbeziigliche
Know-how fehlt. Ferner ist es auch relativ schwierig, ein Mischbett re-
produzierbar gut in eine Trennsaule zu packen.

Aus der multidimensionalen Chromatographie ist bekannt, von einer
Hauptsdule abzweigende, zeitabhdngig ankoppelbare Saulen vorzuse-
hen, wobei einzelne Fraktionen von der Haupts&ule an einem bestimm-
ten Zeitpunkt tUber die dann temporar angekoppelte Saule ,abgezweigt"
werden. Letztendlich erfoigt die Trennung des Gemisches bei der multi-
dimensionalen Chromatographie nur zu einem gewissen Anteil an der
stationdren Phase der Trennvorrichtung, und die wesentliche Trennung
wird durch Schalten in eine zuséatzliche Trennvorrichtung mit einer zu-

satzlichen Eluentenférderung erreicht.

Wenn mit der multidimensionalen Chromatographie auch gute Trennun-
gen erzielt werden kdnnen, so ist diese doch sehr aufwandig, stdranfallig
und flir Routinemessungen nur unter sehr groBem Kostenaufwand ge-

eignet.

Zur Lésung spezieller Trennprobleme wie der Trennung eines 20 Kompo-
nenten umfassenden Aminoséuren-Gemischs wurde von J. L. Glajcﬁ et
al. in ,Journal of Chromatography", 318 (1985), Seite 23 vorgeschlagen,
die Selektivitat dadurch zu verbessern, dass neben vier mobilen Phasen
auch stationdre Phasen kombiniert werden. Jedoch erfolgte dieser Ansatz
aus rein empirischen Versuchen heraus und ist daher nicht gezielt be-

rechnet.

Zur Optimierung der mobilen Phase bei der Flissigkeitschromatographie
wurde von Sz. Nyiredy, B. Meier, C. A. J. Erdelmeier, O. Sticher in ,High
Resolution Chromatogr. & Chromatogr. Communications" 8, (1985) das
sogenannte ,Prisma“-Modell vorgeschiagen. Hierbei wird die Lésemittel-
starke vertikal und die zweidimensionale Darstellung der Anteile der
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Komponenten, die hauptsédchlich die Selektivitdt beeinflussen, in einer

horizontalen Ebene aufgetragen.

Spater wurde in der Saulenfliissigkeitschromatographie aus finfzehn
einzelnen Messung das gesamte Optimum der mobilen Phase und aus
zwoIf einzelnen Messungen das lokale Optimum der mobilen Phase vor-
ausgesagt (Sz. Nyiredy, W. Wosniok, H. Thiele, O. Sticher ,Fluid Chro-
matogr.® 14, 3077 (1991)).

Ebenfalls wurde dieses Modell auch auf die Optimiérung der Extrakti-
onsmittel in der fllssig-flissig-Extraktion angewandt, wobei hier opti-
mierte Extraktionsmittel aus zwlf Messwerten ermittelt werden konnten
(Sz. Nyiredy ,Chromatographia™ 51, 288 (2000)).

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Vorrichtung
und ein Verfahren anzugeben, mit der ein chromatographisches Trenn-
problem bei optimaler Selektivitdt und Detektierbarkeit schnell, effizient

und umweltfreundlich geldst werden kann.
Diese Aufgabe wird durch die Merkmale des Anspruchs 1 und 15 gel6st.

. ErfindungsgemaB wird ein Set von verschiedenen Trennelementen be-
reitgestellt, aus denen eine Trennvorrichtung mit unterschiedlichen sta-
tiondren Phasen aufbaubar ist, wobei der Aufbau durch Kopplung oder
Verbindung von verschiedenen Trennelementen miteinander erfolgt.

Ein solches erfindungsgemaBes Set umfasst Trennelemente unterschied-
licher stationdrer Phasen S; (i > 2) und von jeder dieser unterschiedliche
stationdre Phasen S, enthaltenden Trennelementen wenigstens drei

Stlck, die miteinander koppel- oder verbindbar sind.

Die Kopplung oder Verbindung erfolgt dabei durch Kopplung oder Ver-
bindung der Trennelemente als solcher, insbesondere Kopplung der Tra-
gerelemente, die zusammen mit der jeweiligen stationdren Phase das
Trennelement bilden. Beispielsweise kann eine Kopplung von Saulen-
segmenten dadurch erfolgen, dass die S&ulensegmente an ihren jeweili-

gen Rohrenden aneinandergekoppelt werden.
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Ebenfalls ist eine Koppiung der Trennelemente Uber zusatzliche
Kopplungs- oder Verbindungsstiicke mdglich.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind zwei stationdre Phasen S,
und Sg dann verschieden, wenn sie sich voneinander durch ihre Selekti-

vitat unterscheiden.

Das Minimalset besteht somit aus jeweils drei Trennelementen bzw. Sau-
lensegmenten S, und jeweils drei Trennelementen bzw. S3ulensegmen-
ten Sg, wobei A und B stationdre Phasen unterschiedlicher Selektivitat

sind.

Bevorzugt besteht ein Set aus wenigstens drei unterschiedlichen statio-
nare Phasen S,, Sg und Sc umfassenden Trennelementen oder Saulen-
segmenten, wobei von jedem dieser Arten von Trennelementen in dem
Set 3, vorzugsweise wenigstens 5, bevorzugt wenigstens 7 und beson-
ders bevorzugt jeweils 10 oder mehr Stlick enthalten sind.

Die jeweiligen stationdren Phasen sollten so ausgewdhlt werden, dass sie
unterschiedliche physiochemische Eigenschaften besitzen.

Ein soiches Set kann beispielsweise Trennelemente mit stationaren Pha-
sen, die gesattigte oder ungeséttigte Alkylgruppen (C1, C2, C3, C4, C6,
C8, C12, Ci4, C16, C18, C22, C27, C30), die mono-, poly- oder acyc-
lisch, ali- oder heterocyclisch sein kénnen, Nitro-, Cyano-, Carbonyi-,
Carboxyl-, Hydroxyl-, Diol-, oder Thiolgruppen, Glycidoxy-Gruppen, ggf.
verethert, Amino- oder chiralen Gruppen, Amidgruppen, Carbamate,
Harnstoff, Perfluoralkylgruppen oder Perfluorarylgruppen und andere
Halogenalkyl- und Halogenarylgruppen, Polybutadiengruppen oder ande-
re organische Polymere, affinitdtschromatographischen Maodifizierungen
oder ionenaustauschféhige Gruppen (Kationenaustauscher, Anionenaus-
tauscher, Zwitterionen), nichtmodifizierte Tégermaterialien (z.B. Kiesel-
gel), molekular gepragte Polymere (MIPs) oder deren Kombinationen
z.B. multifunktionelle stationdre Phasen umfassen, enthalten, ggf. zu-
satzlich oder anstelle der zuvor genannten drei verschiedenen Arten von

Trennelementen.
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Im Gegensatz zu der multidimensionalen Chromatographie erfoigt die
Trennung der Substanzen an der aufgrund der Optimierung gekoppelten
oder verbundenen Trennvorrichtung bzw. Séule, d.h. die Komponenten
des Gemisches durchqueren die gesamte Trennvorrichtung. Die mitein-
ander gekoppelten Trennelemente bleiben wenigstens flir eine gesamte
Trennung miteinander verbunden, eine wahrend des Trennvorgangs er-
folgende An- oder Abkopplung, die von der muitidimensionalen Chroma-
tographie bekannt ist, erfolgt nicht.

Wesentlich ist weiterhin, dass das Verhaltnis der stationdren Phasen der
aneinandergekoppelten Trennvorrichtung zueinander veranderbar ist,
denn die Trennvorrichtung kann wiederum in die einzelnen Trennele-
mente zerlegt und aus diesen eine Trennvorrichtung mit einem anderen
Verhéltnis der stationdren Phasen zueinander und mit einer anderen Se-

lektivitdt aufgebaut werden.

Im Gegensatz zu den bekannten Mischbettsdulen erfolgt der Aufbau der
gewiinschten Séule erfindungsgemaB durch mechanische Kupplung ein-
zelner einsatzbereiter Trennelemente, und zwar im Allgemeinen da-
durch, dass die Triagerelemente (z.B. Rohrstiicke als Sdulensegmente)
miteinander verbunden oder gekoppelt werden. Hierdurch werden die
weiterhin in den Trennelementen unverdandert vorliegenden stationaren
Phasen nicht verdndert, insbesondere nicht miteinander vermischt.

Im Gegensatz zur Herstellung vorausberechneter Mischbettsaulen, bei
denen letztendlich der S&ulenhersteller eine den spezifischen Kunden-
wiinschen entsprechende Séule packt, das heiBt, eine spezielle stationa-
re Phase herstellen und mischen muss, kann erfindungsgemdB der Be-
nutzer vor Ort durch einfaches mechanisches Koppein der erforderlichen
S&ulensegmente die gewlinschte Trennvorrichtung herstellen.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung einer optimier-
ten Varrichtung zur Trennung von Substanzgemischen.

Zunachst wird mit jeder der wenigstens zwei Arten von stationdren Pha-
sen S; (i > 2) eine Basismessung des zu trennenden Gemischs in einer

festzulegenden mobilen Phase durchgefiihrt und der betreffende Reten-
tionsfaktor k einer jeden Komponente mit



WO 2006/125564 PCT/EP2006/004744

k= (tr ~ tw)/ (tm— tn"™) (1)

bestimmt (tz: Retentionszeit, tm: Durchflusszeit, t,=: Extracolumn-
Volume-correction). Die Extra-Column-Volume-correction ber{icksichtigt
den zeitlichen Beitrag durch das Volumen der Zuleitungen, des Injektors
und‘der Detektorzelle. Es empfiehit sich, die mobile Phase so festzule-
gen, dass die K-Werte zwischen der zuerst und der zuletzt zu eluieren-
den Substanzen im Bereich von 1 bis 20 liegen.

Die Basismessung sollte vorzugsweise an einer jeden Art von Trennele-
ment (z.B. Sa, Sp, Sc) oder an mehreren gleichartigen oder verschiede-
nen zusammengekoppelten Elementen (d.h. z.B. 10 gekoppelte Elemen-
te Saoder 5S,, 3 Sg, 2 Sc; 3 Sa, 5Ss, 2Scund 2 S,, 3 Sg; 5 Sg) erfol-
gen Auch kann die Basismessung an einer gesonderten Basismessungs-

sdule durchgefiihrt werden.

Aus den bestimmten k-Werten einer jeden zu trennenden Komponente
und einer jeden Art von Trennelementen mit der stationdren Phase S;
wird anschlieBend die optimierte Kombination von Trennelementen und
deren Dimension flr das spezifische Trennproblem berechnet und die
optimierte "I;rennvorrichtung dann in der vorausberechneten Weise aus
den Trennelementen der vorbestimmten_Dimension gekoppelt oder auf

sonstige Weise verbunden.

Unter der Dimension eines Trennelements wird das Volumen der jeweili-
gen stationdren Phase in dem Trennelement verstanden. Bei Trennele-
menten mit einem konstanten Durchmesser ist die Dimension der Linge
proportional. Weisen alle Trennelementen denselben Durchmesser und
dieselbe Lange auf, ist die Dimension der Anzahl N der zu koppelnden

Trennelemente proportional.

Die Berechnung der fiir das spezifische Trennproblem am meisten geeig-
neten Kombination der Trennelemente erfolgt vorteilhafterweise (iber
das Prisma-Modell. Hierbei wird — vorzugsweise unter Vorgabe einer
vorbestimmten Anzahl N von zu koppelnden Trennelementen - fir eine
jegliche mégliche Kombination von stationdren Phasen und deren Di-
mension, insbesondere Anzahl von Trennelementen einer vorbestimmter
Gesamtanzahl N = X + Y + Z von Trennelementen, aufgrund der mit der



WO 2006/125564 PCT/EP2006/004744
10

Basismessung bestimmten Retentionsfaktoren k; der jeweilige Retenti-
onsfaktor der zu trennenden Komponente am Selektivitdtspunkt XYZ,
d.h. der Retentionsfaktor ky,, der jeweiligen heterogenen Kombination

der stationdren Phasen S
Keyz = (X¥ka + Y * kg + Z* kc)/(X+Y+Z) (2)

berechnet, wobei X der Anzah! der Trennelemente S,, Y der Anzahi der
Trennelemente Sg und Z die jeweilige Anzahl der Trennelemente Sc ent-

spricht.

Aus der Vielzahl der berechneten Kopplungsmaéglichkeiten XYZ wird dann
die Kopplung der Trennelemente oder Segnﬁente mit der besten Selekti-

vitat a mit

a=by 3)

oder mit der besten Auflésung R ¢ mit

Rs=2%(tra-tr )/ (Wy2l+ Wyp2) %)

wobei t p; die Retentionszeit der jeweiligen Verbindung und W 4/, i die
Peakbreite in halber Héhe der jeweiligen Verbindung ist, bestimmt und
die fur dieses Trennproblem optimierte, aus N Trennelementen beste-
hende Trennvorrichtung, insbesondere Saule, dann aus den jeweiligen

Elementen oder Sdulensegmenten zusammengekoppelt.

Durch eine gezielt berechnete Kopplung der Trennelemente, insbesonde-
re Sdulensegmente, kann die stationdre Phase in Bezug auf das jeweilige
Trennprobiem optimiert werden, so dass es nicht mehr erforderlich ist,
mit einer sich kontinuierlich oder stufenweise verdndernden mobilen
Phase zu eluieren oder sich vom Hersteller spezielle Mischbettsaulen pa-

cken zu lassen.

Ergibt bereits die Basismessung, dass mit nur einer Art von Sdulenseg-
menten die gewiinschte Trennung erreicht werden kann, kann die weite-
re Berechnung dazu genutzt werden, die Lange der Saule zu optimieren
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und die Sduie nur aus der einen Art von Sdulensegmenten zusammen-

gebaut werden.

Andernfalls werden die unterschiedlichen Kombinationsmdglichkeiten der
Sdulensegmente bei einer vorgegebenen Anzahl von Sdulensegmenten N
berechnet, bis die gewlinschte Trennung erreicht ist. Die Optimierung
und Berechnung kann dann abgebrochen werden, wenn die gewlinschte
Selektivitédt a i oder Aufldsung Rs it des bzw. der kritischen Peakpaa-

re erfolgt ist.

Wird im Rahmen der Berechnung der verschiedenen Kombinationsmog-
lichkeiten mit beispielsweise drei Arten von Sdulensegmenten und einer
Gesamtanzahl von N Sdulensegmenten keine hinreichend gute Trennung
berechnet, d.h. kein Rg kit unterhalb des fiir das spezielle Trennproblem
definierten Wertes erhalten, so wird die Anzahl N der Sdulensegmente
geédndert, insbesondere erhéht, und mit dieser geénderten Anzahl N’ die

Berechnung nochmals durchgefiihrt.

Sollte im Rahmen dieser Berechnung mit N S&ulesegmenten keine be-
friedigende Trennung vorausgesagt werden, so wird eine Neuberechnung
unter Hinzufligung von einer oder mehreren zusatzlichen stationaren

Phasen notwendig.

Hierflr werden zusdtzlich Basismessungen mit den zusatzlichen Saulen-
segmenten S; durchgefiihrt und dann eine Neuberechnung vorgenom-

men.

Falls bei einer gegebenen Kombination die Trennleistung nicht ausrei-
chend sein sollte, so kann durch eine Erhdhung der Gesamtanzah! der
Sdulensegmente N im bestehenden Verhaitnis die Aufiésung verbessert
werden. In der Praxis kann auch bei einer zu guten Trennung die Anzahl
der Segmente im gleichen Verhéltnis reduziert werden, um die gesamte

Zykluszeit zu verkiirzen.

Die fur das jeweilige Trennproblem optimierte Trennvorrichtung wird
anschlieBend aus den Trennelementen in der berechneten Anzahl
und/oder Dimension gekoppelt oder verbunden und die entsprechende

Trennung durchgefiihrt.
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Die Reihenfolge der Elution und die Auflésung der Peaks kann man auf-

grund der Berechnung voraussagen.

Somit kann aus dem Set von Trennelementen schnell und effizient die
fur das jeweilige Trennproblem optimierte Trennvorrichtung, insbesonde-
re Sdule, zusammengestellt werden, und zwar im Allgemeinen auf der

Grundlage von nur drei (!) Basismessungen.

Wenn auch haufig drei verschiedene stationdre Phasen ausreichend sind,
um eine hinreichend effektive, insbesondere isokratische Trennung, zu
erreichen, so kann selbstverstdndlich die Zahl der stationdren Phasen
weiter auf vier, finf oder mehr erhdht werden, wobei die Formel fir die
Berechnung des heterogenen Retentionsfaktor K im Z&hler und Nenner
entsprechend auf n stationdre Phasen erweitert wird.

Sofern die stationdren Phasen bzw. die Trennelemente, die die stationa-
ren Phasen umfassen, nicht dieselben Dimensionen (z.B. Durchmesser
und Lange des gepackten Sdulensegments) aufweisen, kann der Reten-
tionsfaktor fir jede Komponente nach folgender Gleichung berechnet

werden
Kapy = (a®ka + B * kg + v* ke)/(a+ B +7) (5)

wobei a, B, y der gesamten internen Volumina der mit den stationdren
Phasen A, B und C gepackten Trennelemente in der heterogenen Kombi-
nation entsprechen. kasc sind — wie bereits zuvor beschrieben - die
durch die jeweiligen Basismessungen bestimmten Retentionsfaktoren.

Sofern bei der spdteren Messung eine Schutzsdule in der Trennvorrich-
tung vorgeschaltet werden sollte, muss diese bei der Basismessung und
in der Berechnung bertcksichtigt werden.

Ein weiterer Vorteil ist es, dass das erste Sdulensegment auch als
Schutzsdule verwendet und betrachtet werden kann und bei Bedarf sehr
leicht austauschbar ist. Somit ist der Einsatz einer zusatzlichen Schutz-

sdule nicht erforderlich.
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Das erfindungsgemaBe Verfahren kann dartber hinaus in einer Variante
auch so angewandt werden, dass - ohne Vorgabe bestimmter Dimensio-
nen der Trennelemente - die optimierte Trennvorrichtung auf der Grund-
lage der Basismessungen berechnet und die optimierte Sédule dann ent-
sprechend der vorausberechneten Verhéltnisse der einzelnen stationaren
Phasen durch den Hersteller entsprechend gepackt wird. In diesem Fall
liefert die Berechnung die selektivitdtsoptimierten Volumina einer jeden
stationdren Phase, und die einzelnen bestimmten Volumina werden dann
in ein geeignetes Trégerelement, z.B. eine geeignete Saule, geftllt.

Generell ist durch die erfindungsgeméaBe Vorrichtung und das erfin-
dungsgemaBe Verfahren nicht die mobile Phase einer sich kontinuierlich
sndernden Zusammensetzung unterworfen, sondern die durch die Kopp-
lung der jeweiligen Trennelemente trennungsspezifisch zusammenge-
baute Trennvorrichtung, insbesondere Saule, weist durch die Trennele-
mente oder Segmente mit den unterschiedlichen Selektivitaten die fur
eine selektive Trennung erforderliche, sich &ndernde Zusammensetzung
auf, das heiBt, die Trennvorrichtung weist einen Gradienten der stationd-

ren Phase auf.

Damit kann die Trennung mit der erfindungsgeméBen Vorrichtung mit
der gewiinschten Selektivitdt auch isokratisch erfolgen, so dass die bei
der Gradientenelution beschriebenen Nachteile vermieden werden. Es ist
somit kein Riickspulen erforderlich, d.h. es wird Ldsemittel gespart und
die gesamte Zykluszeit verkiirzt. Auch kann die mobile Phase oder je-
denfalls ein Grossteil der Fraktionen, die bei einer isokratischen Elution
nicht durch Substanzen anderer Polaritét verunreinigt werden, wieder-
verwertet werden, wodurch zusétzlich Kosten fiir die Entsorgung und
Neuanschaffung von Ldsemittel gespart und zudem die Umwelt geschont

wird.

Vorzugsweise werden hierfiir einzelne Bereiche der mobilen Phase, die
mit den jeweiligen getrennten Substanzen beladen sind, abgetrennt und
das restliche Ldsemittel aufgefangen, zurlickgeleitet und wiederverwen-
det. Insbesondere im Bereich der praparativen Chromatographie, in der
erhebliche Losemittelmengen anfalien, ist die durch die isokratische
Chromatographie erreichte Wiederverwendbarkeit der Lésemittel nicht

nur aus Umweltschutzgriinden von groem Vorteil, sondern auch eine
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erhebliche Kostenersparnis, da Entsorgungskosten und Neuanschaf-

fungskosten flr Losemitte! sehr stark reduziert sind.

Ein weiterer wesentlicher Vorteil der Erfindung besteht darin, dass durch
die isokratische Elution weitaus mehr unterschiedliche Detektionsprinzi-
pien und damit Detektoren zur Bestimmung der jeweiligen Substanzen

eingesetzt werden kdnnen.

Nachdem die Zusammensetzung der maobilen Phase bei der isokratischen
Elution konstant bleibt, kann zur universellen Detektion der Substanzen
wieder das Differential-Refraktometer eingesetzt werden.

Haufig kann die isokratische Elution der Substanzen und damit die Tren-
nung mit dem erfindungsgemé&Ben Set in einem Gemisch von Aceto-
nitril/Wasser erfolgen, bei der der Anstieg der Absorption im UV erst bei
einer Wellenlange von 190 mm (50 % Transmission) beginnt. Substan-
zen mit Chromophoren kdnnen somit infolge der isokratischen Elution bis
in den kurzwelligen UV-Bereich detektiert werden.

Die durch die Erfindung isokratisch durchfihrbare Trennung ermdglicht
somit den Einsatz weiterer, hiufig besser geeigneter, empfindlicherer
und/oder kostenglinstigerer Detektionsmethoden.

Durch die zeitliche Konstanz der Zusammensetzung der mobilen Phase
ist zudem bei einer jeden Detektionsmethode selbstverstandlich die Ba-
sislinie stabiler und mischungsbedingte Effekte werden vermieden.

Die isokratische Trennung wirkt sich auch positiv auf die Qualitét der
Massenspektren aus, da die Ionisierung konstant bleibt und zudem keine
gradientenbedingten Sekundéreffekte auftreten (stabiler gleich bleiben-

der Hintergrund).

Ferner kdnnen zur Detektion bei der isokratischen Elution auch elektro-
chemische Detektoren oder Leitfahigkeitsdetektoren eingesetzt werden.

Nachdem infolge der isokratischen Analyse nun auch nahezu alle Detek-
tionsprinzipien zuganglich sind, besteht die Méglichkeit, die unterschied-
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lichen Detektoren seriell zu koppeln, um die Substanzen dadurch besser

zu charakterisieren.

Nicht zuletzt sind bei der erfindungsgeméBen Vorrichtung die stérungs-
anfalligen, zur Bereitstellung des Gradienten erforderlichen Gerite wie
zusatzliche Pumpen und Gradientenmischer nicht mehr erforderlich, was
nicht nur die Anschaffungskosten fiir den Chromatographen senkt, son-
dern auch noch die Betriebskosten vermindert.

Das erfindungsgemaBe Set von Trennelementen und das erfindungsge-
méaBe Verfahren sind fUr alle auf einer physikalisch-chemischen Tren-
nung aufgrund von unterschiedlichen WeChseIwirkungén mit wenigstens
zwei Phasen basierenden Methoden, wie zum Beispiel chromatographi-
sche Verfahren, einsetzbar, wie der Gaschromatographie (GC), der Flis-
sigkeitschromatographie (LC) (S&ulen- oder Planar-), der Chroma-
tographie mit Uberkritischen Gasen als mobiler Phase (SFC), den e-
lektrophoretischen Trennverfahren, jeweils im nano, mikro, analytischen
und préparativen Einsatzbereich sowie im Bereich der Probenvorberei-
tung bzw. -aufreinigung mittels Festphasenextraktion oder Filtration.

In der Filssigkeitschromatographie kommen auch Verfahren zur Anwen-
dung, die unter vermindertem Druck (z.B. Flash-Chromatographhie)
bzw. erhdhtem Druck (z.B. HPLC, MPLC ) ablaufen oder verschiedene
Wechselwirkungsmechanismen zur Trennung ausnutzen, z.B. Reversed
Phase Flissigkeitschromatograhie (RP), Normalphasenchromatographie
(NP), Ionenchromatographie (IC), GroBenausschlusschromatograhie
(SEC, GPC) oder Hydrophobic Interaction Chromatographie (HIC, HILIC).

Ein Trennelement der stationdren Phase kann beispielsweise ein Seg-
ment einer Sdule, ein Segment einer DC-Platte oder eines Elektrophore-
segels sein. Wenn die vorliegende Erfindung auch hauptséachlich in Bezug
auf Saulen und S&ulensegmente beschrieben ist, gilt das Gesagte sinn-
gemaB auch fir andere Trennelemente oder segmentierte oder segmen-
tierbare Trennvorrichtungen, wie beispielsweise DC-Platten, die auf eine
jede mdgliche Lange der betreffenden stationdren Phase angepasst wer-

den kénnen.
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Ebenso ist die Kopplung von stationdren Phasen unabhéngig von der Art
des verwendeten Tragermaterials (Kieselgele, Polymere, Metalloxide,
Glaser, Quarzglaser, Polysaccharide, Agarose-Gele, Kohlenstoff etc.) und
gilt ebenso fiir alle chromatographischen VerfahrensgréBenordnungen
von miniaturisierten Nanomethoden bis in den praparativen Bereich.

Uberdies kann die stationdre Phase sowohl partikuldr, faserférmig oder
faserartig als auch monolithisch sein. Vorteilhaft am Einsatz von mono-
lithischen stationdren Phasen ist, dass diese sehr einfach gekoppelt wer-
den kénnen, da die stationdre Phase nicht durch Fritten oder Siebe fest-

gehalten werden muss.

Besonders vorteilhaft ist die vorliegende Erfindung auch beim Einsatz in
der Nanotechnologie, da Gradienten in der mobilen Phase bei solch ge-
ringen Mengen nur sehr schwer reproduzierbar realisierbar sind.

Selbstverstdndiich kann das erfindungsgemé&Be Set auch auf spezielle
Trennmethoden angepasst sein oder spezielle Segmente flr spezielle
Trennprobleme, ggf. als zusatzliche Segmente, enthalten.

So ist es ebenfalls mdglich, die stationdre Phase bei einer Ionen- oder
auch Ionenpaar-Chromatographie aus Saulensegmenten aufzubauen
oder beispielsweise auch, die Sdulensegmente fir die Ionenpaar-
Chromatographie mit anderen S&ulensegmenten, beispielsweise polaren

Saulensegmenten, zu koppeln.

Ein weiterer Vorteil des Einsatzes gezielt vorausberechneter und dann
zusammengekoppelter oder -gebauter Trennvorrichtungen ist die Ver-
kiirzung der gesamten Zykluszeit. Die Verwendung der Trennelemente
und der Berechung der einzelnen zu koppelnden Trennelemente und
auch ihrer Anzahl erméglicht letztendlich auch eine Optimierung der ge-
samten Zykluszeit, ndmlich so kurz wie méglich, aber so lange wie flr
das Erreichen der gewlinschten Trennung erforderlich.

Ein Set kann ebenfalls auch Segmente zur gezielten Adsorption be-
stimmter Substanzen, wie bei der Festphasenextraktibn, umfassen. Aus
dem.zu trennenden Gemisch wird die betreffende Substanz in diesem
spezifischen Adsorptionssegment nahezu quantitativ adsorbiert und so-
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mit in diesem Segment angereichert, um anschlieBend wieder desorbiert
zu werden. Statt, wie bisher Ublich, nur in einem Segment, ware durch-
aus eine Kaskade von Segmenten zur gezielten Adsorption unterschiedli-

cher Substanzen in Reihe vorstelibar.

Die erfindungsgemadBen Segmente kdnnen auch in anderen Trennverfah-
ren eingesetzt werden, wie bei der Elektrochromatographie, bei der die
Substanzgemische aufgrund des elektroosmotischen Flusses getrennt
werden, oder bei der Elektrophorese.

Das erfindungsgemaBe Set und das erfindungsgemaBe Verfahren sind
fur kontinuierlich arbeitende Online-Verfahren und/oder Trennverfahren
mit einer mobilen Phase und/oder konstanter Geschwindigkeit wie bei-
spielsweise HPLC, Online-DC und Online-OPLC geeignet.

Das erfindungsgemaBe Set kann auch aus wenigstens zwei verschiede-
nen Arten von Dinnschichtplatten bestehen, die dann jeweils in einer
gréBeren Stickzahl, insbesondere wenigstens drei einer jeden Art, in
dem Set enthalten sein sollten. Die Dunnschichtplatten lassen sich auf
die optimierte Lange anpassen und die verschiedenen Diinnschichtplat-
tensegmente dann untereinander zu einer aus den verschiedenen Seg-
menten gebildeten Platte und damit letztendlich einer Platte mit einem
Gradienten in der stationdren Phase koppein.

Insbesondere dient das Set dazu, dem Anwender den Aufbau einer fiir
seine (Routine)-analyse besonders geeignete Trennvorrichtung vor Ort
zu ermdglichen, wobei die Trennung dann mit den bereits beschriebenen

Vorteilen der isokratischen Elution erfolgen kann.

Die Vorteile der optimierten Trennvorrichtung werden insbesondere dann
erreicht, wenn die einmal optimierte Trennvorrichtung in dem kontinu-
ierlich arbeitenden Trennverfahren eingesetzt wird, und zwar isokratisch
und bei einer wahrend der gesamten Trennung konstanten stationdren

Phase, d.h. auch ohne die S&ulen zu ,schalten®.

In besonderen Anwendungsféllen kann selbstverstandlich zuséatzlich zu
der Optimierung der stationdren Phase auch noch die mobile Phase flr



WO 2006/125564 PCT/EP2006/004744
18

die betreffende Trennung optimiert werden, beispielsweise auch durch

einen Gradienten.

Die spezifische Bauart der jeweiligen Sdulensegmente héngt selbstver-
standlich davon ab, fir welche Art von Trennverfahren und fiir welche
Mengen an zu trennenden Substanzen die aus den zu koppelnden
Trennelementen hergestellte Trennvorrichtung einzusetzen ist.

Die Linge jedes einzelnen Trennelements hdngt von der spateren Ge-
samtldnge der die stationdre Phase umfassenden Vorrichtung, insbeson-
dere der Saule, und der gewiinschten Anzahl an Segmenten und dem
spezifischen Trennproblem ab. Bei Trennelementen, die Segmente von
analytischen LC-Sé&ulen sind, betrdgt die Lédnge eines Segments wenigs-
tens 0,5 cm, vorzugsweise wenigstens 1,0 cm, damit die Segmente noch
auf einfache Weise mechanisch aneinanderkoppelbar sind. Bevorzugt
betrégt die Lidnge eines Sdulensegments 2 cm, so dass eine 20 cm lange
S&ule aus 10 gekoppelten Segmenten aufgebaut werden kann. Beson-
ders bevorzugt betrdgt die Ldnge eines Sdulensegments 1 cm oder ein
ganzzahliges Vielfaches davon und kann bis zu 500 cm betragen, vor-
zugsweise betragt die Lange eines Saulensegments nicht mehr als 12,5
cm. In der Kapillar Gaschromatographie (cGC) sind Saulensegmentlén-
gen bis zu 100 m vorstellbar, vorzugsweise betragt die Ldnge 25 m.

Die S&dulensegmente kdnnen sowohl die Form eines geraden, als auch
eines spiralférmigen Zylinders (insbesondere bei langen Saulensegmen-

ten, beispielsweise fiir die GC) aufweisen oder auch andersartig geformt

sein.

Der Innendurchmesser der S&ule variiert stark nach der zu trennenden
Substanzmenge und dem jeweiligen Chromatographieverfahren und
kann etwa zwischen 20 um und 2 m betragen, bei einer analytischen
Saule im Allgemeinen zwischen 20 ym und 10 mm. Fur Isolierungszwe-
cke wird die Saule mit einem Innendurchmesser zwischen 2 mm und 1

m eingesetzt.

Prinzipiell ist ebenfalls moglich, dass das Set zusatzlich auch ,Vielfach-
Segmente" umfasst. Bei diesen ,Vielfach-Segmenten™ handelt es sich um
Saulensegmente einer bestimmten, auch in dem ,Einfachsegment® vor-
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handenen stationdren Phase, wobei die Lédnge des ,Vielfach-Segments"
jedoch ein ganzes Vielfaches der Lange eines Einzelsegments betragt.
Beispielsweise kbnnen neben 10 Einzelsegmenten mit einer Phenylgrup-
pen umfassenden Phase der Ldnge 2 cm auch ein ,Doppelsegment™ mit
Phenylgruppen umfassender Phase der Lange 4 cm und ein Dreifach-
segment mit der Phenylgruppen umfassenden Phase der Ldnge 6 cm in
dem Set enthalten sein, wobei durch diese zuséatzlich vorhandenen Viel-
fach-Segmente die flr das Zusammen- und Auseinanderkoppeln der
Segmente erforderliche Zeit reduziert werden kann.

Theoretische Uberlegungen anhand des Prisma-Modells zeigen, dass ge-
rade dann, wenn zusdtzlich zu Sdulensegmenten der Lange | auch je-
weils ein Sdulensegment einer jeden Art von stationdrer Phase mit einer
moglichst geringen Lange (z.B. 1/2 oder 1/4) mit in die Berechnung ein-
bezogen wird, bei einer vertretbaren Anzahl von Berechnungen ein weit-
aus breiterer Arbeitsbereich zur Selektivitatsoptimierung mit abgedeckt
wird, als wenn beispielsweise die Gesamtanzahl N der Sdulensegmente

insgesamt um ein oder zwei Segmente erhéht wirde.

Die Kopplung der Trennelemente sollte iber méglichst totvolumenfreie
und inerte Verbindungen erfolgen, wie zum Beispiel Uber '

> Kapillarverbindungen

> direkt unter Zuhilffenahme eines totvolumenarmen Kopplungssti-

ckes

> bei Kapillarsaulen durch Verbinden der Kapillarenden mittels ei-
nes Kupplungsstiickes, indem die Kapillarenden direkt auf StoB

zusammengefuhrt werden

> Ebenfalls bei Kapillarsdulen durch Zusammenschrumpfen der Ka-

pillarenden (ber einen Schrumpfschlauch

» Durch Zusammenschrauben der Sdulenenden mit einer Dicht-
scheibe mit Durchgangsbohrung '

» Uber eine Schraubverbindung mit Kapillarbohrung
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> Direkt durch Zusammenfihrung des Packungsendes des einen
Trennelementes mit dem Packungsende des anderen Trennele-

mentes

> Durch segmentiertes Packen der stationdren Phase in ein S&ulen-

rohr

Vorzugsweise weist ein jedes Trennelement an jedem Ende dieselben
Kopplungsmittel auf, so dass ein jedes Ende eines Saulensegments mit
einem jeden Ende eines anderen Saulensegments verbindbar ist.

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform sieht vor, an den beiden En-
den des Saulensegments voneinander verschiedene Kopplungsmittel
vorzusehen (méannlich, weiblich). Dabei taucht das Ende des einen Séau-
lensegmentes in den Anfang des Anderen ein, wobei der Innendurch-
messer des Packungsquerschnittes erhalten und somit die lineare Stro-
mungsgeschwindigkeit konstant gehalten wird. Dadurch entstehen an
den Kopplungsstellen keine Turbulenzen. Weitere Vorteile dieses Sys-
tems sind die gekammerte Dichtung an den Kopplungsstellen und die
geschitzte Packung der einzelnen Trennelemente. Ferner ist die Packung
innen abgeschlossen und geschiitzt. Besonders vorteilhaft ist die einfa-
che Handhabung durch Ineinanderstecken. Das Wichtigste bei dieser
Kopplung ist jedoch die nahezu totvoiumenfreie Kopplung, da das Trenn-
segmentende mit einer dinnen Fritte direkt auf ein Sieb mit gewd{insch-

ter Kreuzfiltration gepresst wird.

Ebenfalls ist mdglich, an jedem Ende eines Saulensegmentes einen mo-
nolithischen Abschluss vorzusehen, dessen Dicke vorzugsweise zwischen
0,5 und 1 mm betrégt. Diese Sdulensegmente werden in Analogie zu der
oben beschriebenen Art und Weise (mannlich, weiblich) gekoppelt. Der
Vorteil hierbei ist, dass keine metallischen Abschlussteile wie Sieb und
Fritte verwendet werden missen. Ferner kann der monolithische Ab-
schluss chemisch modifiziert werden und somit der jeweils verwendeten
stationdren Phase angepasst werden. Bei diesem System besteht die
Mdglichkeit, zwei Trennelemente ohne Ubergangselement (wie Sieb und

Fritte) miteinander zu verbinden.
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Werden als Trennelemente auf die entsprechende Lédnge (Dimension)
gekiirzte Chromatographie-Platten eingesetzt, beispielsweise bei der DC,
OPLC oder HPTLC, so kann eine Kopplung der Trennelemente dadurch
erfolgen, dass jeweils an den Plattenenden die stationéren Phasen zweier
Platten aufeinander gelegt werden, so dass die stationdre Phase der ers-
ten Platte beispielsweise nach oben und die stationdre Phase der néchs-
ten Platte nach unten weist und so fort, oder die Platten werden neben-
einandergelegt und Uber eine inerte Briicke, die dann die stationdren
Phasen beider Platten Ubergreift, gekoppelt.

Das erfindungsgeméaBe Verfahren wird nun anhand eines Ausfihrungs-

beispiels ndher eriautert.

1. Beispiel der Berechnung der optimierten Kombination der
betreffenden Trennelemente (Sdulensegmente) auf der Grundla-
ge des Prisma-Modells:

a) Fur ein Gemisch aus Methylparaben, Acetophenon, Ethylparaben, Di-
methylphthalat, 2,3-Dimethylphenol, Methylbenzoat und Anisol ist die
bestmdagliche Trennung, die bei einer Kombination von 10 S&ulenseg-
menten mit Cyano- und/oder Phenyl- und/oder C18-Gruppen in Aceto-
nitril Wasser 30:70 (v/v) als Lésemittel méglich_ist, zu bestimmen.

Das Set umfasst jeweils wenigstens 10 S&ulensegmente mit CN als sta-
tiondrer Phase (Scy), 10 Séulensegmente mit Phenylgruppen als statio-
narer Phase Spy und 10 S&ulensegmente mit C18 als stationarer Phase

(Scis)-

Fur jede dieser drei verschiedenen stationdren Phasen wird im Rahmen
einer Basismessung fiir jede der 7 verschiedenen zu trennenden Sub-
stanzen nach (1) der jeweilige Retentionsfaktor k bestimmt, der in der

nachfolgenden Tabelle wiedergegeben ist:

Komponente . Ken Kpy Kcis

1 Methylparaben 2,4 5,0 10,2
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2 Acetophenon 2,8 7,0 8,6
3 Ethylparaben 3,1 7,7 20,1
4 Dimethylphthalat 3,2 9,6 10,5
5 2,3-Dimethylphenol 3,5 9,7 26,3
6 Methylbenzoat 3,5 11,0 17,2
7 Anisol 3,7 11,8 19,0

Im vorliegenden Beispiel wird die Gesamtanzahi der zu koppelnden S&u-
lensegmente N auf 10 festgelegt. Fur eine jede heterogene Kopplung der
Sédulensegmente, d.h. X-fach die stationdre Phase Scn, Y-fach die statio-
nare Phase Spy und Z-fach die stationdre Phase Sc;g mit N = 10 = X + Y
+ Z wird nun der Retentionsfaktor

Keyz = (X*¥Ken + Y * Ken + Z* Keag)/(X+Y+2Z) (6)

der heterogenen Kopplung am Selektivitatspunkt XYZ nach (2) berech-
net. Aus den berechneten Retentionsfaktoren der betreffenden Kopplun-
gen XYZ von Trennelementen werden nun die Selektivitdten aller be-
nachbarten Peakpaare berechnet. Der optimalé Selektivitéitspunkf ist der
Punkt XYZ, in dem alle Peakpaare eine Basislinientrennung erreichen.
Sollten mehrere Selektivitdtspunkte eine Basislinientrennung erreichen,
so ist der Punkt ideal, bei dem zusé&tzlich der kleinste Retentionsfaktor
fir die letzt eluierende Komponente vorhanden ist.

Der Wert fUr die Basislinientrennung, der Punkt, an dem ein Peak wieder
die Basislinie erreicht, hdngt von dem jeweiligen chromatographischen
Verfahren bzw. von der Trenneffizienz ab, die das jeweilige Trennverfah-
ren erreichen kann. Bei der HPLC sollte dieser Wert, um den Anforde-
rungen an eine gute Aufldsung zu geniigen, etwa 1,15 betragen, bei der
GC etwa 1,05 und bei der DC gréBer als 1,3 sein.

Wie die nachfolgende Gegeniberstellung gemessener und berechneter
Retentionsfaktoren am Beispiel des Selektivitdtspunktes 442, d.h. 4
Segmente Scy, 4 Segmente Spy und 2 Segmente Scis, zeigt, liegt die
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durchschnittliche Abweichung zwischen berechneten und gemessenen Re-

tentionsfaktoren im Mittel bei ca. 4 %:

1 2 3 4 5 6 7
Kgemessen 6,59 |7,01 |9,04 |11,77 (12,22 13,29 (15,11
Kberechnet 6,31 |6,86 |8,80 |11,07|11,81]12,82| 14,21

Abweichung [%] | 4,5 2,2 2,7 6,3 3,5 3,6 6,3

Die Selektivitit einer Trennung hangt u.a. davon ab, wie viele Trenn-
elemente oder Sdulensegmente mit unterschiedlichen stationdren Pha-
sen (oder deren unterschiedlicher Polaritat) miteinander gekoppelt wer-
den kénnen und wie groB die Gesamtanzah! N der zu koppelnden Sau-

lensegmente ist.

A2) Fur ein Gemisch aus 8 Triazinen ist die bestmdgliche Trennung, die
bei einer Kombination von je 10 S3ulensegmenten mit Cyano- und/oder
Phenyl- und/oder C18-Gruppen und/oder C18 mit eingebundener Amid-
Gruppe (polar embedded) in Methanol/Wasser 50:50 (v/v) als Lésemittel

mdglich ist, zu bestimmen.

Das Set umfasst jeweils wenigstens 10 Sdulensegmente mit CN als sta-
tiondrer Phase (Sqy), 10 Sdulensegmente mit Phenyigruppen als statio-
nadrer Phase Spy, 10 Sdulensegmente mit C18 als stationadrer Phase
(Scig) und 10 Sdulensegmente mit polar embedded C18 als stationédre

Phase (SpeC18)-

Fir jede dieser vier verschiedenen stationdren Phasen wird im Rahmen
einer Basismessung flir jede der 8 verschiedenen zu trennenden Sub-
stanzen nach (1) der jeweilige Retentionsfaktor k bestimmt, der in der
nachfolgenden Tabelle wiedergegeben ist:
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Komponente Ken Kew Kcis Kpec1s
1 Prometon 1,16 4,57 6,09 4,51
2 Simetryn 1,28 6,82 11,85 7,55
3 Ametryn 1,41 7,73 12,18 7,42
4 Prometryn 1,45 10,41 22,82 14,19
5 Terbutryn 1,39 10,15 19,70 11,16
6 Simazin 1,61 11,85 24,03 15,72
7 Atrazin 1,78 18,57 46,50 27,22
8 Propazin 1,97 21,69 55,86 27,85

Die Chromatogramme zu den Werten sind in der Abbildung 1 dargestellt.
Es ist daraus klar ersichtlich, dass keine der einzelnen Trennsaulen an

sich in der Lage ist, das Trennproblem zu l&sen.

ProntoSIL 120-5- C18 H

ProntoSIL 120-5- C18 ace-EPS

2&3
1

ProntoSIL 120-5-CN

3&4&S

Abb.1: Trennung der Triazine auf den unterschiedlichen sta-

tiondren Phasen

Die optimale Zusammensetzung der stationdren Phase kann aus der Be-
rechnung der k-Werte und Selektivitdten aller Kombinationsmdoglichkei-
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ten bestimmt werden. Sie besteht in diesem Falle aus 180 mm der Phe-
nyl Phase, 60 mm der C18 Phase mit polar eingebundener Gruppe und

60 mm der Cyano Phase.

Die flr die optimale Saulenzusammensetzung berechneten Retentions-
faktoren sind in der folgenden Tabelle den gemessenen Werten gegen-
Ubergestellt. Die Abweichungen betragen durchschnittlich 3,4 %.

1 2 3 4 5 6 7 8
Kgemessen 4,30 6,42 | 6,90 | 9,09 [ 9,96 |10,75]| 17,21 20,19
Kberechnet 4,30 | 6,47 | 7,06 | 9,45 | 10,29 | 11,60 | 18,52 | 20,74

Abweichung | 0,0 (0,8 (23 [3,8 [32 |73 (71 |27
[%]

In Abbildung 2 ist das berechnete dem gemessenen Chromatogramm
gegeniiber gestelit. Die hervorragende Ubereinstimmung ist klar erkenn-

bar.
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Messung Vorhersage

T T T T T T T T T T

5 10 15 20 25 30 35 40 45 S50min

Abb.2: Trennung der Triazine: Messung und Vorhersage

b) Anzahl der Kombinationsméglichkeiten

I.) Ausgehend von s = 3 unterschiedlichen Sdulensegmenten (S,, Sg und
Sc; hier: Scn, Spn und Scig) gleicher Dimension und einer Gesamtanzahl
von N = 10 der zusammenzukoppelnden Sdulensegmenten ergeben sich
27 Kombinationsmadglichkeiten, wenn nur zwei der drei verschiedenen
Sdulensegmente miteinander gekoppelt werden, d.h. nur S,, Sg oder S,
Sc oder Sg, Sc. Weiterhin gibt es weitere 36 Kombinationsméglichkeiten,
wenn alle drei verschiedenen Sdulensegmente Sa, Ss, Sc miteinander

gekoppelt werden.

Insgesamt gibt es somit bei drei Arten von Sdulensegmenten unter-
schiedlicher Polaritdt und der Gesamtzahl von 10 zu koppelnden Seg-

menten 63 Kombinationsmaoglichkeiten.

IT) Wird die Anzahl der zu kombinierenden Saulen nicht mit genau 10,
sondern wird als Gesamtanzahl N ein Bereich zwischen 6 bis 15 vorge-
geben, so erhght sich bei n = 6 bis 15, s = 3 die Anzahl der Kombinati-

onsméglichkeiten auf 625.
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iii) Der Einsatz einer weiteren stationdren Phase Sp, d.h. s = 4, zu der
obigen Berechung der Kombinationsmdoglichkeiten (i), das heiBt N = 10,
mit drei stationdren Phasen ergibt 960 Kombinationsmdglichkeiten mit 2,

3 oder 4 stationaren Phasen.

iv) Wird ausgehend von iii) die Gesamtanzahl auf zumindest 6 und
hochstens 15 erweitert, so ergeben sich mit s = 4 und den Kombinatio-

nen von jeweils 3 Phasen insgesamt 2.500 Méglichkeiten.

Durch Erweiterung der Anzahl der zur Verfliigung stehenden stationaren
Phasen zum Beispiel auf fiinf oder mehr, der Kombinationen untereinan-
der (zum Beispiel Kombinationen nicht mehr von drei, sondern von vier
verschiedenen stationaren Phasen bei der Kopplung), ergibt sich eine

weitere Erhdhung der Kombinationsmadglichkeiten. Ein weiteres ,Feintu-
ning" kann unter Berlicksichtigung von %2 oder 4 Segmenten in der Be-

rechnung erfolgen.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand eines bevorzugten Ausfuhrungs-

beispiels fur die Kopplung der Sdulensegmente beschrieben.

Die S&ule besteht aus einem bzw. mehreren Sdulensegmenten und einer
Haltevorrichtung, die ihrerseits aus einzelnen miteinander verschraubba-
ren Halteelementen besteht, die je nach Bedarf mit den Anschiussteilen

am oberen und unteren Ende der jeweiligen Sdule verschraubt werden.

Unabhdngig von dieser nachfolgend im Detail beschriebenen besonders
bevorzugten Ausfilhrungsform ist es ebenfalls mdéglich, die einzelnen
Halteelemente durch Bajonettverschliisse oder andere Verschlussarten
zu verbinden. AuBerdem besteht auch die Méglichkeit, ganz auf einzelne
Halteelemente zu verzichten und die S&ulensegmente in eine Fihrungs-
hilse der entsprechenden Ldnge mit Gewinden an den Enden zu geben
und dann die einzelnen Saulensegmente axial mit den auf der Filhrungs-

hiilse verschraubbaren Anschlussteilen zusammenzupressen.

Die Sdulensegmente kénnen auch in einer entsprechenden Vorrichtung

hydraulisch axial zusammengepresst werden.
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Wesentlich bei der nachfolgenden besonders bevorzugten Ausfiihrungs-
form ist, dass der Innendurchmesser der Sdule auch in den Kopplungs-
stellen gleich bieibt und damit die Strémungsgeschwindigkeit innerhalb

der gesamten S&dule konstant ist.

Die nachfolgend beschriebene Saulenkopplung kann dariber hinaus auch
generell zur Kopplung von Sédulen, beispielsweise von Vor- und Haupt-

sdulen, verwendet werden.
Es zeigen:

Figur 1: a) eine Explosionszeichnung eines Sdulensegments und
b) eine schematische Darstellung des kompletten S&ulen-
segments,

Figur 2: eine schematische Darstellung des Einbaus eines Sdulen-
segments aus Fig. 1 b) in ein Halteelement 30 (Schritt 1),
den Einbau eines weiteren Haltelements 30’ (Schritt 2) und
‘den Einbau eines weiteren Sdulensegments 11’ (Schritt 3),

Figur 3: eine schematische Darstellung der Kopplung des obersten
S3dulensegments 11 bzw. des obersten Halteelements 30
und des untersten Sdulensegments 11” bzw. des untersten
Halteelements 30" an die jeweiligen Adapter und

Figur 4: eine schematische Darstellung der zu einer Sdule zusam-
mengekoppelten Sdulensegmente und Adapter.

Das Saulensegment 11 (vgl. Fig. 1) umfasst ein Saulenrohr 13 mit einer
stationdren Phase 12. Das Saulenrohr 13, das beispielsweise aus Metall,
Kunststoff, Keramik oder deren Kombinationen sein kann, besitzt eine
vorgegebene AuBenkontur mit Stufen 22, 21 und einen konstanten In-

nendurchmesser d;.

Am Kopfende 14 ist das Rohr 13 mit einer definierten Vertiefung 15 ver-
sehen, die im Durchmesser dys groBer sein muss als der Innendurch-
messer d;. Die Vertiefung 15 besitzt einen stufenférmigen Absatz, der
der Aufnahme der Dichtung 17 dient. Die Dichtung 17 kann beispielswei-

se aus Kunststoff, Metall oder anderen zur Dichtung geeigneten Werk-
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stoffen sein. Die Vertiefung 15 nimmt einen Filter oder eine Filter-
Siebkombination 16, die die stationdre Phase schiitzt, und die dariiber
liegende Ringdichtung 17 auf. Die Wandung 18 der Vertiefung 15 dient
gleichzeitig als Fiihrung bei der Kopplung mit einem weiteren Saulen-
segment 11’ oder zum Einsetzen eines spéter beschriebenen Anschluss-

adapters manniich 40.

Das Rohr 13 ist am seinem FuB 19 entsprechend einer méannlichen Ver-
bindung 21 ausgebildet und durch eine pordse Fritte 20 verschlossen,
die dazu dient, die station&re Phase 12 im Rohr 13 zu halten. Die pordse
Fritte 20 kann aus Metall, Kunststoff, Keramik, gesintertem Kieseigel,
monolithischem Kieselgel oder monolithischem Polymer, auch oberfla-

chenmaodifiziert, sein.

Das Halteelement 30 (Fig. 2) dient zur Aufnahme des S&dulensegmentes
11 und dessen Kopplung. Das Halteelement 30 kann aus Metall, Kunst-
stoff, Keramik oder deren Kombination sein. Es weist am Kopfende 31
ein Innengewinde 32 und am FuBende 33 ein AuBengewinde 34 auf. Im
Inneren des Halteelements 30 befindet sich eine Durchgangsbohrung 35
mit einer Stufe 36, in die das Sdulensegment 11 aufgenommen wird. Die
Stufe 22 des S&ulensegments 11 liegt auf der Stufe 36 des Halteele-

ments 30 auf.

Die AuBenfldche 37 des Halteelements 30 kann fir eine einfachere
Handhabung gekordelt oder gerdandelt sein bzw. Flachen zum Angriff von

Schraubenschliisseln aufweisen.

Der Zusammenbau der Sdulensegmente ist in den Figuren 2 und 3 dar-

gestellt:

1. Das Sdulensegment 11 ist in der zuvor beschriebenen Weise in
ein Haltelement 30 eingehangt (Pfeil 1 in Fig. 2).

2. Ein weiteres Halteelement 30’ wird in das erste Halteelement 30
am Kopfende 31 bis zum Anschlag eingeschraubt. Hierdurch wird
das Séulenelement 11 in dem Halteelement 30 fixiert (Pfeil 2 in
Fig. 2).
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3. Ein weiteres Saulensegment 11’ wird in das verschraubte Halte-

element 30’ einsetzt (Pfeil 3in Fig. 2).

4, Schritt 2 und 3 werden solange wiederholt, bis die gewlinschte

Anzahl Sdulensegmente 30 erreicht ist.

5. In die Vertiefung 15 im obersten Sdulensegments 11 in Fig. 3
wird ein mannlicher Anschlussadapter 40 ei'ngesetzt und die A-

dapterschraube 41 in das Halteelement 30 eingeschraubt.

6. Am unteren Ende 19 des unteren S3ulensegments 11" wird auf
das herausragende Stiick 21" der weibliche Anschlussadapter 42
aufgesteckt und mit der Adaptermutter 43 auf dem Halteelement

30 aufgeschraubt.

7. Die so entstandene segmentierte Sdule kann jetzt mittels einer
Kapillarverbindung (Edelstahl, Kunststoff oder fused Silica) an das

chromatographische System angeschlossen werden.

Sofern in der obigen bevorzugten Ausfiihrungsform beispielsweise ein
Saulensegment mit der doppelten L&nge mit anderen Saulensegmenten
verbunden werden soll, so kann das Saulensegment mit der doppelten
Lange in zwei miteinander verbundenen Halteelementen gehalten und

weiter gekoppelt werden.
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Patentanspriiche

1. Elemente zur Trennung von Substanzen durch Verteilung zwischen
einer stationaren und einer mobilen Phase, welche Trennelemente
eine beliebige stationare Phase und ein Tragerelement umfassen,
dadurch gekennzeichnet, dass die Trennelemente Teil eines Sets
sind, wobei das Set wenigstens zwei Trennelemente T, (i > 2), die
unterschiedliche stationdrere Phasen S, (i > 2) umfassen, aufweist
und das Set von jeder Art von Trennelement T; mit einer bestimm-
ten stationdren Phase S; wenigstens drei Stiick umfasst, und die
Trennelemente dazu vorgesehen sind, miteinander zu einer Trenn-
vorrichtung gekoppelt oder auf sonstige Weise verbunden zu wer-

den.
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2. Setnach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Kopplung
oder Verbindung der Trennelemente untereinander ber die Kopp-
lung oder Verbindung der Trégerelemente erfolgt.

3. Set nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass das Set Trennelemente mit wenigstens drei stationdren Pha-
sen unterschiedlicher Selektivitdten S,, Sg und Sc umfasst und von
jeder dieser drei Arten von Trennelementen in dem Set wenigstens
3, vorzugsweise wenigstens 5, bevorzugt wenigstens 7, und beson-
ders bevorzugt 10 oder mehr enthalten sind.

4. Set nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass die stationdren Phasen des Sets aus der Gruppe der gesattig-
ten oder ungeséttigten Alkylgruppen (C1, C2, C3, C4, C6, C8, C12,
C14, C16, C18, C22, C27, C30), die mono-, poly- oder acyclisch,
ali- oder heterocyclisch sein kénnen, Nitro-, Cyano-, Carbonyl-,
Carboxyl-, Hydroxyl-, Diol-, oder Thiolgruppen, Glycidoxy-Gruppen,
ggf. verethert, Amino- oder chiralen Gruppen, Amidgruppen, Car-
bamate, Harnstoff, Perfluoralkylgruppen oder Perfluorarylgruppen
und andere Halogenalkyl- und Halogenarylgruppen, Polybuta-
diengruppen oder andere organische Polymere, affinitdtschroma-
tographischen Modifizierungen oder ionenaustauschféhige Gruppen
(Kationenaustauscher, Anionenaustauscher, Zwitterionen), nicht-
modifizierte Tdgermaterialien (z.B. Kieselgel) und molekular ge-
pragte Polymere (MIPs) ausgewahlt werden.

5. Set nach einem der vorangegangenen Anspriche, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Linge eines Trennelementes, insbesondere S&u-
lensegmentes, zwischen 0,5 cm und 50 m, vorzugsweise zwischen
1,0 und 12,5 cm und besonders bevorzugt zwischen 1,5 und 2,5

cm, betragt.

6. Set nach einem der vorangegangenen Anspriche, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Set zusatzlich Trennelemente oder -
vorrichtungen zur Durchfihrung der Basismessung umfasst, wobei
die Anzah! der Basismessungselemente vorzugsweise wenigstens
der Anzahl der in dem Set enthaltenen Trennelemente T; unter-
schiedlicher stationdrer Phasen S; entspricht.
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11.

12.

13.

33

Set nach einem der vorausgegangenen Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Set auch Vielfachsegmente oder ~elemente
umfasst, deren Lénge oder Dimension einem Vielfachen der Lange
oder Dimension eines einfachen Trennelements entspricht.

Verwendung eines Sets nach einem der vorangegangenen Anspri-
che in der Fliissigkeitschromatographie (Séulen- oder Planar-), der
Gaschromatographie, der Chromatographie mit Uberkritischen Ga-
sen als mobiler Phase (SFC) und der elektrophoretischen Trennver-

fahren.

Verwendung eines Sets nach einem der vorangegangenen Anspru-
che im nano-, mikro-, analytischen oder préparativen Einsatzbe-

reich.

Verwendung eines Sets nach einem der vorangegangenen Anspru-
che in kontinuierlich arbeitenden Online-Trennverfahren und/oder
Trennverfahren mit dquilibrierter mobiler Phase und/oder isokrati-

schen und/oder isothermen Trennverfahren.

Element zur Trennung von Substanzen durch Verteilung zwischen
einer stationdren und einer mobilen Phase, welche Trennelemente
(11) eine stationdre Phase (12) und ein Tragerelement (13) umfas-
sen, wobei das Trennelement (11") dazu vorgesehen ist, mit ande-
ren Trennelementen, insbesondere aus einem Set gemaB Anspruch
1, gekoppelt oder auf sonstige Weise verbunden zu werden.

Trennelement nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass
das Trennelement ein im Wesentlichen totvolumenfreies gekoppel-

tes Sdulensegment ist.

Trennelement nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet,
dass am oberen und unteren Ende des Sdulensegmentes voneinan-
der unterschiedliche Kopplungsmittel (15, 21), insbesondere ein
mannliches und ein korrespondierendes weibliches Kopplungsmit-
tel, vorgesehen sind, so dass das untere Ende des einen Saulen-
segmentes in ein oberes Ende eines anderen Sdulensegmentes ein-
fihrbar ist. '
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14.

15.

16.
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Trennelement nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet,
dass die Kopplung der Saulensegmente (11) lber Halteelemente
(20), die die Sdulensegmente aufnehmen, erfolgt.

Verfahren zur Herstellung einer optimierten Vorrichtung zur Tren-
nung von Substanzgemischen, dadurch gekennzeichnet, dass
Trennelemente gekoppelt oder verbunden werden, wobei die
Trennelemente unterschiedliche stationdre Phasen S; (i > 2) bein-
halten und von gleicher oder unterschiedlicher Dimension sind,
wobei aus den bestimmten Retentionsfaktoren k; jeder der vorlie-
genden stationdren Phasen S; (i > 2) die optimierte Kombination
der Selektivitdten und der jeweiligen Dimension des Trennelemente
bestimmt und die Trennelemente dann zur optimierten Trennvor-
richtung gekoppelt bzw. verbunden werden.

Verfahren zur Herstellung einer optimierten Vorrichtung zur Tren-
nung von Substanzgemischen, dadurch gekennzeichnet, dass un-
terschiedliche stationdre Phasen Si (i>,2) miteinander gekoppelt,
miteinander verbunden oder aufeinander geschichtet werden, wo-
bei aus den zuvor bestimmten Retentionsfaktoren jeder der vorlie-
genden stationdren Phasen Si die optimierte Kombination der stati-
ondren Phasen Si und deren Dimensionen bzw. Volumen bestimmt
und diese dann, gegebenenfalls in einem geeigneten Trégerelement

miteinander, verbunden oder aufeinander geschichtet werden.
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