MACHEREY-NAGEL

. —NUCLEOSHELL® RP-S&ulen

Bitte beachten: Allen HPLC-Saulen von MACHEREY-NAGEL liegt ein Zertifikat bei, dem spezifische Daten
und Testergebnisse der Saule entnommen werden kénnen. Mit jeder NUCLEOSHELL® RP-Sé&ule haben Sie
ein Qualitatsprodukt auf Basis des hocheffizienten Core-Shell-Kieselgels NUCLEOSHELL® erworben, das spe-
ziell fUr den Einsatz in der chromatographischen Hochleistungsanalytik entwickelt wurde. Bei sorgféltiger und
sachgerechter Verwendung kénnen beste Trennresultate und eine lange Lebensdauer erzielt werden. Dieses
Produkt kann zur Trennung zahlreicher Gemische und zur quantitativen Bestimmung der darin enthaltenen
Komponenten eingesetzt werden. Alle HPLC-Trenns&ulen sind gemé&B den allgemeingdiltigen Prinzipien und Ar-
beitstechniken der Hochleistungs-Fliissigchromatographie zu verwenden. Der korrekte Ablauf der analytischen
Methodik und insbesondere die Prifung der Leistungsféhigkeit des kompletten Analysensystems, also Trenn-
séule und HPLC-Anlage sowie die Anpassung der Analysenbedingungen an die Erfordernisse der jeweiligen
Aufgabenstellung liegt in der Verantwortung des Kunden und ist durch den jeweiligen Anwender sicherzustel-
len. MACHEREY-NAGEL tbernimmt keine Garantie oder Gewahrleistung fur die erfolgreiche Durchfiihrung von
Applikationen oder Trennungen. Falls Sie nach dem Lesen dieser Anleitung noch Fragen haben sollten, wenden
Sie sich bitte an unseren Service / technische Produktberatung.

Inhaltsiibersicht

Sicherheitshinweise Eluent Séaulenaufbewahrung
Beschreibung der Saulen Flussrate und Druck Behebung méglicher Fehler
Installation Temperatur Séulenregenerierung
Vorséaulen Detektion Zusammenfassung

Probe Equilibrierung

Sicherheitshinweise

Beachten Sie die allgemeinen Gefahrenhinweise fiir die jeweiligen Mobilphasensysteme (z. B. Acetonitril oder
Methanol) und treffen Sie beim Arbeiten entsprechende SchutzmaBnahmen, z. B. Augenschutz gegen austre-
tende Flissigkeiten bei plétzlichem Bruch von Kapillarverbindungen. Bitte fliihren Sie verbrauchte HPLC-Saulen
gemanB den landesspezifischen Umweltrichtlinien einer fachgerechten Entsorgung zu. Gewéhrleisten Sie, dass
die Trennséulen nur von dem daflr zustdndigen Fachpersonal eingesetzt werden. Lassen Sie HPLC-Saulen
nicht in die Hande von Kindern gelangen. Jegliche Garantie oder Gewéhrleistung von MACHEREY-NAGEL
erlischt, falls durch unsachgeméBe Verwendung oder Behandlung (insbesondere das Offnen der S&ule und
Freilegen des Saulenbettes) Folgeschéden auftreten.

Beschreibung der Saulen

Als stationére Phase enthalten die NUCLEOSHELL® RP-S&ulen nach speziellen Verfahren modifiziertes Core-
Shell-Kieselgel (fester Kern aus Siliciumdioxid, umgeben mit einer homogenen Schale aus porésem Kieselgel).
Durch diese Core-Shell-Partikeltechnologie lassen sich héchste Saulenleistungen hinsichtlich der Auflésung, der
Analysenzeiten und des Saulenriickdrucks erzielen.

NUCLEOSHELL® | Modifizierung Eigenschaft/ Stabilitat

RP-Phase

RP 18 Octadecyl, Multi-endcapping hydrophob, pH 1-11, LC/MS

RP 18plus Octadecyl (monomer), Multi-endcapping | hydrophob, polar, pH 2-9, LC/MS

Phenyl-Hexyl Phenyl-Hexyl, Multi-endcapping hydrophob, aromatische Selektivitat,
pH 1-10, LC/MS

PFP Pentafluorphenyl, Multi-endcapping hydrophob, polar, aromatische und sterische
Selektivitat, pH 1-9, LC/MS

Hier nicht aufgefihrte NUCLEOSHELL® RP-Séulen (z. B. neue Entwicklungen) kénnen ebenfalls entsprechend
dieser Gebrauchsanweisung angewendet und behandelt werden.

Installation

Der Einbau der HPLC-Saulen sollte unter Beriicksichtigung der Flussrichtung, die auf dem Saulenetikett ver-
merkt ist, erfolgen. Sie werden mit gerétetypischen 1/16" Kapillaren und Verschraubungen angeschlossen.
Vorsdaulen

Zum Schutz und zur Verlangerung der Lebensdauer der S&ule sollten immer Vorsaulen verwendet werden. Die
Filterelemente und das Sorbens der Vorsdule halten Verunreinigungen aus der Probe oder dem Eluenten zurick.
Der Anschluss der Vorsaule an die Trennséule erfolgt mittels Vorsaulenhalter (siehe hierzu www.mn-net.com
oder MN Chromatographie-Katalog). Ein Wechsel der Vorsaule ist erforderlich, sobald eine Erh6hung des S&u-
lendruckes und/oder eine Verschlechterung der Trennleistung beobachtet wird.

Probe

Die Probe wird in der Regel im Eluenten geldst und vor der Aufgabe auf die Saule durch die Verwendung eines
Spritzenvorsatzfilters (z. B. CHROMAFIL® Xtra PET, 0,45 um, 25 mm, REF 729220) gereinigt. Falls trotz Filtrati-
on noch triibe Lésungen in die Saule injiziert werden, kann das die Lebensdauer der Saule betrachtlich verkr-
zen. Das Probenvolumen sollte fiir eine optimale Auflésung méglichst klein gewahlt werden.

Eluent

Die RP-Saulen werden mit dem Eluenten Acetonitril — Wasser (je nach Typ 80:20, 70:30 oder 60:40, v/v; sieche
Séaulenzertifikat) ausgeliefert. Als Eluenten kdnnen typische RP-Eluenten (z.B. Acetonitril oder Methanol mit
reinem Wasser oder Puffer; Phosphat- und Boratpuffer nur bis pH 9 und bei Raumtemperatur) verwendet wer-
den. Die Eluenten sollten durch einen 0,2—0,45 ym Membran filtriert und entgast werden. Die pH-Stabilitat der
jeweiligen Saule sollte berticksichtigt werden. Stark saure oder basische Bedingungen kénnen zur Auflésung
des Saulenbettes und zur Abtrennung der organischen Modifizierung fuhren. Der Gehalt an Puffersalzen sollte
so niedrig wie mdglich sein. Beachten Sie die Loslichkeitsgrenze des Puffers im Eluenten. Die Steigerung des or-
ganischen Anteils kann zur Ausfallung von Puffersalzen und Verstopfung der Séule fiihren. Vor Inbetriebnahme
mit pufferhaltigem Eluent sollte zunéchst mit mind. 10 Saulenvolumina Acetonitril — Wasser (25:75, v/v) vorkon-
ditioniert werden. Stets nach Abschluss von Messungen mit pufferhaltigen Eluenten sollte die Saule regeneriert
werden (siehe Regenerierung).

Flussrate und Druck

Die Flussrate (empfohlen fir analytische Saulen mit 2-4,6 mm ID: 0,2-2,0 mL/min) beeinflusst den Zeitaufwand
der Trennung, die Auflésung und die Lebensdauer der S&ule. Sie ist durch den maximalen Saulenriickdruck
begrenzt, der 600 bar nicht Gberschreiten sollte. Methanol — Wasser Gemische durchlaufen bei ca. 40 % Me-
thanolanteil ein Viskositatsmaximum. Anderungen der Eluentenzusammensetzung sollten daher bei niedriger
Flussrate durchgefiihrt werden. Wir empfehlen den Ruickdruck regelmaBig zu Uberprifen. Wenn bei der Benut-
zung der S&ule unter normalen Flussraten ein erhdéhter Rickdruck resultiert, deutet dieses im Allgemeinen auf
eine Verunreinigung des Packungsmaterials hin, die entfernt werden muss (siehe Behebung mdglicher Fehler).
Temperatur

Séaulentemperaturen bis zu 60 °C sind fiir Methanol — Wasser bzw. Acetonitril — Wasser geeignet. Bei Verwen-
dung von Phosphatpuffern sollte die Temperatur nicht hoher als 40 °C sein. Flr eine lange Lebensdauer werden
30-40 °C empfohlen. Damit eine einwandfreie Detektion gewahrleistet ist, sollte sie allerdings mindestens 30 °C
unter dem Siedepunkt des Eluenten liegen. Durch Variation dieser GréBe wird die Retentionszeit, der Riickdruck
und insbesondere die Peakform beeinflusst. Die optimalen Temperaturen fiir erfolgreiche Trennungen missen
daher empirisch ermittelt werden.

Detektion

Mit den Saulen kénnen spektralphotometrische, massenspektrometrische, refraktometrische und elektroche-
mische Detektoren benutzt werden. Falls eine héhere Empfindlichkeit erforderlich ist, kénnen Nachsaulenderi-
vatisierungen mit einem geeigneten Detektor fir die Reaktionsprodukte eingesetzt werden.

Equilibrierung

Bevor Proben gemessen werden kénnen, muss die Sdule mit dem Eluenten bei gleicher Flussrate und Tempe-
ratur der anzuwendenden Methode gesplilt werden. Die S&ule ist equilibriert, wenn die Basislinie des Detektors
keine Drift mehr aufweist (i. d. R. nach 10 Saulenvolumina).

Séaulenaufbewahrung

Fir die Aufbewahrung wird der urspriingliche Eluent (siehe Eluent) empfohlen. Verwenden Sie flr die Lang-
zeitlagerung keine mobilen Phasen, die anorganische Salze enthalten (siehe Regenerierung). Auch Methanol
empfiehlt sich aufgrund mdéglicher Verunreinigung mit Metallionen (z. B. Eisen(lll)) nicht fur eine langere Lage-
rung. Stellen Sie bitte sicher, dass die Verschlussschrauben fest schlieBen, da ansonsten das Packungsmaterial
austrocknen kann. In diesem Fall spilen Sie zunéchst mit ca. 10 S&ulenvolumina des Lagereluenten und einer
Flussrate von maximal 0,2 mL/min.
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Behebung méglicher Fehler

Das folgende Schema beschreibt typische Symptome eines Leistungsverlustes und deren Ursache. Alle Saulen
unterliegen den strengen Richtlinien und Kontrollen unserer Qualitatssicherung. Saulen auf Kieselgelbasis sind
naturgeman sehr robust und halten bei korrekter Pflege und Behandlung ihre Trennleistung tber lange Zeitrdume
aufrecht. Erfahrungsgeméas sind Saulenausfalle meist auf eine Verunreinigung des Sorbensbettes zuriickzufiih-
ren. Verwendung einer Vorséule sowie sachgerechte Probenvorbehandlung verhindern meist diese Probleme.
Benutzen Sie folgendes Schema, um die Ursache eines mdglichen Leistungsabfalls zu ermitteln:

Symptom / Fehler / Ursache
Basislinien-Drift
nicht ausreichende Zeit zur Gleichgewichtseinstel-
lung mit dem Eluenten
verunreinigter Eluent
Temperatur

Breite Peaks
Mischung und/oder Diffusion vor/hinter der Saule
zu groBes Probenvolumen

Peakiiberlagerung; zu schnelle Elution
zu schnelle Elution und/oder unzureichende
Trennung durch:
nicht angemessene Saulentemperatur oder
Eluentenflussrate
Elutionskraft des Eluenten zu hoch

Steigender Riickdruck; Verschlechterung der
Trennung
Verunreinigung des Sorbens durch:
Ansammlung von Partikeln auf der Fritte oder im
Sorbensbett aus der Probe, dem Eluenten oder
dem System
Ausfall von Puffersalzen

Vorbeugung / Behebung

langeres bzw. besseres Equilibrieren

frische Lésemittel und Reagenzien verwenden
Séaulenthermostatisierung

Lange und ID der Kapillaren méglichst klein halten
geringes Injektionsvolumen

entsprechenden Parameter optimieren

Eluentensystem optimieren

Eluenten frisch zubereiten, Proben und Eluenten
vorher filtrieren, In-Line-Filter verwenden / LC-System
spllen, reinigen des Sorbens

Léslichkeit der Puffersalze zuvor priifen / Entfernen
durch Spllung (siehe Saulenregenerierung)

Unzureichende Trennung; Verschlechterung der
Trennung bei normalem Saulendruck
Verunreinigung mit:
Fette, Ole, Lipide aus der Probe (Belegung der
Sorbensoberflache) und andere organische Sub-
stanzen aus unsachgemas aufbereiteten Eluenten
und Matrices

Doppelpeaks (Totvolumen):
fehlerhafte Verschraubungen (Kapillaren, Ferrules, | Verwendung von ,PEEK Fingertight Fittings®,
Schrauben) REF 718770 / Austausch der Verschraubungen
Auflésung des Kieselgels durch zu hohen pH-Wert | pH-Stabilitat der Saule beachten / Saulenaustausch
des Eluenten

organische Substanzen durch Probenvorbereitung
entfernen / reinigen des Sorbens
(siehe Saulenregenerierung)

Saulenregenerierung

In einigen Fallen kann die Trennleistung der Séaule wiederhergestellt werden, indem man die Verunreinigungen

vom Sorbensbett entfernt bzw. die Phase regeneriert. Allerdings ist es wichtig, die Ursache der Verunreinigung

zu lokalisieren, bevor die Saule wieder fir die Analyse von Proben verwendet wird.

1. Frischen Eluenten zubereiten: Manchmal wird der Leistungsabfall durch eine Verunreinigung des Eluenten
verursacht. Verwenden Sie deshalb stets frischen Eluenten und spulen Sie alle Fliussigkeitsleitungen, bevor
Sie die Saule weiter benutzen. Der Eluent sollte vor Gebrauch durch eine 0,2-0,45 um Membran filtriert und
entgast werden.

2. Reinigen des Sorbens: Zur Entfernung von Verunreinigungen spiilen Sie die Saule mit mind. 10 Saulenvolu-
mina (siehe Tabelle unten) bei der urspriinglichen Flussrate und Temperatur wie folgt:

- Acetonitril — Wasser oder Methanol — Wasser (10:90, v/v) zur Entfernung des Puffers

100 % Methanol um polare organische Verbindungen zu entfernen

100 % Acetonitril um mittelpolare organische Verbindungen zu entfernen (evtl. T= 40 °C)

100 % Tetrahydrofuran um unpolare organische Verbindungen zu entfernen

Ggf. mit 100 % Tetrahydrofuran in umgekehrter Flussrichtung bei 1/5 der urspriinglichen Flussrate

Séule in urspringlicher Flussrichtung mit Acetonitril — Wasser (80:20, 70:30 bzw. 60:40, v/v) auf

Lagerbedingung umstellen
Ein entsprechender Hinweis fur die erfolgreiche Reinigung ist die Konstanz der Basislinie. Beim isokratischen
Lauf mit konstanter Temperatur sollte innerhalb einer Laufzeit von 5 Minuten nicht mehr als 2-3 mAU Drift
beobachtet werden.

3. Regenerierung: Nach der Anwendung von Puffern spiilen Sie unmittelbar nach dem Abschluss der Messreihe
und stets vor einer Lagerung der Saule mit mind. 10 Saulenvolumina bei der urspriinglichen Flussrate und
Temperatur wie folgt:

Acetonitril — Wasser oder Methanol — Wasser (10:90, v/v) zur Entfernung des Puffers
schrittweise um 20 % den organischen Anteil auf die Bedingungen der neuen Messreihe erhéhen
oder schrittweise um 20 % den Anteil an Acetonitril auf die Lagerbedingungen erhéhen

4. Saulenaustausch: Die hier beschriebenen Vorschlage kénnen die Trennleistung der S&ule leider nicht in allen
Féllen wieder herstellen. Bestimmte organische Verunreinigungen lassen sich durch die beschriebenen Rei-
nigungsmethoden nicht immer entfernen. Auch Totvolumen durch Kompression des Sdulenbettes lasst sich
i.d. R. nicht beheben, so dass die Saule ausgewechselt werden muss. Wir empfehlen dringend, die Ursache
des Problems zu ermitteln, bevor Sie eine neue Séule einsetzen.

Séaulenvolumen [mL]
Lange [mm] ID [mm]:| 2 3 4 4,6
50 0,15 | 0,35 | 0,63 | 0,83
100 0,30 | 0,70 | 1,25 | 1,65
150 0,45 | 1,05 | 1,90 | 2,50
Zusammenfassung

Um die Lebensdauer der Séule zu verlangern, berlcksichtigen Sie bitte folgende Hinweise:

1. Als Eluenten werden organisch-wéssrige Eluentensysteme empfohlen (z. B. Acetonitril oder Methanol — Was-
ser oder Puffer). Bitte bei der Verwendung von Puffern die Regenerierung beachten. Die Eluenten sollten
durch eine 0,2-0,45 pm Membran filtriert und entgast werden.

. Filtrieren Sie die Proben vor der Injektion mit einem 0,2-0,45 pm CHROMAFIL® Xtra PET Spritzenvorsatz-
filter.

. Verwenden Sie bei verschmutzten Proben eine Vorséaule.

. Die empfohlene Flussrate fur analytische Saulen (ID 2—-4.6 mm) betrégt 0,2-2,0 mL/min.

. Stellen Sie die Flussrate so ein, dass der maximale Rlickdruck lhrer Saule nicht Gberschritten wird.

. Lagern Sie die Saule nach Entfernen des Puffers in Acetonitril — Wasser (80:20, 70:30 oder 60:40, v/v).

. Benutzen Sie fur alle Arbeiten Reagenzien von mindestens p.A. Qualitat und Lésemittel in HPLC-Qualitat.
Verwerfen Sie alle Losungen, die Anzeichen von Bakterienwachstum zeigen.
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Informieren Sie sich liber alle MACHEREY-NAGEL Chromatographie-Produkte!
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Verschlisse
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