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Vorführender
Präsentationsnotizen
Während wir uns in den zurückliegenden Teilen unserer Webinarreihe mit Möglichkeiten und Grenzen der Methodenbeschleunigung beschäftigt haben, widmen wir uns in dieser Ausgabe dem Transfer von Trennmethoden, von HPLC zu UHPLC sowie von einem LC-System zu einem weiteren einer anderen Bauart oder eines anderen Herstellers.


Eine wohlbekannte Situation im Laboralltag

« Warum sieht ein
Chromatogramm auf Anlage X...

“Temp.: 30 °C”;
700 pl/min, 1200 bar

tr = 4,8 min
N = 4600

 ...auf Anlage Y so aus?

“Temp.: 30 °C”;
700 pl/min, 1100 bar

& N=7700 tz=4,6min

A



Vorführender
Präsentationsnotizen
Wir beginnen mit einer Situation, die sicherlich jeder im Laboralltag bereits erlebt hat und die uns immer wieder vor dieselbe Frage stellt:

Auch wenn ich alle Methodenparameter, wie sie in der Dokumentation oder Arbeitsanweisung beschrieben sind, korrekt eingestellt habe – warum sieht ein Chromatogramm, das ich auf einer Anlage X erzeugt habe, auf einer Anlage Y so anders aus?

Auf den ersten Blick ähneln sich die beiden Chromatogramme sehr, aber es sind gerade die Details, die den entscheidenden Unterschied ausmachen:

Die Retentionszeiten scheinen allgemein verschoben, und offenbar liegt zudem nicht nur ein Einfluss vor, der sich auf alle Peaks gleichermaßen auswirkt, sondern ganz offensichtlich hat sich die Selektivität meiner Trennung verändert:

Da ist das kritische  Peakpaar nach dem Inertmarker – ist es im Falle X schon nicht gerade gut getrennt, erscheint es im Fall Y nur noch als kleiner Reiter auf einer großen Peakflanke. 

Bei den Peaks 5 und 6 ist es dagegen genau umgekehrt – eine Schulter im Fall X erweist sich als veritabler Doppelpeak im Fall Y.

Trotzdem scheint die Qualität der zweiten Trennung grundsätzlich höher zu sein, da die Peaks schmaler sind, was sich an der besseren Effizienz, also der höheren Bodenzahl ablesen lässt.


Eine wohlbekannte Situation im Laboralltag

 Warum sieht ein » Ursache sind Unterschiede in der
Chromatogramm auf Anlage X... Fluidik...
"Temp.: 30 °C";  Betrifft insbhesondere

700 pl/min, 1200 bar

Gradiententrennungen
tr = 4,8 min

N = 4600 » Wirkt sich besonders auf
Retentionszeiten aus

i

 ...auf Anlage Y so aus?

* Hauptgrund: Gradientenverzdgerungs-
volumen (GDV)

 ...und in der Art der Temperierung

“Temp.: 3_0 °C”,
700 pi/min, 1100 bar « Betrifft isokratische Trennungen
i N=7700 =46 min ebenso wie Gradiententrennungen

* Wirkt sich auf Retentionszeiten und auf
Peakform (Effizienz) aus

e Grinde: Funktionsweise des
Saulenthermostaten,
Eluenten(vor)temperierung



Vorführender
Präsentationsnotizen
Nun, in den allermeisten Fällen lassen sich diese Unterschiede auf zwei Aspekte zurückführen, die sich in jedem LC-System unterschiedlich äußern.

Da ist zum einen der Unterschied im Design der Gerätefluidik, also bei allen Volumensegmenten, die von der mobilen Phase und/oder der Probe durchflossen werden.

Dies betrifft insbesondere Gradiententrennungen. Isokratische Trennungen sind hiervon deutlich weniger tangiert. Diese Unterschiede wirken sich besonders auf Retentionszeiten aus, der Hauptgrund dafür liegt im sogenannten Gradientenverzögerungsvolumen (GDV) einer HPLC- oder UHPLC-Anlage.

Der zweite gerätebedingte Unterschied mit teils erheblicher Bedeutung für das Aussehen eines Chromatogramms liegt in der Art der Säulentemperierung.

Dies betrifft isokratische Trennungen ebenso wie Gradiententrennungen und wirkt sich auf Retentionszeiten und auf die Peakform (Effizienz) aus. Wie wir später noch sehen werden, hat die Temperatur dabei nicht notwendigerweise einen gleichmäßigen Einfluss auf das Retentionsverhalten aller Substanzen. Vielmehr reagieren Analyte individuell verschieden auf Unterschiede in der Thermostatisierung, so dass sich auch Selektivitäten, also die relativen Retentionszeiten von Substanzen zueinander, ändern können.

Apparativ bedingt ist dies vornehmlich durch die Funktionsweise des Säulenthermostaten, die sich von Hersteller zu Hersteller unterscheidet, sowie durch die Eluenten(vor)temperierung.


Das Gradientenverzogerungsvolumen oder

Alles beginnt mit dem ersten (isokratischen) Schritt



Vorführender
Präsentationsnotizen
Wir haben uns in früheren Kapiteln bereits mit den apparativen Anforderungen an UHPLC-Trennungen beschäftigt. Wir werden uns heute nun dem Aspekt des Gradientenverzögerungsvolumens ausführlicher widmen.


Das Gradientenverzdogerungsvolumen (GDV)

Gradient Delay Volume

GDV beeinflusst bzw. erzeugt

* eine isokratische Stufe
zu Beginn jeder
Gradiententrennung

» Scharfe des Gradienten

* Ndotige
Aquilibrierungszeit und
damit die
Gesamtanalysendauer

Schwach retardierte
Substanzen sind meist mehr
vom GDV-Einfluss betroffen als
spéat eluierende.



Vorführender
Präsentationsnotizen
Technisch bedingt kann die Abmischung der mobilen Phase durch eine Gradientenpumpe nicht direkt am Säulenkopf geschehen, wo sie in die Trennung eingreift. Stattdessen wird die Zusammensetzung der mobilen Phase in der Pumpe bewerkstelligt, und dieser Mischpunkt wird durch Volumensegmente mit dem Säulenkopf verbunden. Diese Volumenanteile werden als Gradientenverzögerungsvolumen oder GDV nach dem englischen Begriff ‚Gradient Delay Volume‘ bezeichnet. Es sorgt für eine zeitliche Verzögerung zwischen der programmierten Änderung der Eluentenzusammensetzung während einer Gradiententrennung und ihrer Wirkung in der Trennsäule.

Wie in der Schemazeichnung rot dargestellt, setzt sich das GDV aus dem Mischvolumen der Pumpe, der Probenschleife des Probengebers und den Anschlusskapillaren zwischen Pumpe, Probengeber und Trennsäule zusammen. Bei Niederdruckgradientenpumpen kommt zudem noch das gesamte fluidische Volumen des Pumpenkopfes dazu, weshalb Anlagen mit kleinem GDV fast immer mit Hochdruckgradientenmischung arbeiten.

Das GDV ist maßgeblich verantwortlich für die Gestalt einer chromatographischen Trennung. Schließlich beginnt dadurch jede Gradientelution mit einer isokratischen Trennphase, deren Dauer davon abhängt, wie lange eine geänderte Zusammensetzung der mobilen Phase benötigt, um am Säulenkopf in die Trennung einzugreifen. Zudem beeinflusst das GDV auch die Schärfe der Gradientenformung, indem Ausspüleffekte und Schlierenbildung einen scharfkantig programmierten Gradientenverlauf mehr oder weniger stark abrunden. Nebenbei hat das GDV auch Auswirkungen auf die notwendige Äquilibrierungszeit und damit die Gesamtanalysendauer, was allerdings für das Aussehen des Chromatogramms beim Methodentransfer eher nachrangig ist.

Schwach retardierte Substanzen, also solche, die sich anteilig recht wenig in der stationären Phase aufhalten, sind naturgemäß von Abweichungen in der Zusammensetzung der mobilen Phase stärker betroffen. Spät eluierende Substanzen verweilen anteilig so lange in der stationären Phase, dass sich Unterschiede im GDV zweier Anlagen bei stark retardierten Substanzen nur wenig bemerkbar machen.




Das Gradientenverzdogerungsvolumen (GDV)
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Daraus ergibt sich, dass Unterschiede im GDV von LC-Anlagen besonders bei schnellen Trennungen mit steilen Gradienten das Chromatogramm verändern. Hier sorgen Ausspüleffekte besonders für eine Änderung der realen Gradientenform im Vergleich zur programmierten. Ebenfalls betroffen sind Trennungen bei niedrigen Flussraten, da dadurch das GDV entsprechend langsamer durchflossen wird und eine Gradientenänderung entsprechend spät am Säulenkopf eintrifft.

Ein probates Mittel zur Messung des GDVs ist der häufig zitierte Dolan-Test. Hierbei werden z.B. bei binären Gradienten beide Lösemittelkanäle der Pumpe mit demselben Lösemittel befüllt. Einem Kanal, man nimmt üblicherweise den Kanal B, setzt man eine kleine Dosis eines UV-absorbierenden Markers zu, z.B. 0,1 Volumenprozent Aceton. Das System wird fluidisch ohne Säule, also unter Kurzschließen der Verbindungskapillaren im Säulenthermostat betrieben. Man lässt nun einen Gradienten fördern, z.B. einen linearen von 0-100% B, und zeichnet das zugehörige UV-Signal auf. Wie im unteren Bild gezeigt, ergibt sich das GDV aus dem zeitlichen Versatz zwischen programmiertem und gemessenem Gradientenverlauf, verrechnet mit der Flussrate des Experiments.


Wie beeinflusst das GDV meinen Methodentransfer?

Eluentenzusammensetzung

am Mischungspunkt R Ausgangssystem
PPl Eluentenzusammen-
Injektion setzung am Saulenkopf
_______________________________________ _
Zeit
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Wie wirken sich nun apparative Unterschiede im GDV auf das Chromatogramm aus? Betrachten wir uns dazu den Effekt aus der Nähe:

Die schwarze Linie stellt den Gradientenverlauf dar, wie er im Steuerungsprogramm der UHPLC-Pumpe programmiert wurde. Mit dem Schalten des Injektionsventils startet auch sofort die zeitliche Änderung der Eluentenzusammensetzung.

In grün sehen wir dagegen den tatsächlichen Verlauf der Eluentenzusammensetzung, so wie sie am Säulenkopf ankommt. Der Pfeil markiert den zeitlichen Versatz, um den eine Änderung der mobilen Phase verzögert am Säulenkopf eintrifft, bedingt durch das Gradientenverzögerungsvolumen. Anlagen unterschiedlichen Funktionstyps, z.B. Hochdruckgradientenmischung respektive Niederdruckgradientenmischung, oder Systeme unterschiedlicher Hersteller, unterscheiden sich zum Teil deutlich in ihrem GDV.


Wie beeinflusst das GDV meinen Methodentransfer?

Eluentenzusammensetzung
am Mischungspunkt

P Eluentenzusammen-
Injektion setzung am Saulenkopf
--------------------------------!' ------- -” s -
-~ Zielsystem
e e e ) A _/"/‘
Zeit

Vergleiche die GDVs (ausgedrickt als GDV pro Saulenvolumen)

Wenn das Zielsystem ein kleineres isokratisches Segment liefert:

- flige einen Halteschritt vor dem Gradientenprogrammestart hinzu, um gleichen isokratischen Vorlauf zu

gewabhrleisten

Wenn das Zielsystem ein grol3eres isokratisches Segment liefert:

- Minimiere das isokratische Segment (z.B. mit Microflow Kits, kleinerem Tubing ID, Autosampler Bypass)
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Ein nahtloses Übertragen von Gradientenmethoden funktioniert nur dann, wenn die GDVs von Ausgangs- und Zielsystem möglichst gleich sind. Abweichungen der Volumina zwischen Ausgangs- und Zielsystem sind dabei unterschiedlich einfach zu korrigieren, je nachdem, ob das GDV des Zielsystems kleiner oder, wie hier in rot dargestellt, größer als das des Ausgangssystems ist.

Wie nun mit abweichenden GDV-Beiträgen verschiedener LC-Systeme umgehen?

Nun, zunächst gilt es, das Ausmaß des Unterschieds zu ermitteln. Hilfreich ist hierbei, das GDV auf das Volumen der verwendeten Trennsäule zu normieren. Wie man nun den berechneten Unterschied behandelt, dazu stehen einem immer zwei Alternativen zur Wahl: entweder eine technische Angleichung des Anlagenvolumens oder eine Korrektur der Gradiententabelle im Methodenfile der entsprechenden Trennung.

Wenn im direkten Vergleich das Zielsystem ein kleineres GDV liefert, ist Abhilfe meist schnell zur Hand, ohne dass man Hand an die Fluidik des Zielsystems legen muss. Ein kleineres GDV auf dem Zielsystem liefert einen kürzeren isokratischen Trennschritt als auf dem Ausgangssystem. Behoben werden kann dies durch Hinzufügen eines isokratischen Schritts in der Gradientenprogrammierung des Zielsystems, dessen Länge gerade dem Unterschied der GDVs zwischen den beiden Anlagen bei der verwendeten Flussrate entspricht.

Alternativ kann man das GDV des Zielsystems künstlich auf den Wert des Ausgangssystems aufblähen, indem man ein geeignetes Volumen zusätzlich zwischen Pumpe und Probengeber des Zielsystems einbaut. Dies kann zum Beispiel ein größerer Mischer sein, oder auch eine geeignete Kombination von Kapillaren größeren Innendurchmessers.

Der umgekehrte Fall ist meist kniffliger. Wenn das Zielsystem ein größeres GDV als das Ausgangssystem aufweist, nutzt in aller Regel nur, das fluidische Volumen des Zielsystems zu verkleinern. Auch hier helfen kleinere Mischer, Kapillaren kleineren Innendurchmessers, oder das Zurückschalten des Injektionsventils in die Ladestellung, womit man den Probengeber in einen Bypass setzt. Dies kann besonders bei Split-Loop- oder Flow-through-Needle-Autosamplern nützlich sein, bei denen die Probennadel Teil der Probenschleife ist und die normalerweise während der gesamten Trennung von mobiler Phase durchflossen werden.

Die softwaregestützte Variante ist nicht ganz so einfach einzusetzen. Das Analogon zum isokratischen Zusatzschritt bei zu kleinem GDV wäre hier eine verzögerte Injektion, auch als ‚delayed injection‘ bezeichnet. Hierbei startet das Gradientenprogramm der Pumpe quasi ‚zu früh‘. Der Probengeber injiziert die Probe um den Zeitraum verzögert, der dem Unterschied der GDVs entspricht. Zu diesem Ansatz ist anzumerken, dass nicht jedes Chromatographiedatensystem eine verzögerte Injektion anbietet. (Des weiteren wird auch die gesamte Laufzeit der Analyse, also die Cycle Time, durch eine verzögerte Injektion nicht verkürzt. Will man schnelle Analysen fahren, so ist die Verkleinerung des fluidischen Volumens der Zielanlage eindeutig der effektivere Weg.)



Wie beeinflusst das GDV meinen Methodentransfer?

Eluentenzusammensetzung

am Mischungspunkt o Ausgangssystem
Eluentenzusammen-
Injektion setzung am Saulenkopf
-------------------------------- !'--------” P e e
0,22 cv ‘/-/"/ Zielsystem
e e e Y -
0,19 cv R
Zeit
Originalsystem mit 0,9 ml GDV und 4,15 ml CV:
0,22 GDV pro Saulenvolumen GDVpEI’(CV) _ GDV
CV

Zielsystem mit 0,1 ml GDV und 0,52 m| CV:
0,19 GDV pro Saulenvolumen

 Andere das Verhaltnis aus GDV und Saulenvolumen so wenig wie moglich!

ThermoFisher
SCIENTIFIC


Vorführender
Präsentationsnotizen
Schauen wir uns dies an einem Zahlenbeispiel an:

Im vorliegenden Fall hat das Zielsystem in rot ein kleineres GDV als das Ausgangssystem.

Die Ausgangsmethode arbeitet mit einer konventionellen Säule von 4,6 mm Innendurchmesser und 250 mm Länge, auf einer herkömmlichen HPLC-Anlage mit einem vergleichsweise großen, aber typischen GDV von 900 µl. Das Verhältnis von GDV zu Säulenvolumen ist mit 0,22 angemessen niedrig, so dass sich das GDV nicht allzu negativ auf die Gesamtlaufzeit der Methode auswirken wird.

Das Zielsystem hingegen besteht aus einer modernen UHPLC-Anlage, deren System-GDV mit 100 µl nur ein Neuntel des Ausgangssystems beträgt. Dank der UHPLC-Möglichkeiten kann die Trennmethode mit der gleichen Effizienz auf einer 2,1 x 150 mm Trennsäule gefahren werden, die ein Leervolumen von nur 520 µl besitzt. Das Verhältnis von GDV zu Säulenvolumen beträgt unter diesen Umständen 0,19.

Damit reicht das Zielsystem schon sehr nahe an die Verhältnisse der Ursprungsmethode heran. Ein Feintuning des GDVs derart, dass derselbe Wert von 0,22 wie auf dem Ausgangssystem erhalten wird, ist in der Regel problemlos zu erreichen.

In diesem Zusammenhang möchte ich auf ein pfiffiges Designmerkmal der VanquishTM UHPLC Systeme von Thermo ScientificTM hinweisen. Diese Systeme besitzen die Fähigkeit, mithilfe der Hochdruckdosiereinheit des Probengebers, des sogenannten Metering Devices, softwareunterstützt das GDV des Systems um bis zu 100 µl zu variieren. Damit lässt sich bequem das GDV eines beliebigen Vanquish-Systems vom Schreibtisch aus auf die Maße des Ausgangssystems anpassen, ohne Bauteile zu tauschen.

Das obige Beispiel zeigt zugleich auch, dass nicht jede HPLC-Anlage für die kleinen Abmessungen der gängigen UHPLC-Säulen geeignet ist, unabhängig von der Frage des Systemdrucks. Würde die 2,1 x 150 mm Säule des Zielsystems einfach in das Ausgangssystem eingespannt, wäre das GDV der Anlage fast doppelt so groß (genaugenommen 1,73 mal so groß) wie das Säulenvolumen. Die Auswirkungen auf die Trennung durch die lange isokratische Vortrennung wäre dementsprechend erheblich.


Verschiedene GDVs und ihr Einfluss auf friih eluierende Peaks

Originalsystem

System mit System mit
kleinerem GDV groferem GDV
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Schematisch illustriert sei dies an diesem Beispiel dreier Peaks, die auf der Ursprungsanlage äquidistant mit gleicher Auflösung getrennt werden. Das GDV des Ausgangssystems führt bei dieser Methode dazu, dass die Peaks 1 und 2 im isokratischen Schritt, bedingt durch das GDV der Anlage, getrennt werden. Peak 3 wird dagegen vom einsetzenden Gradienten in der Säule mobilisiert.

Wird diese Methode nun auf ein System mit kleinerem GDV übertragen (unten links dargestellt), so greift durch das kleinere GDV die Änderung der Eluentenzusammensetzung früher am Säulenkopf in die Trennung ein. Peak 3 wird dadurch früher mobilisiert als im Ausgangsfall und eluiert damit nicht mehr basisliniengetrennt, sondern rutscht mit Peak 2 zu einem Doppelpeak zusammen.

Dieselbe Methode auf einem System mit größerem GDV hingegen (rechts unten abgebildet) bewirkt eine längere isokratische Trennung zu Beginn. Peak 3 eluiert dadurch später als im Referenzfall, mit der gezeigten Auswirkung auf das Chromatogramm.


die GDV-Situation entscharfen kann

Wie ein UHPLC-System

» Groleres GDV bendtigt

e Zusatzliche Volumina im Flusspfad
einfligen:

* Individuell verstellbares Metering
Device im Probengeber zur
Justage des GDV

* Mixer und (Viper)
Kapillarverbindungen anpassen

 Isokratischen Halteschritt am Beginn der
Trennmethode einfligen

» Kleineres GDV benotigt
* Volumina im Flusspfad verkleinern:

* Individuell verstellbares Metering
Device im Probengeber zur
Justage des GDV

* Mixer und (Viper)
Kapillarverbindungen anpassen

Delayed Injection

Adjustable GDV

min

Vanquish
Horizon

:

"4

Vanquish

Flex

.
Q6

» Zeitverzdgerte Injektion zum Programmestart Chromeleon  Pump Hand F Samplér BT ‘and FT UltiMate 3000
(Delayed Injection) (Bio)RS
ThermoFisher
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Unser Fazit zum Gradientenverzögerungsvolumen:

Wie wir gesehen haben, steuert das instrumentenabhängige GDV maßgeblich das Aussehen des Chromatogramms, insbesondere für früh eluierende Substanzen. Beste Methodenübertragung ist demnach dann gewährleistet, wenn sich das GDV einer Anlage, bezogen auf das Säulenvolumen der Trennung, nicht signifikant zwischen Ausgangs- und Zielsystem unterscheidet.

Zur Korrektur eventueller Unterschiede in den System-GDVs stehen grundsätzlich Möglichkeiten in der Fluidik und in der Methodenprogrammierung offen.

Benötige ich auf dem Zielsystem ein größeres GDV, so kann ich
Zusätzliche Volumina im Flusspfad einfügen:
Indem ich Mixer und (Viper) Kapillarverbindungen anpasse
Ein individuell verstellbares Metering Device im Probengeber zur Justage des GDV der Vanquish UHPLC-Systeme erleichtert hier die Arbeit sehr.
Oder ich füge einen isokratischen Halteschritt am Beginn der Trennmethode ein.

Benötige ich auf dem Zielsystem ein kleineres GDV, so kann ich
Volumina im Flusspfad verkleinern:
Indem ich Mixer und (Viper) Kapillarverbindungen anpasse
Auch hier erleichtert ein individuell verstellbares Metering Device im Probengeber der Vanquish UHPLC-Systeme die Arbeit sehr.
Alternativ arbeite ich mit einer zeitverzögerten Injektion zum Programmstart (Delayed Injection).



Thermostatisierung in der UHPLC oder

Some like it hot
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Beschäftigen wir uns nun im zweiten Teil dieses Webinars intensiver mit einem gemeinhin wenig beachteten Thema in der Methodenübertragung, gerade beim Transfer von HPLC zu UHPLC: den Auswirkungen der Thermostatisierung von Trennsäule und mobiler Phase.


Die Rolle der Temperatur in der UHPLC-Trennung

* Temperatur ist ein kritischer Faktor zur Optimierung der Selektivitat

» Retention verhalt sich invers zur Temperatur: :
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Zu Beginn ein kurzer Ausflug in die Theorie:

Es ist eine Binsenweisheit, dass die Temperatur einer der zentralen Faktoren zur Steuerung der Selektivität, also zur Unterscheidung des Retentionsverhaltens zweier Substanzen in der stationären Phase der Trennsäule, darstellt. Dabei verhält sich die Retention, also die Intensität der Wechselwirkung des Analyten mit der stationären Phase, umgekehrt zur Temperatur: Hohe Temperaturen senken die Retention, führen also zu kleineren Retentionszeiten.

Die Änderung der Retention mit der Temperatur wird quantitativ durch die Van‘t-Hoff‘sche Gleichung beschrieben,…

…die uns aber nicht weiter abschrecken soll. Wir verkürzen sie kurzerhand auf die Aussage, dass die Retention sich umgekehrt proportional zur Temperatur verhält – genaugenommen ist es ein logarithmischer Zusammenhang. Wenn man den Logarithmus des Retentionsfaktors gegen den Kehrwert der Trenntemperatur in einen Diagramm aufträgt, so sollte man daher einen linearen Graphen erhalten. Diese Abhängigkeit ist dabei nicht für alle Substanzen gleich, sondern individuell verschieden.

Man sieht dies sehr schön an der rechten Abbildung. Hier wurde der Retentionsfaktor von fünf verschiedenen Testsubstanzen logarithmisch gegen die umgekehrte Trenntemperatur aufgetragen. Achtung – dies bedeutet, dass rechts auf der x-Achse niedrigere Temperaturwerte stehen als links!

Man erkennt, dass die Geraden für die fünf Substanzen unterschiedliche Steigungen besitzen. Dort, wo sich die Geraden schneiden, koeluieren die zugehörigen Verbindungen, und bei höheren oder niedrigeren Temperaturen als dem Schnittpunkt kommt es zur Umkehr der Elutionsreihenfolge. Gut sichtbar wird dies bei Methylparaben in blau und Dimethylphthalat in violett, bei denen etwa bei 40 °C Koelution herrscht und sich beim Wechsel von 35 über 40 zu 45 °C die Retentionsreihenfolge im Chromatogramm vertauscht.

Der logarithmische Zusammenhang lässt schon erahnen, dass bereits kleine Änderungen der Temperatur eine deutliche Änderung der Retention bewirken können.


Die Rolle der Temperatur in der UHPLC-Trennung

* Temperatur ist ein kritischer Faktor zur Optimierung der Selektivitat
« Retention verhalt sich invers zur Temperatur: 3
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* Hoher Druck in der UHPLC erzeugt Reibungswarme in der Saule

« Zwei Bauformen von Saulenthermostaten:
* Umluftthermostaten (Forced Air) — stete Umwalzung der Luft im Saulenraum

* Ruhluftthermostaten (Still Air) — keine Luftumwalzung, Ziel ist thermische
Isolierung der Trennséaule
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Woher können nun Temperaturänderungen stammen, insbesondere solche, die auf Geräteunterschieden beruhen?

Nun, zunächst aus einem Phänomen, das erst bei UHPLC-Trennungen merklich zutage tritt: der Aufwärmung der Trennsäule durch Reibung. Mit dem höheren Druck von UHPLC-Trennungen geht eine größere Menge an Energie einher, die eine UHPLC-Pumpe in das Trennsystem steckt. Diese Energie wird durch die Reibung des viskosen Eluenten an den Packungsteilchen teilweise in Reibungswärme umgesetzt. Das sorgt dafür, dass zusätzlich zu der Temperatur, die der Säule durch den Ofen bzw. den Thermostaten zugeführt wird, noch ein zusätzlicher Temperaturanstieg im Säuleninnern eintritt. Insgesamt wird dadurch eine UHPLC-Trennung nie exakt bei der Temperatur ablaufen, die wir ‚außen‘ am Säulenthermostaten eingestellt haben.

Wie die UHPLC-Anlage mit dieser zusätzlich auftretenden Wärmetönung umgeht, hängt dabei von der Bauform des Säulenthermostaten ab. Man unterscheidet bei heutigen kommerziell angebotenen Geräten typischerweise zwischen Umluft- und Ruhluftthermostaten. Beide haben ihre speziellen Eigenschaften, wie wir gleich sehen werden.

Umluftthermostate, wir nennen sie im Weiteren auch „Forced-Air“-Thermostate, wälzen die Luft im Inneren des Säulenraums mithilfe eines Lüfters permanent um, mit dem Ziel, die freiwerdende Reibungswärme von der Säulenoberfläche abzuführen und eine möglichst konstante Temperatur im gesamten Säulenraum einzustellen.

Ruhluftthermostate, auch „Still-Air“-Thermostate genannt, hingegen verzichten auf die Luftumwälzung. Ziel ist es, mithilfe der stehenden Luft im Säulenraum, die wie eine Wärmedämmung wirkt, die Reibungswärme in der Trennsäule einzusperren. Durch die Längsaufheizung der Trennsäule durch die Reibungswärme beschleunigt man so die Diffusionsprozesse im Trennprozess, was sich meistens in besserer Effizienz, also in schmaleren und höheren Peaks äußert.


* Bel UHPLC-Methoden, die in der Saule messbar durch viskose
Reibung die Temperatur erhdhen, fihrt ein Ruhluft-Thermostat immer
zu besserer chromatographischer Auflosung wegen der erzielten
hoheren Bodenzahlen.

» Kritisch betrachtet:

» Das ist oft richtig, kann aber auch anders sein, wenn die damit verbundene
erh6hte Saulentemperatur zu einer geringeren Selektivitat kritischer Paare
fahrt.
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Die meisten UHPLC-Anlagen der vergangenen Dekade haben sich klammheimlich von der Umluftthermostatisierung verabschiedet, und gerne wird die Aussage verallgemeinert, dass ein Ruhluftthermostat bei UHPLC-Trennungen dem Umluftofen prinzipbedingt überlegen sei. Schließlich erlaubt doch die homogen über den Säulenquerschnitt verteilte Reibungswärme dank der Still-Air-Technologie stets die höheren Bodenzahlen – oder?

Wir werden im folgenden sehen, dass diese Pauschalaussage nicht immer zu halten ist, denn sie vernachlässigt, dass neben der verbesserten Effizienz der Einfluss der gestiegenen Temperatur im Säuleninnern auf das Retentionsverhalten der Substanzen und damit auf die Selektivität ebenfalls eine gewichtige Rolle spielen kann.


Temperatureffekt bei viskoser Reibung in der Saule

HPLC-Séaule betrieben ohne wesentliche Aufheizung durch Reibung:

Probe bei Raum-
Temperatur

Probe bei Raum-
Temperatur s

/40 oC Saulenthermostat »
o
EIuen'gen- 40 °C 40 °C
Vorheizer -
~ /
UHPLC-Saule unter deutlicher Aufheizung durch Reibung :
/40 oC Saulenthermostat .
oy
100 -
Vorheizer
. J L

\ &
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Schauen wir uns den Einfluss reibungsbedingter Säulenaufheizung zunächst qualitativ an – was passiert da genau?

Beginnen wir mit dem einfachen Fall einer HPLC-Trennung, die bei so harmlosen Drücken abläuft, dass die Reibungswärme in guter Näherung vernachlässigt werden kann. Dank Eluentenvorheizung auf die Säulentemperatur und idealer Wärmezu- und
-abfuhr zur Trennsäule selbst herrscht überall in der Säule dieselbe konstante Temperatur. Unter diesen Bedingungen wandert eine Probenzone mit gleichmäßiger Geschwindigkeit durch die Säule.
Änderungen in der Zonenform und damit in der Peakform sind dann ausschließlich durch Diffusion und die Einflüsse der Trennsäule, wie sie die van-Deemter-Theorie beschreibt, bedingt. Man erhält den wohlbekannten Peak in Form der Gaußschen Glockenkurve.

Wiederholt man dieses Experiment unter UHPLC-Bedingungen, bei der sich die Säule durch viskose Reibung zusätzlich erwärmt, steigt damit die Temperatur in der Trennsäule an. Der Fluss des Eluenten trägt die Wärme durch die Säule, so dass sich die Säule in Längsrichtung aufheizt, also am Säulenauslass deutlich wärmer als die eingestellte Ofentemperatur sein wird.

Wir haben zuvor bereits gesehen, dass höhere Temperaturen mit einer geringeren Retention einhergehen. Würde sich die Säule nur in Längsrichtung erwärmen, hätte dies einen großen Vorteil: Je weiter die Probe in die Säule eindringt, umso weniger wird sie dank der zunehmenden Temperatur retardiert. Gleichzeitig sorgt die schnellere Diffusion bei höherer Temperatur und niedrigerer Viskosität für einen Gewinn an Effizienz. Die erhaltenen Peaks sollten damit schmaler und höher sein als im obigen Fall. Dieses Szenario versucht man, wie bereits geschildert, durch einen Ruhluftofen zu verwirklichen.


Temperatureffekt bel viskoser Reibung in der Saule

HPLC-Saule betrieben ohne wesentliche Aufheizung durch Reibung:

Probe bei Raum-
Temperatur

/40 °C

Eluenten-

Saulenthermostat Y

40 °C

OO
N
o

(=]
O

Vorheizer

\ Y/

UHPLC-Saule unter deutlicher Aufheizung durch Reibung :
/40 oC Saulenthermostat .
Probe bei Raum- El - -
SR o R =
5 — ‘

Mismatch durch radialen Temperaturgradienten:
« Séaule heizt sich im Zentrum deutlich Gber Thermostaten-Temperatur auf
» Niedrigere Viskositat, hohere Lineargeschwindigkeit

* Niedrigere Retention
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Problematisch kann die Situation dann werden, wenn der zuvor genannte Umluftofen durch stete Luftzirkulation versucht, die Reibungswärme aus der Säule abzuführen. Damit kühlt er die Säulenwand auf die eingestellte Solltemperatur, während sich der Kern des Packungsbetts fortwährend durch die Eluentenreibung aufwärmt. Dadurch entsteht ein radialer Temperaturgradient, bei dem die Säule im Kern wärmer ist als am Rand.

In der Folge retardieren die Analyten im Zentrum der Säule weniger stark als am Rand, das heißt, sie verlassen die Säule auch früher als die Probenmoleküle, die im kühleren Randbereich der Säule wandern und dort eine höhere Retention erfahren. Diese unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit über den Querschnitt der Säule sehen wir als verbreiterten Peak im Detektor.


Einfluss der Reibungswarme auf Effizienz und Retention

Effizienz: Retention:
16 -
2 807 Umluft Ugpt
7.9 -
14 - 880 bar opt
7.8+
12 \l' = 771 Ruhluft
IEI ° § 6 /
= 10 Umluft . S Uopt
o ° e 75-
E . \. 40 % .9 /\\‘\
e € 7.4-
8 - L] 3 2X Uopt
°
. . R L 7.3
6 - P o’ Al 7.2
pgf, ant 7 '
.| 15%E)  Ruhluft 860 bar &
T T T T 1 70 : : : |
0 P 4 6 8 10 0 7 4 6 3
u [mm/s] u [mm/s]
:\' Saule: Thermo Scientific™ Hypersil GOLD™, 1,9 um, 2,1 x 100 mm
Mobile Phase: 50% Wasser/ 50% Acetonitril
Probe: Hexanophenon

Temperatur: CC und Pre-Heater 30 °C, Umluft bzw. Ruhluft
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Betrachten wir das, was wir soeben qualitativ beschrieben haben, etwas näher anhand der uns bereits vertrauten van-Deemter-Kurve. Im Diagramm links sehen wir die Effizienz der Substanz Hexanophenon, ausgedrückt über die Bodenhöhe H, in Abhängigkeit der Lineargeschwindigkeit u der mobilen Phase. Diese Messung wurde einmal im Umluftmodus, hier blau dargestellt, und einmal im Ruhluftmodus in roter Darstellung durchgeführt. Besonders einfach gelingt dies mit einem Vanquish UHPLC-System, das als einziges UHPLC-System am Markt sowohl Ruhluft- als auch Umluftthermostatisierung in einem Gerät ermöglicht.

Man bemerkt sofort den deutlichen Unterschied der beiden van-Deemter-Kurven:
Ganz offensichtlich führt der Ruhluftmodus zu einer deutlich flacheren Steigung der Kurve jenseits des Minimums, also im Bereich des C-Terms der van-Deemter-Kurve. Dies ermöglicht eine niedrigere Bodenhöhe bzw. eine höhere Bodenzahl bei höheren Lineargeschwindigkeiten.
Das Minimum der Kurve verschiebt sich dabei um rund 15% nach rechts, sprich die bestmögliche Effizienz ist erst bei höheren Analysengeschwindigkeiten erreicht.
Der Einfluss der Reibungswärme drückt sich direkt in dem beobachteten Systemdruck aus. Der Druck sinkt um rund 20 bar dank der niedrigeren Viskosität bei höherer Säulenaufheizung.
Insgesamt kann man im Ruhluftmodus bis zu 40% mehr Böden bei hoher Analysengeschwindigkeit erzielen.

Wechseln wir nun rechts zu einer eher unüblichen Darstellung, indem wir den gemessenen Retentionsfaktor k gegen die zugehörige Lineargeschwindigkeit für die beiden Modi auftragen. Grundsätzlich würde man erwarten, dass sich die rote und die blaue Kurve nicht voneinander unterscheiden. Immerhin gilt die Retention als unabhängig von der Flussrate. Dies trifft allerdings nur solange zu, wie während der Trennung absolut konstante Bedingungen, auch hinsichtlich der Trenntemperatur, herrschen.

Wie man leicht sieht, ist dies im Umluftmodus (blau) auch hinreichend erfüllt, solange die Säule nicht über eine bestimmte Geschwindigkeit hinaus betrieben wird. Bis zum van-Deemter-Minimum dieser Säule gelingt die Wärmeabfuhr aus dem Säuleninnern dergestalt, dass die Retention temperaturunabhängig verläuft. Erst bei deutlich höheren Lineargeschwindigkeiten heizt sich das Säuleninnere auch im Umluftmodus stärker auf, was mit einer abnehmenden Retention einhergeht.

Im Ruhluftmodus dagegen beobachten wir eine lineare Abnahme der Retention mit der Analysengeschwindigkeit infolge der Aufheizung durch Reibungswärme.

In der Konsequenz bedeutet dies, dass der Säulenthermostat der Vanquish UHPLC-Systeme im Umluftmodus die ideale Wärmeabfuhr bis zu moderaten Analysengeschwindigkeiten sicherstellt, während er im Ruhluftmodus eine erhebliche Verbesserung der Trenneffizienz ermöglicht.


Gemessene Temperaturerhnéhung in beiden Modi

Experimentelle Bedingungen:

« 5till Air Mode, 30% Acetonitrile

Still Air Mode, 50% Acetonitrile
Still Air Mode, 70% Acetonitrile

Instrument: Thermo Scientific Vanquish Horizon UHPLC System 16— Forced Air Mode, 30% Acetonitrile
— = Forced Air Mode, 50% Acetonitrile
Saule: Thermo Scientific Hypersil GOLD, 1,9 pm, g 14 Forced Air Mode, 70% Acetonitrile
2,1 x 100 mm 3 12
Eluent: H,O/ACN i
Flussrate: bis zu 1,40 ml/min 510 T=3mms
Temperatur: 30 °C (Séaulenthermostat und £ F.,: = 0.46 ml/min:
Eluentenvorheizer) g 8 i
2 6
2.
£
L)
0 0.2 04 06 0.8 1 12 14
Flow Rate [mL/min]
50%
L Ruhluft Modus Umluft Modus
Acetonitril
Flussrate . Temperatur- . Temperatur-
. Ruckdruck [bar Ruckdruck [bar
[ml/min] [bar] Zunahme [°C] [bar] Zunahme [°C]
0,2 173 0,0 177 0,0
0,4 343 2,3 356 0,2
0,6 506 5,4 527 1,7
0,8 659 8,4 685 3,7
1,0 809 11,3 830 5,8
1,2 958 14,2 975 8,1
14 1079 17,0 1099 10,3
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Wie stark sich diese Reibungsaufheizung bemerkbar macht, sei hier kurz an einem Experiment verdeutlicht. Mithilfe der Temperatursensoren der aktiven Eluentenvorheizer der Vanquish UHPLC-Systeme haben wir die Säulenauslasstemperatur für eine typische UHPLC-Säule bei verschiedenen Flussraten im Ruhluft- und im Umluftmodus gemessen.

Man sieht, dass insbesondere im isolierend wirkenden Ruhluftmodus die Reibungswärme erheblichen Einfluss auf die Trenntemperatur in der Säule und damit auf das Chromatogramm hat.
So heizt sich bei einer Ofentemperatur von 30 °C im Ruhluftmodus das Säuleninnere bereits bei einer Flussrate von 400 µl/min um rund 2 °C auf. Eine Faustregel der HPLC-Theorie besagt, dass pro Prozent Temperaturerhöhung der Retentionsfaktor um 2-3% sinkt – man würde also bereits hier eine messbare Änderung im Chromatogramm erwarten. 

Besonders spektakulär wirkt das Ergebnis bei einer Flussrate von 1,4 ml/min: Hier erwärmt sich der Eluent reibungsbedingt im Ruhluftmodus um 17 °C gegenüber der eingestellten Ofentemperatur.


Viskose Reibung bei 1400 bar und Effekte

Experimentelle Bedingungen:

Saule:
Probe:

Inj. Volumen:

Eluent:

Flussrate:
Thermostatisierung:

Thermo Scientific™ Accucore™ Vanquish™ C18, 1,5 um, 2,1 x 100 mm

Uracil, Acetanilid und 8 Phenone

1l

45:55 H,0:ACN (v/v)

0,65 ml/min

Compartment und aktiver Vorheizer auf 30 °C, Fan Speed 5 (Umluft) oder Fan Speed 0 (Ruhluft)

| 230 mAU I
1430 bar
Mobile 30 °C (Quasi-lsothermal Column Wall) | ‘ | |
Phase | | ;
)M [ ) ' —
0 Minsse=s 5
Wo ist
mein
300 mAU | Peak?
1385 bar
Mobile 30 *C (Quasi-Adiabatic Column Wall)
Phase

30°C

35°C

(=]

N =30 ooc.r"i ,
[ i5°c_ \ A A _ |
Minutes /N\N_,, %
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Betrachten wir im Folgenden nun zwei Beispiele, bei denen die beiden Modi ihre jeweiligen Stärken ausspielen. Beginnen wir mit einem Fallbeispiel, bei dem der Ruhluftmodus alle in ihn gesetzten Erwartungen erfüllt. Auf einer UHPLC-Säule mit teilporösen Packungsteilchen von 1,5 µm mittlerem Durchmesser wurde eine Probe aus 9 Komponenten plus Durchflussmarker isokratisch getrennt.

Das obere Chromatogramm zeigt die Trennung im Umluftmodus. Wie wir der Grafik links entnehmen können, stellt sich eine sehr ungleichmäßige Temperaturverteilung in der Säule ein. Die Säule heizt sich durch viskose Reibung kontinuierlich in Längsrichtung auf, erkennbar an der roten Färbung. Dies ist zunächst, wie wir zuvor diskutiert haben, sogar von Vorteil, da es bessere Effizienz bei kürzerer mittlerer Retention verspricht.

Gleichzeitig sorgt die Umluft allerdings für eine sehr ungleichmäßige Temperaturverteilung über den Säulenquerschnitt: Die Ventilation „kühlt“ die Säulenaußenseite fortwährend auf 30 Grad, während sich das Säulenzentrum durch die Reibung aufheizt. Diese Störungen der Temperaturverteilung führen zu dem gezeigten Chromatogramm: Ein vergleichsweise hoher Druck von 1435 bar stellt sich ein, und die Effizienz des letzten Peaks bleibt mit 22.000 Böden hinter den Erwartungen zurück – spezifiziert ist die Trennsäule für mindestens 27.500 Böden unter diesen Bedingungen.

Im Ruhluftmodus wandelt sich das Bild erheblich, wie das untere Chromatogramm illustriert. Die Grafik daneben verdeutlicht, wie die wärmedämmende Wirkung der ruhenden Luft jegliche Störung der Temperaturverteilung zu den Säulenrändern hin ausschaltet. Wirksam bleibt allein die Aufheizung längs der Säule, von der wir mit schnellerer Probendiffusion und besserer Effizienz profitieren – der letzteluierende Peak zeigt einen Sprung in der Effizienz um 36% auf 30.000 Böden an, während der auf�1385 bar gesunkene Systemdruck die niedrigere Viskosität durch die Reibungswärme anzeigt.

Wäre diese Methode jetzt nicht neu entwickelt, sondern von einem Gerät anderer Ofenbauform übertragen, führte dies allerdings zu einem ungewollten Effekt: Durch die verringerte Retention infolge der Reibungsaufheizung hingegen finde ich mein Peak nicht mehr an der Stelle im Chromatogramm, an der ich ihn erwarten würde. 


Viskose Reibung bei 1400 bar und Effekte

Experimentelle Bedingungen:

Saule: Thermo Scientific™ Accucore™ Vanquish™ C18, 1,5 um, 2,1 x 100 mm

Probe: Uracil, Acetanilid und 8 Phenone

Inj. Volumen: 1l

Eluent: 45:55 H,0:ACN (v/v)

Flussrate: 0,65 ml/min

Thermostatisierung: Compartment und aktiver Vorheizer auf 30 °C, Fan Speed 5 (Umluft) oder Fan Speed 0 (Ruhluft)

| 230 mAU I
1430 bar
Mobile 30 °C (Quasi-Isothermal Column Wall) | ‘ | |
Phase I
0 Minutes | 5
| Ak = - 8%
300 mAU
1385 bar

Mobile 30 °C (Quasi-Adiabatic Column W:: ° . ° e h
Phase { N 30000 p\
1 ‘X
. u 0 Minutes /\N/ 5

M) Ruhluft ist vorteilhaf
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Die höhere Effizienz erkaufe ich mir mit einer Retentionsabnahme.

Bei einer Methodenneuentwicklung wäre damit Ruhluft ganz klar der Modus der Wahl.
Bei der Methodenübertragung müßte ich eventuell, je nach Bauart des Ursprungsofens, auf den Umluftmodus wechseln.

Alles in allem erweist sich in dieser Anwendung der Ruhluftmodus als absolut nützlich und vorteilhaft. Die in der Säule eingesperrte Reibungswärme verhilft uns dank beschleunigter Diffusionsprozesse zu erhöhter Trenneffizienz, wir erhalten schmalere, höhere Peaks. Durch die gesunkene Retention verkürzt sich zudem die Trenndauer, und meine Selektivitäten im Trennsystem ändern sich nicht zum Negativen, so dass ich nach wie vor dieselbe chromatographische Information, aber in besserer Qualität und kürzerer Zeit erhalte.


Fan Speed Variation bel einer anderen Methode

% 1390 bar
-
:gnoaci’r f0e Jr R=n J
k .a.
: 1400 bar
/@l.,
40 °C, 40 °C

=

Fan speed 1 J hL

/m,“ 1420 bar

40 °C,

40°C
Fan speed 7

0 3,0 6,0
* Erhohte Umluft senkt die Gradint. VonSwbs 0B amn,
Saulentemperatur saule: Hyperel GOLD VANQUISH: 19 tm, 2 x 200 mm
] A y Probe:. . Gemisch von Gallenséure, Kaffeesaure und Salicylséaure
* Die Selektivitat fir den ° P 0 E,itﬁ_lff;‘:;? g,\é ﬁﬁfm??’ 20 iz, 0.2 s response time
Verunreinigungspeak o
steigt U

‘ Umluft ist vorteilhaft
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Ein zweites Beispiel zeigt im Gegenzug, dass ein Feintuning der Thermostatisierung durch gezielte Beeinflussung der thermischen Verhältnisse in der Säule mit Umluftführung auch ihre Vorteile hat.

Das gewählte Analysenproblem stellt die Trennung von Gallensäure, Kaffeesäure und Salicylsäure dar. Eine Verunreinigung der Kaffeesäure wird im eigentlich effizienteren Ruhluftmodus, gezeigt im oberen Chromatogramm, allerdings nur unzureichend abgetrennt.

Diese Trennung kann nun durch die Umluftthermostatisierung gezielt verbessert werden. Wie wir sehen, steigt die Auflösung vom oberen zum unteren Chromatogramm stetig an, bis wir bei einer mehr als zufriedenstellenden Auflösung von 1,85 angelangt sind.

Die nominelle Temperatur der Trennmethode haben wir dabei nicht verändert, der Säulenthermostat arbeitet in allen drei Fällen mit einer programmierten Temperatur von 40 Grad Celsius. Einzig die Ventilationsstärke haben wir schrittweise heraufgesetzt – vom Ruhluftmodus im oberen Fall über eine schwache Ventilation in der Mitte, bis hin zur Maximalumwälzung bei höchster Leistungsstufe im unteren Fall.

Wie erklärt sich nun dieses Phänomen?

Nun, ganz offensichtlich führt die verstärke Luftumwälzung effektiv zu einer geringeren mittleren Temperatur im Säuleninnern – ähnlich zu unserem vorangehenden Beispiel. Hier jedoch steigert dies die Selektivität für den Verunreinigungspeak mehr, als wir an Böden durch den Umluftmodus verlieren.

Insgesamt ist dies also ein Beispiel, in dem die positive Auswirkung der im Mittel kühleren Säule den Nachteil der geringeren Effizienz überkompensiert. Hier ist der nun Umluftmodus klar im Vorteil.

Diese beiden Beispiele verdeutlichen eindrucksvoll, dass auf identische Werte eingestellte Ofentemperaturen noch lange nicht bedeuten, dass die Trennung auch tatsächlich unter derselben effektiven Temperatur abläuft. Änderungen der Wärmetönung im Verlauf einer Trennung und die Art, wie ein bestimmter Thermostat damit umgeht, beeinflussen das Aussehen des Chromatogramms nachhaltig – Säulenofen ist eben nicht gleich Säulenofen.
Je mehr Optionen ein UHPLC-System bei der Thermostatisierung bietet, umso besser gelingt es uns, die tatsächlichen Temperaturverhältnisse der Trennung auf dem Ursprungssystem nachzustellen, und umso besser wird das Chromatogramm auf dem Zielsystem mit dem Original übereinstimmen.


Saulenthermostatisierung bei Peptide Mapping

Ruhluft %)

ﬂ |
* JUM *
Umluft

U I U‘\MH u \/ “‘ ‘U Lw
;

15 30

Vanquish Horizon UHPLC System mit 10 mm Thermo Scientific™ Lightpipe™ Flow Cell . _ .
Saule: Thermo Scientific™ Acclaim™ RSLC 120 C18, 2,2 ym, 2,1 x 250 mm mog!:e IIZEase ';‘j $E’: 8822//0 n \é\//g;s/er IACN
Probe: 1 puL Monoclonal IgG Tryptic Digest (2 mg/ml) obrie Fhase b. 0970 1N asser
Detektion: 214 nm, 100 Hz Flussiiiss 400 il

’ Gradient: von 4% bis 55% B in 30 min

Temperatur: CC und Pre-heater 80 °C, still air oder forced air
Vorteil Ruhluft Modus = Partiell bessere Auflosung durch bessere Effizienz
Vorteil Umluft Modus =» Partiell bessere Auflosung durch bessere Selektivitat
» Beide Modi sind komplementar
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Abschließend ein Beispiel einer Multikomponententrennung – der Analyse eines komplexen Peptidverdaus zum Peptide Mapping. Dieselbe Probe wurde einmal im Ruhluftmodus (wieder in rot) und einmal im Umluftmodus (wiederum blau) getrennt. Auf den ersten Blick scheinen die Trennungen gleich auszusehen, aber ein Blick ins Detail offenbart die Unterschiede.

Wir sehen – es gibt Bereiche des Chromatogramms, die von der höheren Effizienz im Ruhluftmodus profitieren, gekennzeichnet durch die beigefarbenen Segmente. Andere Bereiche sind im Umluftmodus besser aufgelöst, was auf feinere Kontrolle der Selektivität hinweist.

Beide Betriebsarten sind damit komplementär – mit einem UHPLC-System wie der Vanquish UHPLC-Plattform, die beide Spielarten ermöglicht, haben wir damit alle Freiheiten, den Einsatz der Temperatur als Steuerungsmöglichkeit in der UHPLC zu perfektionieren.


Zusammenfassung: Variation der Reibungswarme-Abfuhr

Diese Effekte sind relevant bei Methoden tber 500 bar:
 Die Luftzirkulation im Saulenthermostaten ist grundsatzlich gerateabhéangig
* Ruhluftthermostaten zeigen meist bessere Auflosungen bei Reibungswarme

* Verschiedene Thermostaten konnen selbst bei gleicher effektiver Temperatur zu
verschiedenen Chromatogrammen flhren

Tipps:

« Umluft variieren falls méglich (Vanquish UHPLC Systeme)
« Saule in Umluftthermostaten versuchsweise isolieren

« Saulenposition im Thermostaten versuchsweise variieren
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Damit möchte ich den zweiten Teil unseres Exkurses zusammenfassen:

Wie wir gesehen haben, kann die Art der Wärmeregulierung eines LC-Systems maßgeblich zum Aussehen des Chromatogramms beitragen, je nachdem, wie empfindlich die einzelnen Analyten in ihrer Retention auf Unterschiede in der Wärmetönung reagieren. Dabei sind Ruhluftthermostaten meist Garanten für bessere Effizienz, schmalere Peaks und damit höhere Auflösung, da man die Reibungswärme einer UHPLC-Trennung ausnutzt. Verschiedene Thermostaten können damit selbst bei nominell gleicher effektiver Temperatur zu verschiedenen Chromatogrammen führen.

Welche Möglichkeiten davon habe ich eigentlich, wenn mein UHPLC nicht beide Ofenmodi anbietet?
Bei Umluftgeräten kann ich dennoch versuchen, den Ruhluftmodus zu simulieren, indem ich die Säule versuchsweise isoliere, also zum Beispiel in ein geeignetes Dämmmaterial einpacke.
Auch eine andere Position der Trennsäule im Säulenkompartiment kann hier helfen, da die Temperaturverteilung in einem Thermostaten nie hundertprozentig ideal ist. Hier hilft gegebenenfalls Ausprobieren.


Zusammengefasst

Gradientenverzdogerungsvolumina

» Das GDV bestimmt, wie lange die isokratische Vortrennung in einer Gradientenelution

anhalt.

» Kenntnis und Anpassung des GDV sind entscheidend fiir den Erfolg einer
Methodenibertragung.

» Unterschiedliche GDV zweier Anlagen
* lassen sich fluidisch anpassen (z.B. durch Teiletausch)
« oder durch Anderung der Gradientenprogrammierung kompensieren

« Ein individuell verstellbares Metering Device im Probengeber der Thermo Scientific™
Vanquish™ UHPLC-Systeme erlaubt die komfortable, automatisierbare Justage des
GDV.

1 Vanquish
Horizon

Vanquish
Flex

UltiMate 3000
(Bio)RS
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Lassen Sie mich nun unsere Erkenntnisse abschließend zusammenfassen, beginnend mit dem Gradientenverzögerungsvolumen:

Das GDV bestimmt, wie lange die isokratische Vortrennung in einer Gradientenelution anhält.
Kenntnis und Anpassung des GDV sind entscheidend für den Erfolg einer Methodenübertragung.
Unterschiedliche GDV zweier Anlagen
lassen sich fluidisch anpassen (z.B. durch Teiletausch)
oder durch Änderung der Gradientenprogrammierung kompensieren
Ein individuell verstellbares Metering Device im Probengeber der Thermo ScientificTM VanquishTM  UHPLC-Systeme erlaubt eine komfortable, automatisierbare Justage des GDV .


Zusammengefasst

Thermostatisierung

Saulenthermostaten werden haufig unterschatzt — ,,Ofen ist nicht gleich Ofen*

Ihre Funktionsweise hat maf3geblichen Einfluss auf das Ergebnis einer
Methodenibertragung

Ruhluftthermostaten (Still Air)

 halten Reibungswarme in der Saule.

» Dies fulhrt in der Regel zu besserer Effizienz und schmaleren Peaks.
» Die innere Aufheizung der Saule kann jedoch Selektivitdten andern.
Umluftthermostaten (Forced Air)

 flUhren Warmeténung von der Saulenoberflache ab.

» Dies fuihrt oft zu Peakverzerrung wegen ungleicher Temperaturverteilung tber den
Saulenquerschnitt.

Beide Modi sind komplementar und kbnnen zum Feintuning einer Methode benutzt werden.

1 Vanquish

Horizon

Vanquish
Flex

UltiMate 3000
(Bio)RS
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Zur Thermostatisierung haben wir gesehen:
Säulenthermostaten werden häufig unterschätzt – „Ofen ist nicht gleich Ofen“
Ihre Funktionsweise hat maßgeblichen Einfluss auf das Ergebnis einer Methodenübertragung
Ruhluftthermostaten (Still Air)
halten Reibungswärme in der Säule.
Dies führt in der Regel zu besserer Effizienz und schmaleren Peaks.
Die innere Aufheizung der Säule kann jedoch Selektivitäten ändern.
Umluftthermostaten (Forced Air)
führen Wärmetönung von der Säulenoberfläche ab.
Dies führt oft zu Peakverzerrung wegen ungleicher Temperaturverteilung über den Säulenquerschnitt.
Beide Modi sind komplementär und können zum Feintuning einer Methode benutzt werden.

Eine unabhängige Kontrolle von Eluenteneinlasstemperatur und Säulentemperatur bietet erhebliches Anpassungs- und Optimierungspotential.



Vielen Dank fur Ihre Aufmerksamkeit und lhr Interesse!

Bei weiteren Fragen oder Kommentaren zu diesem Webinar
wenden Sie sich bitte an
analyze.eu@thermofisher.com
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