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Durchsatzsteigerung von Trenntechniken durch „Multiplexing“**
Oliver Trapp*

Die Suche nach hoch effizienten Katalysatoren, potenziellen
Wirkstoffen und Leitstrukturen oder Krankheitsmarkern in
der medizinischen Diagnostik ist von großem wissenschaftli-
chem und �konomischem Interesse.[1,2] Parallelisierte Hoch-
durchsatzuntersuchungen in Kombination mit raffinierten
analytischen Techniken werden gegenw*rtig angewendet, um
Reaktionsprodukte zu identifizieren und zu quantifizieren
und um Ums*tze zu bestimmen.[3–5] In Abh*ngigkeit von der
Probenkomplexit*t solcher Hochdurchsatzuntersuchungen
wird Chromatographie oder Elektrophorese mit Spektro-
skopie oder Massenspektrometrie gekoppelt, um die Zu-
sammensetzung zu analysieren.[6] Da diese zeitaufw*ndigen
Trennoperationen die Gesamtleistung limitieren, wird inten-
siv nach Ans*tzen gesucht, um die Geschwindigkeit durch
Optimierung kontinuierlicher Probeninjektionen oder durch
die Verwendung schneller und parallelisierter Trenntechni-
ken zu steigern.[7, 8] Ein anderer Ansatz zur Verbesserung der
analytischen Leistung greift auf die Miniaturisierung zur>ck,
um die Analysenzeit zu reduzieren und den Probendurchsatz
zu steigern,[9–11] jedoch erfordert dies h*ufig aufw*ndige Op-
timierungen bei variierenden Analytkonzentrationen. Den-
noch ist die kontinuierliche Probenanalyse in Echtzeit bei
parallelisierten Hochdurchsatzverfahren f>r kinetische Un-
tersuchungen von Katalysatoren oder zum Nachweis von
Aktivierungs- und Desaktivierungsprozessen w>nschenswert.
H*ufig ist dies jedoch auf Einzelreaktoren beschr*nkt oder
muss sequenziell durchgef>hrt werden; so ben�tigt etwa die
GC-Analyse der Gasphasenzusammensetzung eines 7 B 7-
Parallelreaktors mit einer typischen Analysenzeit von 20 min
pro Probe >ber 16 h reine Messzeit pro Zyklus. Wie in der
CW-Spektroskopie ist der Gesamtauslastzyklus gering, und
typischerweise wird die meiste Zeit mit der Aufnahme von
Detektorhintergrundsignal verschwendet. Trotz dieser Ein-
schr*nkungen sind kinetische Untersuchungen an großen
Katalysatorbibliotheken sehr bedeutsam, um f>r die zuk>nf-
tige Entwicklung neuer Materialien und Katalysatoren Ein-
blicke in die Reaktionsmechanismen zu gewinnen. Die gr�ßte
Herausforderung ist die Steigerung des Auslastzyklus des

Trennsystems, um maximale Information bei minimaler
Analysenzeit zu erhalten.

In der Spektroskopie[12] und Massenspektrometrie[13,14]

werden h*ufig „Multiplexing“-Verfahren, wie Fourier- und
Hadamard-Transformation (FT und HT)[15] verwendet, um
den Auslastzyklus zu erh�hen und das Signal-Rausch-Ver-
h*ltnis (SNR, Fellgett-Vorteil) zu verbessern. Fr>here Ver-
suche, Multiplexing-Verfahren auf Trennmethoden anzu-
wenden, beschr*nkten sich auf die Verbesserung des Signal-
Rausch-Verh*ltnisses f>r eine einzelne Probe.[16–19]

Im Folgenden wird ein neues, auf Multiplexing beruhen-
des Verfahren beschrieben, das den Durchsatz eines chro-
matographischen Systems inh*rent steigert (Abbildung 1).

Im Unterschied zu einer herk�mmlichen chromatogra-
phischen Trennung besteht hierbei das Chromatogramm aus
2n�1 >berlappten Chromatogrammen, z.B. 1023 in Abbil-
dung 1b, das die Analytkonzentrationen von 100 unter-
schiedlichen Proben darstellt (Abbildung 1c).

In Abbildung 2 ist der experimentelle Aufbau zur Pro-
benanalyse aus einem chemischen N-fach-Parallelreaktor
schematisch dargestellt.

Die Proben werden kontinuierlich in einen 6-Kanal-
Multiplexinginjektor >berf>hrt, der sich auf einem GC-In-
jektor befindet (Abbildung 2a). Diese Proben werden durch
den Multiplexinginjektor schnell entsprechend einer bin*ren
n-Bit-Pseudozufallssequenz auf die Trenns*ule injiziert
(Barcode, siehe Abbildung 2b, schwarzer Barcode). Die
bin*re Pseudozufallssequenz ist wiederum in Untersequen-
zen unterteilt („Barcodelets“, siehe Abbildung 2b: farbiger
Barcode, der den einzelnen Reaktorkan*len zugeordnet ist),
die die einzelnen Proben mit *hnlicher Analytzusammenset-
zung aber unterschiedlicher Konzentration kodiert. Diese
Barcodelets werden verwendet, um die zeitversetzten und
sich wiederholenden Injektionen einer Probe mit einem
Computer zu steuern. Strukturierte, sich wiederholende In-
jektionen sind f>r die eindeutige Identifizierung der einzelnen
Proben notwendig. Die Analyte jeder einzelnen Injektion
werden auf der Trenns*ule getrennt und liefern zeitversetzte
Chromatogramme (Abbildung 2b). Das gemessene Chro-
matogramm stellt eine Faltung dieser >berlappenden, zeit-
versetzten Chromatogramme dar (Abbildung 2c). Die Infor-
mation der einzelnen Analyte ist in der kompletten Modu-
lationssequenz enthalten (Barcode), w*hrend die einzelne
Probeninformation innerhalb der Untersequenzen (Bar-
codelets) der strukturierten Sequenz gespeichert ist. Um den
Probendurchsatz zu erh�hen, wurden 1) lange bin*re Pseu-
dozufallssequenzen zur Modulation einer großen Anzahl von
Probeninjektionen, 2) kurze Injektionsintervalle, 3) stabile
und reproduzierbare Probeninjektionen auf die Trenns*ule
verwendet, und schließlich 4) die bin*re Pseudozufallsse-
quenz in Untersequenzen mit gleichem und ausreichendem
Informationsgehalt zur Kodierung einzelner Proben unter-
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teilt. Lange n-Bit-Pseudozufallssequenzen mit N Elementen
(N= 2n�1), die von Hadamard-Matrizen abgeleitet werden,
bestehen zu je 50% aus den Elementen „0“ (keine Proben-
injektion) und „1“ (Probeninjektion), sodass der Gesamt-
auslastzyklus a priori auf 50% gesteigert wird. Die Sequenzen
sind einzigartig, und daher kann die kodierte Information
sp*ter durch Anwendung der HT eindeutig identifiziert
werden. Weiterhin wird mit steigender Sequenzl*nge N das
Signal-Rausch-Verh*ltnis verbessert (Maximale Verbesse-
rung

ffiffiffiffi

N
p

/2).
Um einen hohen Probendurchsatz bei minimaler Ge-

samtanalysenzeit zu erreichen, werden pr*zise Injektionsin-
tervalle (Zeitintervalle Dt) zwischen 500 und 2000 ms sowie
kurze, reproduzierbare Injektionspulse angewendet. Da es
notwendig ist, unterschiedliche Proben nacheinander und
ohne Verz�gerung zu injizieren, wurde ein 6-Kanal-Durch-
fluss-Split/Splitless-Multiplexinginjektor entworfen und mit
einer Injektionsnadel auf einen herk�mmlichen Splitinjektor
eines GC montiert (Abbildung 2a). Die Proben werden im
Probeneinlass des beheizten Multiplexinginjektors kontinu-
ierlich verdampft und durch kurze Druckst�ße (bis hinab zu
1 ms) mit 400 kPa durch ein elektromagnetisches Ventil inji-
ziert, um hoch reproduzierbare Probenmengen zu erhalten
(siehe die Hintergrundinformationen). Verglichen mit einem

herk�mmlichen Injektionssystem, beispielsweise einem au-
tomatischen Fl>ssigprobenwechsler, f>hren diese Injektions-
pulse zu sehr geringen Probenvolumina. Im Durchschnitt
verringert sich die Peakbreite wh um den Faktor 3 (� 20%),
was wiederum die Trenneffizienz (� (1/wh)

2) und das Multi-
plex-Chromatogramm verbessert.

W*hrend typischerweise das Zeitintervall Dt gleichzeitig
die Dauer des Injektionspulses definiert und zu rechteckigen
Konzentrationsprofilen auf der Trenns*ule f>hrt, wurden hier
die Injektionspulse deutlich k>rzer gew*hlt (im Millisekun-
denbereich) als das Zeitintervall Dt, um die Aufl�sung der
erhaltenen Chromatogramme zu verbessern und so die In-
formationsdichte weiter zu steigern. Der Splitinjektor und der
elektronisch gesteuerte Gasfluss des GC reduzieren Druck-
und Flussschwankungen und minimieren Abweichungen in
den Retentionszeiten tR der injizierten Analyte. Weiterhin
konnte eine Vermischung der Proben verhindert werden,
indem die Injektionsnadel und die Probeneinl*sse durch den
Tr*gergasfluss aus dem Split/Splitless-Injektor des GC ge-
sp>lt werden. Mit diesem Injektionssystem wurde eine aus-
gezeichnete Signalstabilit*t f>r wiederholende Probeninjek-
tionen von Analyten mit unterschiedlicher Konzentration
erreicht (siehe die Hintergrundinformationen). Gleiche Si-
gnalh�hen k�nnen den gleichen Analyten zugeordnet

Abbildung 1. a) Konventionelles Gaschromatogramm einer Probe mit 5 Analyten. b) Gefaltetes Chromatogramm von 1000 Probeninjektionen, das
durch Hochdurchsatz-Multiplexing-GC (htMPGC) von 100 Proben mit 5 Analyten unterschiedlicher Konzentration erhalten wurde. Durchsatz: 120
Proben pro Stunde. c) ZeitaufgelCste Analytkonzentrationen (A1–A5), die durch Dekonvolution von b) erhalten wurden.
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werden, Abweichungen werden durch Nberlappung unter-
schiedlicher Proben verursacht. Mit dem Multiplexinginjek-
tor wurden bis zu 3000 Injektionen pro Stunde (Dt= 0.6 s,
50% Auslastzyklus) von unterschiedlichen Probeneinl*ssen
erreicht.

Zur eindeutigen Selbstkodierung der einzelnen Proben-
injektionen wurde die bin*re n-Bit-Zufallssequenz (Barcode)
in Abschnitte gleichen Informationsgehalts unterteilt (Bar-
codelets). In Abh*ngigkeit von der Zahl der Analyte pro
Probe wurde jeder Probe im Experiment eine Zahl auf-
einanderfolgender Injektionen zwischen 5 und 50 zugeordnet.
Mit steigender Probenkomplexit*t sind mehr aufeinander-
folgende Injektionen notwendig.

Die Minimalzahl aufeinanderfolgender Injektionen rmin

kann aus der Zahl der Elemente „1“ in der Modulationsse-
quenz und der Maximalzahl analysierbarer Proben imax er-
halten werden.

rmin ¼
N

2 imax
ð1Þ

F>r die eindeutige Bestimmung eines einzelnen Analyten
j einer Probe i darf das Produkt (jmax B imax) der Maximalzahl
von Analyten jmax und der maximalen Probenzahl imax die
Maximalzahl von Datenpunkten, die durch Hochdurchsatz-
Multiplexing-GC (htMPGC) erhalten werden, nicht >ber-
schreiten.

Die Zahl der Datenpunkte ergibt sich aus der Summe aus
Sequenzl*nge N und dem Verh*ltnis von maximaler Reten-
tionszeit tmax

R zu Zeitintervall Dt, multipliziert mit der Da-
tenaufnahmefrequenz f [Hz]. Die maximale Probenzahl imax

kann mit Gleichung (2) eindeutig bestimmt werden.

imax ¼ f
N þ ðtmax

R =DtÞ
jmax

ð2Þ

Der Probendurchsatz P einer
htMPGC-Analyse wird durch das Ver-
h*ltnis der maximalen Probenzahl imax

und der Gesamtdauer tmax ausgedr>ckt
[Gl. (3)].

P ¼ imax

tmax
ð3Þ

Hier wurde die Leistungsf*higkeit
dieses Verfahrens durch die Analyse von
100 Proben aus den 5 Analyten Metha-
nol, n-Butanol, tert-Butanol, n-Heptan
und Toluol in unterschiedlichen Kon-
zentrationen gezeigt (Abbildung 3).

Die Proben wurden nacheinander
mit dem 6-Kanal-Durchfluss-Split/Split-
less-Multiplexinginjektor nach den Vor-
gaben von bin*rer n-Bit-Zufallssequenz,
Zeitintervall Dt und der Zahl aufeinan-
derfolgender Injektionen auf die Trenn-

Abbildung 2. Hochdurchsatz-Multiplexing-Gaschromatographie (htMPGC). a) Schematischer
experimenteller Aufbau zur Probenanalyse eines N-fach-Parallelreaktors. Die Proben werden
gemIß einer binIren n-Bit-Pseudozufallssequenz (hier n=5) mit 2n�1 Zeitintervallen der
LInge Dt (im Sekundenbereich) nacheinander durch kurze Druckpulse (1–5 ms) mit dem Mul-
tiplexinginjektor auf die TrennsIule injiziert. Diese Sequenz ist aufgeteilt in Barcodelets, die
jeweils einen Kanal des N-fach-Parallelreaktors zur eindeutigen Identifizierung der Proben ko-
dieren. b) Zeitlich verschobene Chromatogramme, die durch wiederholte Probeninjektion
gemIß der Barcodelets der n-Bit-Pseudozufallssequenz erhalten werden. c) Ein gefaltetes Chro-
matogramm, das die Summation der Chromatogramme in (b) darstellt.

Abbildung 3. Experimentelle htMPGC-Daten. Proben mit 5 Analyten
unterschiedlicher Konzentrationen wurden mit dem 6-Kanal-Durch-
fluss-Split/Splitless-Multiplexinginjektor gemIß einer binIren 11-Bit-
Pseudozufallssequenz (2047 Zeitintervalle) mit Injektionspulsen von
1 ms erhalten. a) Zeitintervall Dt=2 s (900 Injektionen pro Stunde),
25 Injektionen pro Probe (32 Proben pro Stunde). b) Dt=1 s (1800 In-
jektionen pro Stunde), 10 Injektionen pro Stunde (150 Proben pro
Stunde). c) Dt=1 s (1800 Injektionen pro Stunde), 5 Injektionen pro
Stunde (299 Proben pro Stunde). d)–f) Hadamard-transformierte
Chromatogramme der Rohdaten in a)–c). Die kleinen Chromatogram-
me zeigen die Zusammensetzung ausgewIhlter Proben nach der Da-
tendekonvolution.
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s*ule injiziert. Die Ergebnisse
dreier Experimente mit einer 11-
Bit-Sequenz (2047 Elemente) und
abnehmendem Zeitintervall Dt (von
2 s bis 1 s) und sinkender Zahl auf-
einanderfolgender Injektionen pro
Probe (von 25 bis 5) sind in Abbil-
dung 3a–c dargestellt (32, 150 bzw.
299 Proben pro Stunde). Durch
Reduktion des Zeitintervalls Dt auf
600 ms (3000 Probeninjektionen pro
Stunde, 5 aufeinanderfolgende In-
jektionen) konnte der Durchsatz
auf 453 Proben pro Stunde erh�ht
werden, was einer Steigerung um
einen Faktor 38 verglichen mit der
jeweiligen konventionellen Tren-
nung entspricht (siehe die Hinter-
grundinformationen). Dies stellt
eine außerordentliche Verbesserung
gegen>ber dem derzeitigen Stand
der Technik dar (12 Proben pro
Stunde).

Trotz der schnellen Modulation
(900 Injektionen pro Stunde f>r
Abbildung 3a, 1800 Injektionen f>r
Abbildung 3c und Abbildung 3e)
kann in diesen Chromatogrammen
eine Grundlinientrennung beob-
achtet werden. Wegen der unter-
schiedlichen Probenzusammensetzungen hat die Einh>llende
f>r l*ngere Zeitintervalle Dt und mehr aufeinanderfolgende
Injektionen eine ausgepr*gte S*gezahnstruktur. In Abbil-
dung 3d–f sind die jeweiligen Hadamard-transformierten
Nbersichtschromatogramme gezeigt, die durch ein scheinba-
res Hintergrundrauschen charakterisiert sind, was aus der
Nberlagerung der unterschiedlichen Analytkonzentrationen
der Proben herr>hrt. Als vergr�ßerte Einsch>be sind Chro-
matogramme einzelner Proben gezeigt, die nach der Daten-
entfaltung erhalten wurden. Um die relativen Analytkon-
zentrationen in jeder Probe zu bestimmen, wurde ein Ent-
faltungsalgorithmus f>r die Rohdaten entwickelt (Abbil-
dung 4).

Zun*chst wird das Rohchromatogramm durch HT in ein
Nbersichtschromatogramm >berf>hrt, das die Information
>ber die Zahl der Analyte, ihre Retentionszeiten tR und Pe-
akbreiten wh enth*lt. Diese Daten werden zum Aufstellen der
Matrix fAi,j(t) gem*ß der strukturierten Modulationssequenz
verwendet. Deshalb werden im ersten Schritt Elutionsprofile
f>r die einzelnen Analyten unter Ber>cksichtung der chro-
matographischen Daten und der Barcodelets berechnet, die
eine einzelne Reihe dieser Matrix darstellen. Die gesamte
Matrix fAi,j(t) repr*sentiert die Peakformen der einzelnen
Probeninjektionen und ihrer Analyte. Das Produkt aus der
Matrix und dem unbekannten Konzentrationsvektor (Ai)
stellt die gefalteten Rohdaten dar (siehe Abbildung 4). Zur
L�sung dieses linearen Gleichungssystems wird ein Gauß-
Jordan-Algorithmus angewendet. Dabei wurde festgestellt,
dass die Rechenzeit durch Aufteilen des Chromatogramms

und des linearen Gleichungssystems in k>rzere Abschnitte
und getrenntes L�sen betr*chtlich reduziert wird (siehe die
Hintergrundinformationen). Das Endergebnis ist der Kon-
zentrationsvektor (Ai), der mit der normierten Analytpeak-
form-Matrix fAi,j(t) multipliziert werden kann, um ein kon-
ventionelles Chromatogramm einer einzelnen Probe zu er-
halten. Die relativen Peakfl*chen wurden durch Integration
dieser Unterchromatogramme bestimmt. Abweichungen bei
der Integration, die durch den Dekonvolutionsprozess ver-
ursacht werden, werden durch Subtraktion der entfalteten
Chromatogramme vom Rohchromatogramm bestimmt (Ab-
bildung 4). In Tabelle 1 sind die statistischen Daten f>r das
Experiment mit 102 Proben zusammengefasst (Abbildung 3b
und e). Die maximale mittlere Standardabweichung zwischen

Abbildung 4. Flussdiagramm des Datendekonvolutionsprozesses f#r htMPGC-Chromatogramme
zur Bestimmung der relativen Analytkonzentrationen der jeweiligen Proben. Die HT des Rohchroma-
togramms (links oben) ergibt eine Kbersicht der Analytpeaks. Die Retentionszeiten und Formen der
Analytpeaks werden zum Aufstellen der Matrix fAi,j

(t) mit normierten Peakprofilen gemIß der struk-
turierten Modulationssequenz verwendet. Jede Matrixreihe reprIsentiert das Chromatogramm eines
wiederholt injizierten Analyten einer einzelnen Probe. Die Multiplikation dieser Matrix mit dem Kon-
zentrationsvektor der Analyten aller Proben entspricht dem Rohchromatogramm, dargestellt als
Vektor I(t). Dieses lineare Gleichungssystem wird mit einem Gauß-Jordan-Algorithmus gelCst, um
die Analytkonzentrationen zur Berechnung der konventionellen Chromatogramme der jeweiligen
Proben zu erhalten (rechts oben, Chromatogramm der Probe Nr. 7).

Tabelle 1: Statistik und Ergebnisse aus der Entfaltung einer htMPGC-
Analyse von 102 Proben mit jeweils 5 Analyten.[a]

Injektions-
kanal

Mittlere Standard-
abweichung des Peak-

verhIltnisses [%]

Mittlere Abweichung vom
konventionell bestimmten

PeakverhIltnis [%]

1 0.98 0.10
2 0.91 0.35
3 1.47 0.41
4 1.19 0.63
5 0.65 0.37
6 0.89 0.28
Durchschnitt 1.02 0.36

[a] BinIre 11-Bit-Pseudozufallssequenz (2.047 Zeitintervalle), Injekti-
onspulse von 1 ms, Zeitintervalle Dt=1 s, 10 Injektionen pro Probe.
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experimentellen und ausgewerteten Daten betr*gt 1.47%,
und die durchschnittliche Standardabweichung ist 1.02% der
Peakfl*chenverh*ltnisse, bezogen auf die zuerst eluierte
Fraktion jeder Probe. Die Daten wurden auch mit den Pe-
akfl*chenverh*ltnissen konventionell gemessener Proben
verglichen. Hier betr*gt die maximale Abweichung 0.63%
und der Durchschnitt 0.36%, was die hohe Nbereinstimmung
zwischen der konventionellen GC und der htMPGC demon-
striert.

Die hier beschriebene Technik steigert den Informati-
onsgehalt und reduziert zugleich die Gesamtzeit der chro-
matographischen Analyse. Die zeitaufgel�ste Quantifizie-
rung von Analyten, gerade auch in komplexeren Probenge-
mischen, ist besonders interessant in Hinblick auf Echtzeit-
analysen f>r kinetische und mechanistische Untersuchungen
in Parallelreaktoren. Die Kopplung mit Massenspektrometrie
oder einer zus*tzlichen Chromatographiemethode k�nnte die
Informationsdichte weiter erh�hen und zugleich die Reakti-
onsprodukte identifizieren. Die Anwendung des vorgestellten
Verfahrens auf andere chromatographische und elektropho-
retische, insbesondere auf ultraschnelle Trenntechniken, kann
ebenfalls in Betracht gezogen werden, um den Proben-
durchsatz in zuk>nftigen Anwendungen zu maximieren.
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