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SERIELLEN VERFAHRENSABLAUF

(67) Die Erfindung betrifft einen Mixer, der einen
Schittelkopf (3) aufweist, mit zumindest einer Aufnahme
fur einen Probenbehalter (11), wobei der Schittelkopf
(3) mit der Motorachse (5) eines Schrittmotors (7) ver-
bunden und der Probenbehalter (11) exzentrisch zu der
Motorachse (5) angeordnet ist, und wobei die das Mi-
schen in dem Probenbehalter (11) hervorrufende Bewe-
gung des Schittelkopfes (3) einem Segment eines Krei-
ses entspricht. Diese Bewegung ist durch einen Dreh-
richtungswechsel des Motors (7) bewirkt und die Fre-
quenz der Drehrichtung des Motors (7) sowie die Amp-
litude sind variabel einstellbar.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum Mi-
schen einer kleinen Probenmenge aus dem biologisch-
medizinischen Bereich. Die das Mischen bewirkende
Schittelbewegung erfolgt durch einen Drehrichtungs-
wechsel des Motors (7). Die Frequenz der Drehrichtung
des Motors (7) und die Amplitude innerhalb eines Misch-
vorgangs werden verandert.

Die Erfindung betrifft ebenso die Verwendung fir ei-
ne automatische Probenvorbereitung bei seriellem Ver-
fahrensablauf innerhalb eines vollautomatischen Analy-
sensystems.

HOCHENERGIE-MIXER FUR EINE AUTOMATISCHE PROBENVORBEREITUNG IN EINEM

Fig. 3
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft einen Hoch-
energie-Mixer fir eine automatische Probenvorberei-
tung bei einem seriellen Verfahrensablauf innerhalb ei-
nes vollautomatischen Analysensystems, insbesondere
im Bereich der LC-MS-Analytik.

[0002] Es gehort zu dem Alltag insbesondere von bi-
ologischen, biochemischen und medizinischen Labora-
torien, Lésungen oder allgemein Reaktionsmischungen
als Inhalte von ReaktionsgefalRen durchmischen zu mis-
sen. Bei diesen Reaktionsgefallen kann es sich bei-
spielsweise um Erlenmeyerkolben oder Mikrotiterplatten
handeln. Im Stand der Technik sind fir dieses Durchmi-
schen Mischvorrichtungen bekannt. Eine solche Misch-
vorrichtung ist ein sogenannter Vortex-Mischer. Bei die-
sem Vortex-Mischer wird das Reaktionsgefal}, in dem
sich die zu durchmischenden Lésungen oder sonstigen
Substanzen befinden, auf einen Schittelaufsatz in Form
einer Gummimulde gedrickt, die sich auf der oberen
Grundplatte des Mischers befindet. Die Durchmischung
erfolgt dann durch ein intensives Vibrieren mit Gblichen
Drehzahlbereichen von bis zu 2500 min-!. Solche Vor-
texmischer kénnen im Dauer- oder im Kurzzeitbetrieb
eingesetzt werden.

[0003] Weitere herkdmmliche Mischer sind in Form
von Rundschiittlern mit orbitalem Schiittelantrieb be-
kannt und kdnnen mit Frequenzen von 100 - 1200 min-1
betrieben werden. Die Probe wird dabei in einer kreis-
oder kreisdhnlichen Bewegung gemischt.

[0004] Beiden bekannten Mischern dieser Art besteht
die Problematik, dafd sie kleine und kleinste Probenmen-
gen, wie sie sich insbesondere bei Proben aus dem bi-
ologisch-medizinischen Bereich, beispielsweise Blutpro-
ben, ergeben, die sich in entsprechend klein dimensio-
nierten konischen ProbengeféaRen befinden, nicht oder
nur ungentigend durchmischen.

[0005] Zusatzlich besteht neuerdings immer mehr Be-
darf nach effizienten Analysensystemen, z.B. einem sol-
chen Analysensystem, mit welchem Proben unterschied-
licher Art, insbesondere die bereits genannten Proben
aus dem biologisch-medizinischen Bereich, wie Blutpro-
ben, im Rahmen einer Reihenuntersuchung nicht nur un-
tersucht, sondern fir diese Untersuchung effizient vor-
bereitet werden kdénnen.

[0006] Dazu mussen die Proben zunachst methoden-
spezifisch aufgearbeitet werden, um sie dann dem ei-
gentlichen Messgerat zuzufiihren.

[0007] Wenn beispielsweise Blutplasma-Untersu-
chungen mittels LC-MS durchzufiihren sind, mu3 das
Blutplasma verdlinnt, mit einem internen Standard ver-
setzt und ein Fallungsmittel hinzugegeben werden. Die
so behandelte Probe wird dann geschittelt und zentrifu-
giert, damit der Uberstand als meRbare Probenlésung
der LC-MS zugefiihrt werden kann.

[0008] Solche fiir eine Analyse erforderlichen vorbe-
reitenden Schritte, wie hier am Beispiel der LC-MS-Ana-
lyse erlautert, sind teilweise umstéandlich und zeitinten-
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siv. Sie verlangsamen daher den Prozel3, bis ein Ergeb-
nis erhalten werden kann, erheblich. Es sind bisher Me-
thoden bekannt, welche mehrere aufwendige und von-
einander getrennte Arbeitsschritte, insbesondere die
schon genannten methodenspezifischen Aufarbeitungs-
schritte bendtigen, die zudem unterschiedliche zeitliche
Ablaufe flr die einzelnen Proben zur Folge haben kén-
nen.D.h. die Aufarbeitung ist zumeistin mehrere Arbeits-
schritte aufgeteilt, die parallel, d.h. nebeneinander und
von dem eigentlichen MeRsystem abgekoppelt, durch-
geflihrt werden. Daraus ergeben sich eine Vielzahl von
moglichen Fehlern, welche das analytische Ergebnis
verfalschen oder ganz unbrauchbar machen kdnnen.
[0009] Davon ausgehend lag der vorliegenden Erfin-
dung die Aufgabe zugrunde, einen Mischer bereitzustel-
len, mit dem eine automatische Probenvorbereitung und
- analyse in einem seriellen Verfahrensablauf, insbeson-
dere im Bereich der Flussigkeitschromatographie und
ganz besonders im Bereich der gekoppelten LC-MS-
Analyse, d.h. durch weitere Kopplung mit einem Mas-
senspektrometer, ermdglicht wird.

[0010] Geldst wird diese Aufgabe durch einen Mischer
in Form eines Mixers, der einen Schittelkopf aufweist,
mit zumindest einer Aufnahme fiir einen Probenbehalter,
wobei der Schittelkopf mit der Motorachse eines Schritt-
motors verbunden und der zumindest eine Probenbehal-
ter exzentrisch zu der Motorachse angeordnet ist. Die
das Mischen in dem zumindest einen Probenbehalter
hervorrufende Bewegung des Schittelkopfes entspricht
einem Segment eines gedachten Schiittelkreises, wobei
der Radius dieses Schiittelkreises durch die Distanz zwi-
schen der Motorachse und der Achse des zumindest ei-
nen Probenbehalters definiert ist.

[0011] Die in vorgelagerten Schritten fiir die Analyse
vorbereiteten Proben, wobei zu diesen Schritten je nach
Art der Probe eine Fallung, Flissig-Flissig-Extraktion,
Festphasen-Extraktion, Filtrierung, Derivatisierung
und/oder thermische Inkubation gehéren kénnen und
wobei fir die Proben insbesondere kleine Probenmen-
gen charakteristisch sind, kdnnen mit dem erfindungs-
gemalen Mixer gemischt und seriell, d.h. eine nach der
anderen, direkt mit dem Probenbehélter der weiteren
Aufarbeitung und dann der eigentlichen Analyse zuge-
fuhrt werden.

[0012] Aufgrund der Tatsache, daf’ die Schittelbewe-
gung in Abhangigkeit von dem Schittelsegmentradius
steht, kann nur eine beschrankte Anzahl von Proben mit
der gleichen Schiittelbewegung betrieben werden. Dies
ist allerdings nicht nachteilig, sondern vorliegend ohne
Bedeutung, weil die vorliegende Erfindung vor dem Hin-
tergrund einer seriellen Probenaufarbeitung gemacht
worden ist und diese Uberhaupt erst ermdglichen soll.
Aufgrund der seriellen Verfahrensweise befindet sich im-
mer nur jeweils eine Probe in dem erfindungsgemaRen
Mixer.

[0013] GemaR einer bevorzugten Ausfihrungsformist
die das Mischen hervorrufende Bewegung durch einen
Drehrichtungswechsel des Motors bewirkt und die Fre-
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quenz der Drehrichtung des Motors sowie die Amplitude
sind variabel einstellbar.

[0014] Dadurch kdnnen diese beiden Parameter, Fre-
quenz und Amplitude, beliebig eingestellt und auch wah-
rend eines Schittelzyklus verdandert werden. Auf diese
Weise kénnen stehende Wellen in der zu schiittelnden
flissigen Probe vorteilhaft vermieden werden.

[0015] GemaR einer besonders bevorzugten Weiter-
bildung des erfindungsgemafen Mixers wirkt dieser mit
einem Roboter zusammen, der zumindest einen Arm
zum Beladen und Entladen der Aufnahme fiir den zumin-
dest einen Probenbehalter des Mixers aufweist.

[0016] Dieser Roboter ist Teil einer Robotertechnik
und weist entsprechend eine Schnittstelle zu einer Steu-
erungseinheit auf, so dal dieser vollautomatisch gesteu-
ert und geregelt ist.

[0017] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum
Mischen einer Probe, mit einem Mixer, wie er weiter oben
bereits beschrieben worden ist, bei dem ein die Probe
enthaltender Probenbehélter in eine daflir vorgesehene
Aufnahme eines Schittelkopfes positioniert und die Pro-
be mittels Motorkraft durch eine Hin- und Herbewegung
aufeinem Segment eines Schittelkreises gemischt wird,
dessen Radius sich aus der Distanz zwischen der Mo-
torachse und der Achse des zumindest einen Probenbe-
halters ergibt.

[0018] Somitwird die in dem zumindest einen Proben-
behalter befindliche Probe nicht, wie dies aus dem Stand
der Technik bekannt ist, mit einer kreis- oder kreisahnli-
chen Bewegung gemischt, sondern durch ein Hin- und
Herbewegen.

[0019] Aufdie Vorteile dieses neuartigen Mischverfah-
rens wurde im Hinblick auf den Mixer als solchen bereits
hingewiesen.

[0020] GemaR einer bevorzugten Ausfiihrungsform
des erfindungsgeméaRen Verfahrens erfolgt die das Mi-
schen bewirkende Schittelbewegung durch einen Dreh-
richtungswechsel des Motors, und die Frequenz der
Drehrichtung des Motors und die Amplitude werden in-
nerhalb eines Mischvorgangs verandert, um stehende
Wellen innerhalb der zu mischenden Probe zu vermei-
den.

[0021] Besonders wirksam kénnen stehende Wellen
in der zu mischenden Probe vermieden werden, indem
die das Mischen bewirkende Schiittelbewegung durch
einen Drehrichtungswechsel des Motors erfolgt, und die
Frequenz der Drehrichtung des Motors und die Amplitu-
de innerhalb eines Mischvorgangs unabhangig vonein-
ander verandert werden.

[0022] Im Rahmen einer bevorzugt einfachen und voll-
automatischen Handhabung ist es nach einer weiteren
Ausbildung des erfindungsgemafen Verfahrens vorge-
sehen, dald der die Probe enthaltende Probenbehalter
von oben her in etwa senkrecht in die Aufnahme des
Schittelkopfes eingesetzt wird.

[0023] Die Erfindungbetrifft des weiteren eine Verwen-
dung des Mixers, wie er weiter oben bereits erlautert wor-
denist, und des Verfahrens, wie ebenfalls in seinen mog-
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lichen Schritten bereits dargelegt, fir das Mischen kleiner
Probenmengen aus dem biologisch-medizinischen Be-
reich.

[0024] Insbesondere betrifft die Erfindung die Verwen-
dung fir eine automatische Probenvorbereitung und
-analyse in einem seriellen Analysen-Verfahrensablauf.
[0025] Im folgenden soll die Erfindung anhand eines
Ausflihrungsbeispiels naher erldutert werden.

[0026] Es zeigen:

Fig. 1:  eine schematische Darstellung einer Analy-
senvorbereitung mit einem integrierten erfin-
dungsgemaflen Mixer und einer Flissig-Flis-
sig-Extraktion zur Vorbereitung einer LC-MS-
Analyse, und

Fig. 2:  eine schematische Darstellung einer Analy-
senvorbereitung mit einem integrierten erfin-
dungsgemafRen Mixer und einer Flissig-Flis-
sig-Extraktion kombiniert mit einer Festphase-
nextraktion zur Vorbereitung einer LC-MS-
Analyse, und

Fig. 3:  eine schematische Darstellung des Mixers mit
seinen einzelnen Bestandteilen.

[0027] Beider vorliegenden Erfindung handelt es sich
insbesondere darum, einen Mixer bereitzustellen, der
sich fur eine on-line Probenvorbereitung in dem Sinn ei-
nes seriellen Betriebs eines vollautomatischen Analy-
sensystems eignet. Dazu gehdrt auch die Aufgabe, den
Mixerinder Weise zu konstruieren, dal er fir den Einsatz
einer Robotertechnik mit dem genannten Ziel im Bereich
einer on-line Probenvorbereitung einsetzbar ist.

[0028] Um die genannten Ziele zu erreichen, wurde
ein Mixer konstruiert, der unter Bezugnahme auf Fig. 3
insgesamt mit der Bezugsziffer 1 bezeichnet ist. Dieser
Mixer 1 wird als Hochenergie-Mixer bezeichnet. Er weist
einen Schittelkopf 3 auf, der mit der Motorachse 5 eines
Schrittmotors 7 fest verbunden ist. In dem Schittelkopf
3 sind gemal diesem Ausflihrungsbeispiel vier Aufnah-
men 9 fir Probenbehélter 11 vorgesehen, die exzent-
risch zuder Achse 5 des Schrittmotors 7 angeordnet sind.
Damit werden auch die jeweils in die Aufnahmen 9 po-
sitionierten Probenbehalter 11 exzentrisch zu der Achse
5 des Schrittmotors angeordnet. Jeder Probenbehalter
11 wird von oben her in die jeweils vorgesehene Aufnah-
me 9 des Schiuttelkopfes 3 eingesetzt. Der Schittelkopf
3 ist grundsatzlich auf den jeweiligen Probenbehalter 11
abgestimmt und kann bei Bedarf, je nach dem Typ des
oder der Probenbehélter(s) 11, ausgetauscht werden.
[0029] Fir das Mischen sind noch die erforderlichen
Parameter fiir den Schrittmotor 7 zu bestimmen, die
ebenso sorgfaltig auf den jeweiligen Probenbehalter 11,
den Probenraum 13 und die Probe selbst abgestimmt
sind. Zu den genannten Parametern gehéren die Fre-
quenz und Amplitude fur den Drehrichtungswechsel des
Schrittmotors 7, verbunden mit der Wahl der Winkel-
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schritte des Schrittmotors 7, da das Mischen oder Schiit-
teln durch einen Drehrichtungswechsel des Schrittmo-
tors 7 erfolgt. Drehrichtung-Umschalt-Frequenz und Am-
plitude kénnen dabei beliebig eingestellt werden. Dies
gilt grundséatzlich ebenso fiir die Anzahl der Winkelschrit-
te und den Durchmesser des Schiittelkreises 15.
[0030] GemaR diesem Ausfiihrungsbeispiel werden
die Drehrichtung-Umschalt-Frequenz und Amplitude
auch wahrend ein und desselben Schiittelzyklus veran-
dert, um dadurch stehende Wellen in der zu mischenden
bzw. zu schittelnden Probe zu vermeiden. In der Praxis
andertder Schrittmotor 7 mehrmals in der Sekunde seine
Drehrichtung.

[0031] Der Radius des Schiittelkreises 15 ergibt sich
grundséatzlich aus der Distanz zwischen der Motorachse
5 und der Probenbehéalterachse 17. Die zu mischende
Probe wird nun nicht mittels einer Kreisbewegung oder
einer kreisdhnlichen Bewegung gemischt, sonderndurch
das Hin- und Herbewegen auf einem Segment des
Schiittelkreises 15. Durch ein schnelles Wechseln der
Drehrichtung und durch die Wahl der Winkelschritte des
Schrittmotors 7 ergibt sich die gewlinschte Schiittelbe-
wegung auf dem entsprechenden Segment des Schiit-
telkreises 15.

[0032] Inden Fig. 1 und Fig. 2 ist der erlauterte Mixer
1 dargestellt, wie er innerhalb eines kompletten Analy-
sensystems zur Analyse von Proben 19 aus dem biolo-
gisch-medizinischen Bereich, die im Rahmen einer Rei-
henuntersuchung mit integrierter vollautomatischer Pro-
benvorbereitung mittels LC-MS untersucht werden sol-
len, eingebettetist. Die Proben 19 missen zunachst me-
thodenspezifisch aufgearbeitet werden, um sie dann
dem eigentlichen MeRgerat zufiihren zu kdnnen. Im Aus-
fuhrungsbeispiel sind Blutplasma-Untersuchungen mit-
tels LC-MS durchgefiihrt worden. Dazu muf} das Blut-
plasma verdiinnt, mit einem internen Standard versetzt
und ein Fallungsmittel hinzugegeben werden. Jede der
so behandelten Proben 19 wird dann zunéachst mittels
des erfindungsgemalen Mixers 1 geschittelt und an-
schlielend noch zentrifugiert, damit der Uberstand als
meRbare Probenlésung der LC-MS zugefiihrt werden
kann.

[0033] Wahrend in Fig. 1 eine solche Probenvorberei-
tung fir eine Flussig-Flissig-Extraktion schematisch
dargestellt ist, betrifft die Darstellung in Fig. 2 eine Pro-
benvorbereitung, bei welcher eine Flussig-Flussig-Ex-
traktion und eine Festphasenextraktion (SPE) mdglich
sind. Der erfindungsgemafe Mixer 1 kann in beiden Sys-
temen gleichermallen eingesetzt werden. Entsprechend
ist erin Fig. 1 mit der Bezugsziffer 1 und in Fig. 2 mit der
Bezugsziffer 1’ bezeichnet. Dabei wird der Mixer 1 ein-
gesetzt, wie er bereits weiter oben im Detail beschrieben
worden ist, ohne zwischen den Darstellungen der Fig. 1
und 2 zu unterscheiden oder unterscheiden zu missen.
[0034] Bei einer vollautomatischen Probenvorberei-
tung und -analyse, wie gemaf den Fig. 1 und 2 durch-
geflhrt, wird die zu mischende Probe 19 jeweils tber
einen Roboterarm in den Mixer positioniert und anschlie-
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Rend zusammen mit dem Probenbehélter 11 in eine
nachgeordnete Zentrifuge transferiert, die ebenfalls tGber
eine computerimplementierte Steuerung verfiigt.

[0035] Wenn weiter oben schon erlautert wurde, dafl
die Drehrichtung-Umschalt-Frequenz und Amplitude
auch wahrend ein und desselben Schiittelzyklus veran-
dert werden, um dadurch stehende Wellen in der zu mi-
schenden bzw. zu schiitteinden Probe zu vermeiden, und
dalR dabei der Schrittmotor 7 mehrmals in der Sekunde
seine Drehrichtung andert, so bedeutet dies im Hinblick
auf die vollautomatische Probenvorbereitung eine com-
puterimplementierte Steuerung. D.h. es wird Uber die
Software ein definiertes, flr die jeweilige Probenvorbe-
reitung und - analyse erforderliches und typisches Schit-
telmuster programmiert und dann vollautomatisch gefah-
ren.

[0036] Der Vollstandigkeit halber ist an dieser Stelle
noch zu erwdhnen, daf} die Beschriftung des jeweils zu
analysierenden und fir die Analyse entsprechend vor-
zubereitenden Probenbehalter 11 durch eine Bilderfas-
sung registriert wird, um die jeweilige Probe 19 ver-
wechslungsfrei den dazugehdérigen Messdaten zuzuord-
nen. Dies erfolgt dadurch, dal der Probenbehalter 11 in
eine definierte Winkelposition gedreht und photogra-
phiert wird. Aus den so erhaltenen Bildern wird ein zwei-
dimensionales Bild erzeugt, welches die AuRenseite des
Probenbehalters 11 darstellt und mit dem MefRresultat
zu jedem Schritt innerhalb des Analysensystems in Be-
zug gesetzt werden kann.

Patentanspriiche

1. Mixer, der einen Schuttelkopf (3) aufweist, mit zu-
mindest einer Aufnahme fir einen Probenbehalter
(11), wobei der Schiittelkopf (3) mit der Motorachse
(5) eines Schrittmotors (7) verbunden und der zu-
mindest eine Probenbehalter (11) exzentrisch zu der
Motorachse (5) angeordnet ist, und wobei die das
Mischen in dem zumindest einen Probenbehalter
(11) hervorrufende Bewegung des Schittelkopfes
(3) einem Segment eines Schiittelkreises (15) ent-
spricht, dessen Radius durch die Distanz zwischen
der Motorachse (5) und der Achse (17) des zumin-
dest einen Probenbehalters (11) definiert ist.

2. Mixer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB die das Mischen hervorrufende Bewegung
durch einen Drehrichtungswechsel des Motors (7)
bewirkt und die Frequenz der Drehrichtung des Mo-
tors (7) sowie die Amplitude variabel einstellbar sind.

3. Mixernach Anspruch 1 oder2, der miteinem Roboter
zusammenwirkt, der zumindest einen Arm zum Be-
laden und Entladen der Aufnahme fiirden zumindest
einen Probenbehélter (11) des Mixers (1, 1’) auf-
weist.
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Verfahren zum Mischen einer Probe, insbesondere
einerkleinen Probenmenge aus dem biologisch-me-
dizinischen Bereich, mit einem Mixer (1, 1°) nach ei-
nem der Anspriiche 1 bis 3, bei dem ein die Probe
enthaltender Probenbehélter (11) in eine daflir vor- 5
gesehene Aufnahme (9) eines Schittelkopfes (3)
positioniert und die Probe mittels Motorkraft durch
eine Hin- und Herbewegung auf einem Segment ei-
nes Schittelkreises (15) gemischt wird, dessen Ra-
dius sich aus der Distanz zwischen der Motorachse 10
(5) und der Achse (17) des zumindest einen Proben-
behalters ergibt.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die das Mischen bewirkende Schit- 75
telbewegung durch einen Drehrichtungswechsel
des Motors (7) erfolgt, und die Frequenz der Dreh-
richtung des Motors (7) und die Amplitude innerhalb
eines Mischvorgangs verandert werden.

20
Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch ge-
kennzeichnet, daB die das Mischen bewirkende
Schittelbewegung durch einen Drehrichtungswech-
sel des Motors (7) erfolgt, und die Frequenz der
Drehrichtung des Motors (7) und die Amplitude in- 25
nerhalb eines Mischvorgangs unabhéangig vonein-
ander verandert werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 6, da-
durch gekennzeichnet, daB der die Probe enthal- 30
tende Probenbehalter (11) von oben her in etwa
senkrecht in die Aufnahme (9) des Schittelkopfes

(3) eingesetzt wird.

Verwendung des Mixers nach einem der Anspriiche 35
1 bis 3 und des Verfahrens nach einem der Anspri-

che 4 bis 7 fir das Mischen kleiner Probenmengen

aus dem biologisch-medizinischen Bereich.
Verwendung nach Anspruch 8 firr eine automatische 40

Probenvorbereitung und -analyse in einem seriellen
Analysen-Verfahrensablauf.
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