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Pomocné roztoky v kapalinové chromatografii

= Pomocné solventy jsou nezbytné pro spravnou ¢innost
kapalinového chromatografu

= SloZeni pomocného roztoku zalezi na jeho funkci v
systemu

— Pozadavek - rozpousténi anorganického pufru — solvent s

vysokym obsahem vody

- Pozadavek — rozpousténi organickych latek (analyt, necCistoty

vzorku) — solvent v vysokym podilem organického

rozpoustédla.

= Slozeni pomocného roztoku

— kompatibilita s mobilni fazi (napf. systém v RP x systém v
NP)

— kompatibilita koncentracni (objemova kontrakce pracuje i v
kapilarnich rozmérech, pfriklad Cisty methanol a voda)
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Oplach pistd (Seal Wash) Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE."

oplachova kapalina zajistuje ocistovani povrchu pistu od pfipadnych anorganickych
necistot, které se na safirovém povrchu pistu deponuji pfi pouZiti mobilnich fazi s
obsahem pufrd. Oplach pistt prodluZuje zivotnost tésnéni v Cerpadle.

Doporuceni pro systémy v reverzni fazi:

10 — 20% MeOH (ACN) / voda

(PFi rutinnim provozu 1 x tydné obsah zasobni lahve vyménit).

Doporuceni pro systémy v normalni fazi: PouZiti nevhodného

rozpoustédio kompatibilni s aktualni mobilni fazi bez obsahu vody, zpravidia methanol, S eahe vedy
ethanol.
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Nastfik vzorku — principy, pomocné solventy

= Princip nastfiku s délenym tokem mobilni faze

- W2695 (Alliance)
o solvent:  ,Needle wash”

= Princip nastfiku v systému s pruto¢nou jehlou (flow throw needle, FTN)
— Acquity H class, Acquity ARC, ARC HPLC, Acquity I class (FTN)
o solvent: ,Purgesolvent” + ,Wash solvent”

= Principy nastfikt v systému s pevnou smyckou (fixed loop, FL)
— Acquity UPLC, Acquity I class (FL)
o solvent: ,Weak wash” + ,Strong wash”
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- Waters
Separacni modul W2695

» kontrola oplachu pistd (DIAGNOSTICS - Prime Seal Wash)
* provést oplach jehly (DIAGNOSTICS - Needle Wash)
« fluidické cesty / dry prime, wet prime

* proplach injektorové ¢éasti systému (PURGE)

* ekvilibrace / kondicionace systému
(Kondicionace systému — v pfipadé aplikace s gradientem mobilni faze)

I Kontrola zasobnich solventll a oplachovych kapalin !
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Separacni modul W2695

Rozsah pritoku: 0 — 10 mL/min
Tlakovy limit systéemu: 6000 psi.
Velikost Castic kolony: 3,5 um a vétsi.

Proplach cerpadila
* pro dokonalé proplachnuti kazdé fluidické cesty (A, B, C, D) proplach cca 30 — 40 mL mobilni faze

» Wet Prime: pritok 7,5 mL/min po dobu 5 minut (pro kazdou fluidickou cestu)
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v s Waters
Separacni modul W2695

Doporucené pomocné solventy

- oplach jehly (Needle Wash)

Oplachova kapalina zajistuje o€istovani vnéjsiho povrchu jehly od depozitt vzorku.

Doporuceni pro systémy v reverzni fazi:

50 —100% MeOH (ACN) / voda

Doporuceni pro systémy v normalni fazi:
rozpoustédlo kompatibilni s aktualnim vzorkem

Nevhodny vybér oplachové kapaliny pro danou aplikaci mtize zplsobit prenos vzorku (carry over).
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- Waters
Separacni modul W2695

Syringe V2
Valve \ = = o
Waste / Vent
95 % of Flow Valve
LY —

D e i 7 ReLs%;:;or —

Valve Open Iy 1
) Need]
| _ e 2% WeaesheVaIve
e Systém vyuziva déleného toku mobilni faze.

Needle Wash Pump @
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ACCILIity H CIaSS, Acquity ARC’ ARC HPLC THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE:

» kontrola oplachu pistld - Prime Seal Wash
* provést prime injektoru (Purge solvent, Wash solvent)
» fluidické cesty — proplach mobilnimi fazemi

» ekvilibrace / kondicionace systému
(Kondicionace systému — v pfipadé aplikace s gradientem mobilni faze)

I Kontrola zasobnich solventtl a oplachovych kapalin !
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Acquity H-class

Rozsah pratoku: 0 —2 mL/min
Tlakovy limit systému: 15 000 psi
Velikost ¢astic kolony: 1,7 um (UPLC kolony) a véetsi

Priprava Cerpadla

» pro dokonalé proplachnuti kazdé fluidické cesty (A, B, C, D)
proplach cca 30 — 40 mL mobilni faze

* Prime pfi daném prutoku 4 mL/min po dobu 7 - 8 minut (pro
kazdou fluidickou cestu)
+ Kontrola fluidické cesty pro oplach pistd
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Acquity H-class

Priprava cerpadla - fluidicka cesta pro oplach pisti

Pumpicka pro oplach pist(

Fluidicka cesta oplachu pistl
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Nastrikovy systém ,,Flow Throw Needle"

Purge solvent

Purge . I

solvent ve fluidickém systému injektoru, slouzi jako
.kapalinovy pist” ve stfikacce, doporuceny solvent:

ACN/voda v poméru 10/90 az 50/50
| Spotieba purge solventu je minimalni.

= . Pro rutinni proplachnuti provést 10 proplachovych
cyklu.
Pro dokonalé proplachnuti této fluidické cesty je
nutno provést 40 cyklu.

Wash
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Nastrikovy systém ,,Flow Throw Needle"

Wash solvent

Wash Solvent — oplach vnéjsSiho povrchu jehly, 1ze nastavit pfed, po nastfiku,
zpravidla defaultni nastaveni postacuje — doporuceny solvent ]

50 az 100 % ACN/voda

Pro rutinni proplachnuti proplachovat 10 sec.

Pro dokonalé proplachnuti této fluidické cesty proplachovat 180 sec.
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Acquity ARC & ARCHPLC  ....oers_ .

Rozsah prutoku: 0 — 5 mL/min
Tlakovy limit systému: 9500 psi.
Velikost ¢astic kolony:

* Acquity ARC — vnitfni primeér kapilar: 0.007 “ — optimalizovan

pro kolony s velikosti Castic 2,5 — 5 pm. Arc H P LC

* ARC HPLC — vnitini pramér kapilar: 0.010 “ — optimalizovan
pro kolony s velikosti ¢astic 3 — 5 um.

Proplach cerpadla

* pro dokonalé proplachnuti kazdé fluidické cesty (A, B, C, D) proplach
cca 30 — 40 mL mobilni faze

* Prime pfi daném prutoku 10 mL/min po dobu 4 minut (pro kazdou fluidickou cestu)

©2022 Waters Corporation



Wofe rs
Ac q u l ty U P LC THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.

« kontrola oplachu pistt - Prime Seal Wash
* provést prime injektoru (Weak wash solvent, Strong wash solvent)
» fluidické cesty — proplach mobilnimi fazemi

* ekvilibrace / kondicionace systému
(Kondicionace systému — v pfipadé aplikace s gradientem mobilni faze)

I Kontrola zasobnich solventtli a oplachovych kapalin !
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. Waters
Acquity UPLC

Rozsah prutoku: 0 -2 mL/min
Tlakovy limit systému: 15 000 psi
Velikost ¢astic kolony: 1,7 um (UPLC kolony) a véetsi

Proplach cerpadla

* Acquity UPLC — binarni ¢erpadlo
* Pro dokonalé proplachnuti kazdého Cerpadla (A, B) proplach cca 30 — 40 mL mobilni faze

* Prime pfi daném pritoku 4 mL/min po dobu 7 - 8 minut (prime obou ¢erpadel sou¢asné)
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Nastrik typu ,,Fix Loop" v modu PLUNO
(partial needle loop overfill)
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Princip: stfikacka nasaje do fluidiky vétSi zonu vzorku. Ventil se pfepne do plnici polohy a stfikacka zpétn;’?mpggﬁvggm nadavkuje

zadany nastfikovy objem do smycky. Ventil se pfepne do pozice ,nastfik“ a odfizne nepotfebny zbytek vzorku, ktery je vyplachnut do
odpadu. Obsah smycky je dopraven na kolonu.
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Nastrikovy systém ,,Fix loop"

Acquity UPLC

Weak solvent

— Weak solvent
. 7E—--O
, . .. . e, | G0
Weak Solvent — dopravni kapalina pfi nasavani vzorku — \ e ¥ oy ) ST
. . Ny - . W :
doporuceny solvent s nizkou eluc¢ni silou, doporuceni — stejny S e i wash Seert
nebo mensi obsah organické slozky nez je sloZzeni mobilni faze v L

BLECT POSITION

okamziku nastfiku. defaultni objem solventu k proplachu je 600 puL.

10 az 30 % ACN/voda
Pro rutinni proplachnuti proplachovat 7 cykli (7x 2.5 mL) .
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Nastrikovy systém ,,Fix loop"

Acquity UPLC

Strong solvent

Strong Solvent — oplach vnéjSiho a vnitfniho povrchu jehly po nastfiku, defaultni objem solventu k
proplachu je 600 pL.

doporuceny solvent:
50 az 100 % ACN

Pro rutinni proplachnuti proplachovat 7 cykl (7x 2.5 mL)

PFi proplachu Weak a Strong solventu pfi zadani 7 cykld, probéhne cykli 14, stfidavé 7 cykld Weak a 7 cykll Strong solventu, pisty
stfikacek jsou pohanény jednim motorem.

Il Strong solvent musi mit svllj vlastni rezervoar na solvent, pfi prvhim cyklu proplachu se
obsah strikacky pro Strong solvent vraci do zasobni lahve!!l
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Nastrikovy systém FTN vs. Fix Loop

= FTN pomocné solventy: (ACQUITY H class, ACQUITY ARC, ARC HPLC)
PURGE Solvent
WASH Solvent

* FL (fix loop) pomocné solventy: (ACQUITY UPLC, popfipadé samplery s oznacenim FL)
WEAK WASH Solvent
STRONG WASH Solvent
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Sama voda... Waters
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Pro¢ nenechavat Cistou vodu v chromatografickém systému?
Bakterialni rast zpusobi ucpavani véech pdéréznich dila ve fluidické cesté:

solvent filtry v zasobnich lahvich

kontaminace zpétnych ventilkd

in line filtry a vnitini povrchy fluidickych cest
vstupni filtr na hlavé kolony (kolona zacCne tlakovat)

Vcerejsi vodu uz nelze
nazvat cerstvou...
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