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1 Aligemeine Informationen

1 Allgemeine Informationen

Die Trennsaule Metrosep Carb 2 eignet sich speziell fir die Bestimmung
von Kohlenhydraten unter Verwendung alkalischer Eluenten und der
gepulsten amperometrischen Detektion. Die Analyse von Zuckeralkoholen,
Anhydrozucker, Monosacchariden sowie Disacchariden kann mit dieser
Saule durchgefthrt werden.

Weiter lasst sich die Metrosep Carb 2 auch fur die Bestimmung von Nitrit,
Bromid und Nitrat in Meerwasser einsetzen.

1.1 Bestellinformationen

Tabelle 1 Sdulen 4mm

Bestellnummer Bezeichnung

6.1090.410 Metrosep Carb 2 - 100/4.0
6.1090.420 Metrosep Carb 2 - 150/4.0
6.1090.430 Metrosep Carb 2 - 250/4.0

Tabelle 2 Sdulen 2mm

Bestellnummer Bezeichnung

6.01090.210 Metrosep Carb 2 - 100/2.0
6.01090.220 Metrosep Carb 2 - 150/2.0
6.01090.230 Metrosep Carb 2 - 250/2.0

Tabelle 3 Vorsdulen

Bestellnummer Bezeichnung

6.1090.500 Metrosep Carb 2 Guard/4.0
6.1090.510 Metrosep Carb 2 S-Guard/4.0
6.01090.600 Metrosep Carb 2 Guard/2.0

6.01090.610 Metrosep Carb 2 S-Guard/2.0




1.2 Technische Spezifikationen

1.2 Technische Spezifikationen
Sdulenmaterial Polystyrol/Divinylbenzol-Copolymer mit quaternaren Ammoniumgrup-
pen

Partikelgrésse 5pm

Abmessungen Bestellnummer  Abmessungen
6.1090.410 100 x 4.0 mm
6.1090.420 150 x 4.0 mm
6.1090.430 250 x 4.0 mm
6.01090.210 100 x 2.0 mm
6.01090.220 150 x 2.0 mm
6.01090.230 250 x 2.0 mm

pH-Bereich 0 bis 14

Temperaturbereich 20 bis 60 °C

Empfohlene Stan- 30 °C

dardtemperatur

Maximaler Druck

Flussrate

Standardeluent
Erlaubte organi-
sche Zusdtze

im Eluenten

in der Proben-
matrix

Vorbereitung

20 MPa (200 bar)

Bestellnummer

Empfohlene Fluss-
rate

Maximale Flussrate

6.1090.410
6.1090.420
6.1090.430
6.01090.210
6.01090.220
6.01090.230

0.8 mL/min
0.8 mL/min
0.5 mL/min
0.2 mL/min
0.13 mL/min
0.13 ml/min

1.6 mL/min
1.2 mL/min
0.8 mL/min
0.7 mL/min
0.45 mL/min
0.30 mL/min

100 mmol/L Natriumhydroxid + 10 mmol/L Natriumacetat

0 bis 50 % Acetonitril oder Methanol

0 bis 100 % Aceton, Acetonitril oder Methanol

1. Die Saule mit einem Flussgradienten innerhalb von 5 min auf den
Standardfluss einstellen.



1 Aligemeine Informationen

2. Die Saule wahrend 2 h bei 30 °C mit dem gewunschten Eluenten

einspulen.
Aufbewahrung Die Saule in Standardeluent bei Raumtemperatur lagern.
Typischer Druck FUr Saulen mit Vorsaule unter Standardbedingungen

Bestellnummer  Typischer Druck

6.1090.410 9 MPa (2 MPa)
6.1090.420 9 MPa (2 MPa)
6.1090.430 10 MPa (2 MPa)
6.01090.210 5.5 MPa (x2 MPa)
6.01090.220 5.5 MPa (x2 MPa)
6.01090.230 8.0 MPa (+2 MPa)
Gehdusematerial intelligente Saule mit Chip, sogenannte iColumn aus PEEK
Anwendung Bestimmung von Kohlenhydraten wie Mono- und Disaccharide, Zucker-
alkohole, Anhydrozucker, Aminozucker, substituierte Zucker, Oligosac-
charide
Optionen Einsetzbar mit folgenden Trap-Saulen:

= Metrosep BO3> Trap 1 - 100/4.0 (6.1015.200)
= Metrosep CO5? Trap 1 - 100/4.0 (6.1015.300)



2 Aligemeines ABC des Arbeitens mit Trennsau-

len

Aufbewahrung

Bakterienwachstum

Chemikalienqualitdt

Chemischer Stress

co,

Eluentenflaschen

Wenn sich der Ruckdruck in Ihrem lonenchromatographen abgebaut hat,
bauen Sie die Saule bei Raumtemperatur aus. Verschliessen Sie die Saule
beidseitig mit den originalen Stopfen (6.2744.060). Bewahren Sie sie im
Standardeluenten bei Raumtemperatur auf.

Bakterienwachstum verschlechtert die Chromatographie signifikant und
zerstort Trennsaulen. Sehr viele chromatographische Probleme sind auf
den Bewuchs mit Algen, Bakterien und Pilzen zurtckzufihren.

Um Bakterienwachstum zu verhindern, setzen Sie Eluenten, Spullésungen
und Regenerierlésungen immer frisch an. Verwenden Sie keine Losungen,
die Sie langer nicht gebraucht haben. Wir empfehlen, alle Gefasse vor
dem erneuten Beflllen wie folgt zu reinigen:

1. Grundlich mit hochreinem und UV-behandeltem Wasser (> 18.2 MQ)
spulen.

2. Mit einem Methanol-Wasser-Gemisch oder einem Aceton-Wasser-
Gemisch ausschwenken.

3. Nochmals mit Wasser spulen.

Wenn sich trotz dieser Vorsichtsmassnahmen Bakterien oder Algen bilden,
dUrfen Sie dem Eluenten 5 % Methanol oder Acetonitril zusetzen.

Samtliche Chemikalien mussen mindestens die Qualitat p.a. oder puriss.
aufweisen. Standardlésungen mussen speziell fur die lonenchromatogra-
phie geeignet sein.

Obwohl viele Trennphasen von der Spezifikation her pH 0 bis 14 tolerie-
ren, bedeutet das nicht, dass sie chemisch inert sind. Trennsaulen errei-
chen die langste Lebensdauer unter konstanten chemischen Bedingungen.
Eine Saule darf niemals austrocknen und muss immer gut verschlossen
sein.

Kohlendioxid aus der Luft beeinflusst Natriumhydroxid-Eluenten. Der Elu-
ent entwickelt mit der Zeit eine starkere Elutionskraft. Um das zu vermei-
den, rusten Sie die Eluentenflasche immer mit einem CO,-Adsorbermate-
rial ("Natronkalk", "soda lime") aus.

Die Eluenten werden in speziellen Eluentenflaschen meist direkt auf dem
|C-System platziert. Damit keine Feuchtigkeit und kein Kohlendioxid in den
Eluenten gelangt, sind die Flaschen mit einem Adsorberrohr versehen. Im
Normalfall ist das Adsorberrohr mit Molekularsieb und fur Natriumhydro-
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2 Allgemeines ABC des Arbeitens mit Trennsaulen

xid-Eluenten und Carbonateluenten mit Natronkalk — als schwacher CO,-
Adsorber — befUllt.

Um Blasenbildung zu verhindern, empfehlen wir, die hergestellten Eluen-
ten vor ihrer Verwendung im IC-System zu entgasen. Legen Sie dafur fur
ca. zehn Minuten mit einer Wasserstrahlpumpe oder einer Olpumpe ein
Vakuum an. Verwenden Sie ein Ultraschallbad, oder arbeiten Sie mit dem
Eluent-Degasser.

Wenn Probleme mit IC-Systemen auftreten, so stehen sie meistens im
Zusammenhang mit Partikeln. Diese kdnnen aus folgenden Quellen einge-
schleppt werden:

= durch Bakterienwachstum

= durch nicht filtrierte Eluenten

= aus der Probe

= durch die Spullésung und/oder Regenerierldsung

Minimieren Sie dieses Risiko, indem Sie einen Ansaudfilter (6.2821.090),
den Inline-Filter (6.2821.120) und eine Vorsaule verwenden. Die Filter
gehoren zur Grundausristung der Metrohm-lonenchromatographen und
sind im Lieferumfang enthalten. Wir empfehlen auch, die Filter regelmas-
Sig zu ersetzen.

Alle Eluenten mussen unmittelbar vor ihrer Verwendung mikrofiltriert
(0.45 pym) werden.

Samtliche Lésungen, Proben, Regenerierlosungen, das Wasser und die
Eluenten mussen frei von Partikeln sein. Partikel verstopfen mit der Zeit
die Trennsaulen (der Saulendruck steigt an). Achten Sie besonders bei der
Herstellung der Eluenten auf Partikelfreiheit. Der Eluent fliesst kontinuier-
lich durch die Saule, pro Arbeitstag 500 bis 1000 mL im Vergleich zu ca.
0.5 mL Probenldsung. Filtrieren oder dialysieren Sie die Probe vollautoma-
tisch mit einer der Metrohm Inline-Probenvorbereitungstechniken (MISP).

Probenvorbereitungskartuschen dienen der Vorbereitung kritischer Proben,
die nicht direkt in die Trennsaule injiziert werden durfen. Sie entfernen

z. B. organische Verunreinigungen oder neutralisieren stark alkalische oder
saure Proben. Probenvorbereitungskartuschen sind Verbrauchsmaterialien,
die in der Regel nicht regeneriert werden konnen. Probenvorbereitungs-
kartuschen ersetzen nicht die Vorsaule, die mit jeder Trennsaule standard-
massig verwendet werden sollte. Alternativ zu Probenvorbereitungskartu-
schen bieten sich Metrohm Inline-Probenvorbereitungstechniken (MISP)
an, z. B. fUr die Neutralisation alkalischer Proben.

Wir empfehlen, einen Pulsationsdampfer (6.2620.150) zu verwenden. Vor
allem die Polymethacrylat-Saulen und Polyvinylalkohol-Saulen mussen vor
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kurzen Druckstdssen, die zwangslaufig beim Schalten der Ventile entste-
hen, geschitzt werden.

Jede mechanische Belastung der Saule sollte vermieden werden. Wenn
die Saule beispielsweise auf eine harte Oberflache aufschlagt, kann in der
Saulenpackung (Trennphasenmaterial) ein Bruch oder eine Lucke entste-
hen, was sich auf die Chromatographie auswirkt. Die Saule wird dadurch
irreversibel zerstort.

Wenn Trennsaulen mit sauberen Eluenten betrieben und mit partikelfreien
Proben beladen werden, so ist in der Regel eine sehr lange Lebensdauer
zu erwarten. Eine Regeneration der Saule ist dann nicht erforderlich und
nach einer Vielzahl von Injektionen auch nicht mehr maglich.

Falls dennoch unerwartet der Druck der Sdule ansteigen oder die Trenn-
leistung nachlassen sollte, dann kénnen die zu jeder Saule angegebenen
Regenerationsschritte durchgefihrt werden. Generell ist zu beachten, dass
die Regeneration ausserhalb der analytischen Linie stattfindet. Schliessen
Sie die Trennsaule direkt an die Pumpe an. Leiten Sie die Regenerierlésung
durch die Saule direkt in den Abfallbehalter. Bevor die Trennsaule wieder
eingebaut wird, muss sie ausreichend mit frischem Eluenten gespult wer-
den.

Wenn Sie Uber langere Zeit (> 1 Woche) nicht mit dem lonenchromatogra-
phen arbeiten, dann empfehlen wir, die Trennsdule auszubauen und mit
den mitgelieferten Stopfen zu verschliessen. Spulen Sie den lonenchroma-
tographen mit Methanol/Wasser (1:4). Lagern Sie die Trennsaule in dem
auf dem Sdulenmerkblatt verzeichneten Medium und wenn nicht anderes
erwahnt am besten zwischen 4 und 8 °C.

Wenn Sie mit Natriumhydroxid-Eluenten arbeiten, spulen Sie die Lauge
spatestens nach einer Standzeit von zwei Tagen mit Wasser aus dem
lonenchromatographen heraus.

Wenn Sie das Gerat wieder in Betrieb nehmen, spulen Sie den lonenchro-
matographen mit frischem Eluenten. Bringen Sie Trennsaule wieder auf
Raumtemperatur, bevor Sie sie einbauen. Anschliessend ggf. die Tempera-
tur erhohen.

lonenchromatographie soll Spass machen und nicht lhre Nerven strapazie-
ren. Metrohm setzt alles daran, dass lhre IC-Systeme mit einem Minimum
an Unterhalt, Wartung und Kosten zuverlassig arbeiten. Metrosep-Trenn-
saulen stehen fur Qualitat, lange Lebensdauer und ausgezeichnete Ergeb-
nisse.

Ein grosser Vorteil der lonenchromatographie ist, dass meistens mit wass-
rigen Medien gearbeitet wird. Die in der lonenchromatographie verwen-
deten Chemikalien sind deshalb weitestgehend ungiftig und belasten die
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Umwelt nicht. Sofern Sie jedoch mit Sauren, Basen, organischen Losungs-
mitteln oder Schwermetallstandards arbeiten, entsorgen Sie diese nach
Gebrauch ordnungsgemass.

Vorsaulen dienen dem Schutz der Trennsaulen. lhre Verwendung wird
dringend empfohlen. Sie enthalten in der Regel die gleiche stationare
Phase, die auch in den Trennsdulen verwendet wird, jedoch in deutlich
geringerer Menge, um einen Einfluss auf die Chromatographie zu verhin-
dern. Vorsaulen entfernen kritische Verunreinigungen, die mit dem Saulen-
material reagieren konnten, zudem entfernen sie wirkungsvoll Partikel und
bakterielle Verunreinigungen. Spatestens wenn der Gegendruck im System
ansteigt oder wenn sich die Chromatographie verschlechtert, ist es an der
Zeit, die Vorsaule zu wechseln. Vorsaulen sind fur alle Metrosep-Trennsau-
len erhaltlich.

In der lonenchromatographie wird vorwiegend mit wassrigen Medien
gearbeitet. Die Wasserqualitat ist deshalb ganz entscheidend flr eine

gute Chromatographie. Ist die Wasserqualitat ungenlgend, so sind es

die Ergebnisse definitiv auch. Zusatzlich besteht die Gefahr, dass Gerate
und Trennsaulen durch ungenltgende Wasserqualitat beschadigt werden.
Das verwendete Reinstwasser sollte einen spezifischen Widerstand grosser
als 18.2 MQ-cm aufweisen und partikelfrei sein. Wir empfehlen deshalb,
das Wasser durch ein 0.45-um-Filter zu filtrieren und mit UV zu behan-
deln. Moderne Reinstwasseranlagen fur den Laborbedarf garantieren diese
Wasserqualitat (Typ I).
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3 Eluentherstellung

Wir empfehlen, sowohl fir die Standardherstellung als auch fur die Eluent-
herstellung Chemikalien von hohem Reinheitsgrad zu wahlen.

3.1 Chemikalien

@ VORSICHT

Natriumhydroxid-Eluenten dirfen nicht aus Natriumhydroxidpellets her-
gestellt werden. Die aussere Schicht der Pellets beinhaltet Carbonat.
Dies beeinflusst die Chromatographie!

@ VORSICHT

Natriumhydroxidlosungen nehmen leicht CO, aus der Luft auf. Um den
Luftkontakt zu minimieren, empfehlen wir, ein Aliquot in ein zweites
Gefass zu nehmen und die Stocklésung moglichst wenig zu 6ffnen.

Empfohlene Chemika- = Natriumhydroxidlésung > 30 % in H,0, TraceSelect®
lien Sigma Aldrich Bestellnummer: 13171-250ML
= Natriumhydroxidlésung 50 bis 52 % in H,0
Sigma Aldrich Bestellnummer: 72064-500ML
= Natriumacetat > 99.0 %, 82.03 g/mol, anhydrous, ReagentPlus®
Sigma Aldrich Bestellnummer: S8750-250G
» Deionisiertes Reinstwasser vom Typ | (siehe ASTM D1193)
Widerstand > 18 MQ-cm (25 °Q)
TOC < 10 pg/L



3 Eluentherstellung

3.2 Herstellung des Standardeluenten

Fur die Eluentherstellung empfehlen wir, eine Polypropylen Eluentenflasche
(6.1608.120) mit zugehoérigem Deckel (6.1602.200) zu verwenden. So
lasst sich eine Kontamination mit Borat aus Borosilikatglas verhindern.
Achten Sie ausserdem darauf, dass der Eluent moglichst wenig mit der Luft
in Kontakt kommt.

Um 1 L des Standardeluenten mit 100 mmol/L Natriumhydroxid und
10 mmol/L Natriumacetat herzustellen, gehen Sie wie folgt vor:

1 L Standardeluent herstellen

Erforderliches Zube- « Eluentenflasche (6.1608.120)
hor = Deckel (6.1602.200) ausgerustet mit CO,-Adsorber
= Reinstwasser
= Natriumhydroxidlosung 50 bis 52 % in H,O
= Natriumacetat > 99.0 %, 82.03 g/mol, anhydrous, ReagentPlus®
1 990 mL Reinstwasser vor der Reagenzzugabe wahrend mindestens
zehn Minuten entgasen.
2 Unter leichtem Ruhren 5.3 mL 50-prozentige Natriumhydroxidlosung
und 0.82 g Natriumacetat beigeben.
3 Den Eluenten an das Chromatographiesystem anschliessen.
Eine Schicht Argon oder Stickstoff als Schutzgas Uber dem Eluenten aufge-
bracht, schutzt diesen vor CO,-Kontamination.
Mit diesem Eluenten (100 mmol/L Natriumhydroxid und 10 mmol/L Nat-
riumacetat) und den Standardbedingungen fur den amperometrischen
Detektor (PAD Mode, Arbeitselektrode: Au, 3 mm, Referenzelektrode: Pd;
Arbeitspotential: 50 mV) ist ein Hintergrundstrom < 500 nA zu erwarten.
Typischerweise betragt das Rauschen weniger als 3 nA.
Die Tabelle 4 zeigt die Konzentrationen in mol/L und g/L sowie die
entsprechende Dichte pro gegebenen Massenanteil Natriumhydroxid in
Gewichtsprozent.
Tabelle 4
NaOH in Gewichts-[%] 4.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0
NaOH in [mol/L] 1.04 2.77 6.09 9.95 14.3 19.05
NaOH in [g/L] 41.7 110.9 243.8 398.3 572.0 762.2
Dichte [g/cm3] 1.043 1.109 1.219 1.328 1.430 1.524




3.2 Herstellung des Standardeluenten

Die Tabelle 5 zeigt das bendtigte Volumen (mL) und die bendtigte Masse
(g) fur die Herstellung von 1 L Natriumhydroxid-Eluent aus einer 30-pro-
zentigen respektive 50-prozentigen Natriumhydroxid-Stockldsung.

Tabelle 5
Eluent Kon- 30 % (w/w) NaOH-L6sung 50 % (w/w) NaOH-L6sung
o [(mL] fg] [mL] [o]
5 0.5 0.7 0.3 0.4
10 1.0 1.3 0.5 0.8
20 2.0 2.7 1.1 1.6
30 3.0 4.0 1.6 2.4
40 4.0 53 2.1 3.2
50 5.0 6.7 2.6 4.0
60 6.0 8.0 3.2 4.8
70 7.0 9.3 3.7 5.6
80 8.0 10.7 4.2 6.4
90 9.0 12.0 4.7 7.2
100 10.0 13.4 53 8.0
200 20.1 26.7 10.5 16.0
300 30.2 40.0 15.8 24.0
400 40.2 53.4 21.0 32.0

Die Verwendung von organischen Zusatzen im Eluenten flhrt zu einer
Erhohung des Rauschens im amperometrischen Detektor. Der prozentuelle
Anteil des organischen Losungsmittels muss je nach Applikation bestimmt
werden.
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4 Inbetriebnahme

ﬂ HINWEIS

Um die Chromatographie zu optimieren, mussen die Systeme, die mit
den Metrosep Carb 2 - XXX/2.0 eingesetzt werden, vor dem Einsatz
angepasst werden.

Um das Totvolumen zu verringern, mussen zwei Kapillaren wie folgt
ersetzt werden:

Saulen-Einlasskapillare: Ersetzen Sie die Saulen-Einlasskapillare durch
ein 1.2 m langes Stuck der PEEK-Kapillare 0.18 mm i.D./ 2 m
(6.01806.000).

Saulen-Auslasskapillare: Ersetzen Sie die Saulen-Auslasskapillare durch
ein ca. 40 cm langes Stuck der PEEK-Kapillare 0.18 mm i.D./ 2 m
(6.01806.000).

Verbinden Sie den Auslass der Saule mit dem Einlass der amperometri-
schen Messzelle. Die Vorwarmkapillare im Detektor wird nicht verwen-
det. Je nachdem wo der Detektor platziert ist, kann die Kapillare auch
kUrzer sein. Je kirzer die Kapillare umso kleiner das Totvolumen und
umso besser die Peakform.

11



4.1 Vorsaule anschliessen und spiilen ENEEEEEEEEEENEEEEEEEEE
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4.1 Vorsaule anschliessen und spiilen

Vorsaulen schonen die Trennsaulen und erhéhen deren Lebensdauer
betrachtlich. Die bei Metrohm erhaltlichen Vorsaulen sind entweder
eigentliche Vorsaulen oder Vorsaulenkartuschen, welche zusammen mit
einem Kartuschenhalter verwendet werden. Die Installation einer Vorsau-

lenkartusche in den zugehorigen Halter ist im Merkblatt der Vorsaule
beschrieben.

H HINWEIS

Metrohm empfiehlt, immer mit Vorsaulen zu arbeiten. Diese schutzen
die Trennsdulen und kénnen bei Bedarf regelmassig ersetzt werden.

12 snnnmnnn



4 Inbetriebnahme

ﬂ HINWEIS

Welche Vorsaule fur Ihre Trennsaule geeignet ist, entnehmen Sie bitte
dem Metrohm Saulenprogramm (das Uber lhre Metrohm-Vertre-
tung erhaltlich ist), dem mitgelieferten Merkblatt Ihrer Trennsaule, den
Produktinformationen zur Trennsaule auf http.//www.metrohm.com
(Produktbereich lonenchromatographie) oder lassen Sie sich direkt von
lhrer Vertretung beraten.

VORSICHT

Neue Vorsaulen sind mit Losung gefullt und beidseitig mit Stopfen oder
Kappen verschlossen.

Stellen Sie vor dem Einsetzen der Vorsaule sicher, dass diese Losung
mit dem verwendeten Eluenten mischbar ist (Angaben des Herstellers
beachten).

ﬂ HINWEIS

Die Vorsaule darf erst angeschlossen werden, nachdem das Gerat
bereits einmal in Betrieb genommen wurde . Bis dahin mussen die
Vorsaule und die Trennsaule durch eine Kupplung (6.2744.040) ersetzt
werden.

Fir diesen Arbeitsschritt brauchen Sie das folgende Zubehor:

= Vorsaule (passend zur Trennsdule)

13
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4.1 Vorsdule anschliessen und spiilen

Vorsaule anschliessen

1 2 ‘ 3
=
<
6.2744.040 m‘gnn =
|
62744070 02744070 6.2744.070

1 Kupplung entfernen

Die Kupplung (6.2744.040), die fir die erste Inbetriebnahme zwi-
schen der Saulen-Einlasskapillare und der Saulen-Auslasskapillare
montiert wurde, entfernen.

2 Vorsaule vorbereiten

= Den Stopfen und die Verschlusskappe von der Vorsaule abschrau-
ben.

3 Vorsaule anschliessen

VORSICHT

Achten Sie beim Einsetzen der Vorsaule immer darauf, dass diese
gemass der eingezeichneten Flussrichtung (wenn angegeben) rich-
tig eingesetzt wird.

= Den Eingang der Vorsaule mit einer kurzen Druckschraube
(6.2744.070) an der Saulen-Einlasskapillare befestigen.

= Falls die Vorsdaule mit einer Verbindungskapillare an der Trennsaule
angeschlossen wird, diese Verbindungskapillare mit einer Druck-
schraube am Ausgang der Vorsaule befestigen.

Vorsaule spiilen

1 Vorsaule spiilen
= Ein Becherglas unter den Ausgang der Vorsaule stellen.



4 Inbetriebnahme

= In MaglC Net die manuelle Bedienung starten und die
Hochdruckpumpe auswahlen: Manuell » Manuelle Bedie-
nung » Pumpe
— Fluss: gemass Saulenmerkblatt
— Ein
= Die Vorsaule ca. 5 Minuten mit Eluent spulen.
» In der manuellen Bedienung von MaglC Net die Hochdruckpumpe
wieder stoppen: Aus.

Trennsaule anschliessen

Die intelligente Trennsaule (iColumn) ist das Herz der ionenchromatogra-
phischen Analyse. Sie trennt die unterschiedlichen Komponenten entspre-
chend ihrer Wechselwirkungen mit der Saule auf. Die Metrohm-Trennsau-
len sind mit einem Chip ausgestattet, auf dem ihre technischen Spezifikati-
onen und ihre Geschichte (Inbetriebnahme, Betriebsstunden, Injektionen
usw.) abgespeichert sind.

n HINWEIS

Welche Trennsdule fur Ihre Applikation geeignet ist, entnehmen Sie
bitte dem Metrohm Saulenprogramm, den Produktinformationen
zur Trennsaule oder lassen Sie sich von Ihrer Vertretung beraten.

Die Produktinformationen zur Trennsaule finden Sie auf http://
www.metrohm.com im Produktbereich lonenchromatographie.

Jeder Saule liegt ein Testchromatogramm und ein Merkblatt bei. Detail-
lierte Informationen zu speziellen IC-Applikationen finden Sie in den ent-
sprechenden "Application Bulletins" oder "Application Notes". Diese
sind im Internet unter http://www.metrohm.com im Bereich Applikationen
zu finden oder kdnnen bei der zustandigen Metrohm-Vertretung kostenlos
angefordert werden.

VORSICHT

Neue Trennsaulen sind mit Losung gefullt und beidseitig mit Stopfen
verschlossen. Stellen Sie vor dem Einsetzen der Saule sicher, dass diese
Lésung mit dem verwendeten Eluenten mischbar ist (Angaben des Her-
stellers beachten).
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4.2 Trennsaule anschliessen

H HINWEIS

Schliessen Sie die Trennsaule erst nach der ersten Inbetriebnahme des
Gerates an. Setzen Sie bis dahin anstelle der Vorsaule und der Trenn-
saule eine Kupplung (6.2744.040) ein.

6.2744.070

Trennsadule anschliessen

1 Stopfen entfernen

= Die Stopfen von der Trennsaule abschrauben.




2

3

5

6

4 Inbetriebnahme

Eingang der Trennsaule montieren

@ VORSICHT

Achten Sie beim Einsetzen der Saule immer darauf, dass diese
gemass der eingezeichneten Flussrichtung richtig eingesetzt wird.

Es gibt 3 M&glichkeiten:

= Den Sduleneinlass direkt auf die Vorsaule aufschrauben, oder

= falls die Vorsaule mit einer Verbindungskapillare an der Trenn-
saule angeschlossen wird: Den Sauleneinlass mit der PEEK-Druck-
schraube (6.2744.070) an der Auslasskapillare der Vorsaule
anschliessen, oder

= falls keine Vorsaule verwendet wird (nicht empfohlen): Die Saulen-
Einlasskapillare mit einer kurzen Druckschraube (6.2744.070) am
Eingang der Trennsaule befestigen.

Trennsaule spilen

» Ein Becherglas unter den Ausgang der Trennsaule stellen.
= In MaglC Net die manuelle Bedienung starten und die
Hochdruckpumpe auswahlen: Manuell » Manuelle Bedie-
nung » Pumpe
— Fluss: schrittweise auf die im Saulemerkblatt empfohlene
Flussrate erhohen.
— Ein
= Die Trennsaule ca. 10 Minuten mit Eluent spulen.
= In der manuellen Bedienung von MaglC Net die Hochdruckpumpe
wieder stoppen: Aus.

Kupplung entfernen

» Die Kupplung (6.2744.040) von der Saulen-Auslasskapillare ent-
fernen.

Ausgang der Trennsaule montieren

= Die Saulen-Auslasskapillare mit einer kurzen PEEK-Druckschraube
(6.2744.070) am Saulenauslass befestigen.

Trennsaule einsetzen

» Die Trennsaule mit dem Chip in den Saulenhalter einsetzen, bis sie
horbar einrastet.

Die Trennsaule wird jetzt von MaglIC Net erkannt.

17



4.3 Konditionierung

4.3 Konditionierung
In den folgenden Fallen muss das System so lange mit Eluent konditioniert
werden, bis eine stabile Basislinie erreicht ist:

= nach der Installation
= nach jedem Einschalten des Gerates
= nach jedem Eluentenwechsel

E HINWEIS

Nach einem Eluentenwechsel kann sich die Konditionierzeit deutlich
verlangern.

System konditionieren

1 Software vorbereiten

@ VORSICHT

Achten Sie darauf, dass die eingestellte Flussrate nicht hoher ist
als die fUr die entsprechende Saule zulassige Flussrate (siehe Sau-
lenmerkblatt und Chip-Datensatz).

= Das PC-Programm MagIC Net starten.

= In MagIC Net die Registerkarte Equilibrierung 6ffnen: Arbeits-
platz » Ablauf » Equilibrierung.

= Eine geeignete Methode auswahlen (oder erstellen).
Siehe auch: MaglIC Net Bedienungslehrgang und Online-Hilfe.

2 Gerat vorbereiten

= Sicherstellen, dass die Saule gemass der auf dem Aufkleber einge-
zeichneten Flussrichtung richtig eingesetzt ist (Pfeil muss in Fluss-
richtung zeigen).

= Sicherstellen, dass der Eluent-Ansaugschlauch in den Eluenten ein-
getaucht ist und gentgend Eluent in der Eluentenflasche vorhan-
den ist.

3 Equilibrierung starten

= In MaglC Net die Equilibrierung starten: Arbeits-
platz » Ablauf » Equilibrierung » Start HW.

18



4 Inbetriebnahme

= Visuell kontrollieren, ob alle Kapillaren und deren Anschltsse
von der Hochdruckpumpe bis zum Detektor dicht sind. Wenn
irgendwo Eluent austritt, dann die entsprechende Druckschraube
starker anziehen oder die Druckschraube |6sen, das Kapillarende
prufen und ggf. mit dem Kapillarschneider kirzen und die Druck-
schraube wieder anziehen.

4 System konditionieren

Das System so lange mit Eluent spulen, bis die gewUlnschte Stabilitat
der Basislinie erreicht ist.

Das Gerat ist nun bereit fur Messungen von Proben.
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5.1 Standardchromatogramm

5 Applikationen

5.1 Standardchromatogramm
Probenvorbereitung: -
Amperometrische Messmodus: PAD; Arbeitselektrode: Au, 3 mm; Referenzelektrode: Pd
Detektion:
Potentialprofil Dauer [ms] Dauer total [ms] Potential [V]
1 300 300 0.05
2 50 350 0.55
3 200 550 -0.10
Temperatur: 30 °C
Loop: 4 mm: 20 pL
2mm: 5 pL
Eluent: 100 mmol/L Natriumhydroxid, 10 mmol/L Natriumacetat
11000my
10000
9000=
8000+ 4 5 250/4.0 mm
7 8
70001 MAC AN
g 6000
g 5000
S 7 8 150/4.0 mm
U 4000- A N
3000«
2000 =
1000 100/4.0 mm
0 L} L} L} L] L} L} L] L}
0 12 16 20 24 28 32
Time [min]
Carb 2 100/4.0 150/4.0 250/4.0
Flussrate [mL/min] 0.8 0.5 0.5
1 2.5 mg/L Inositol X X X



5 Applikationen

Carb 2 100/4.0 150/4.0 250/4.0
Flussrate [mL/min] 0.8 0.5 0.5
2 5 mg/L Arabitol X X X
3 5 mg/L Sorbitol X X
4 5 mg/L Glucose X X X
5 5 mg/L Xylose X X
6 5 mag/L Fructose X X X
7 10 mg/L Lactose X X
8 15 mg/L Sucrose X X X
4400 wm
2
4000 = 3
1
3600 = 45
3200 = 6 7 8 550/2.0 mm
2800 = A / \
E 2400 o 2.
£ 5000 4 1
£ a 7 150/2.0
1200 ®
2
800 o 1
4
400 = 6 8 100/2.0 mm
0 L - - L L L - L
0 4 8 12 16 20 24 28 32
Time [min]
Carb 2 100/2.0 150/2.0 250/2.0
Flussrate [mL/min] 0.2 0.13 0.13
1 2.5 mg/L Inositol X X X
2 5mag/L Arabitol X X X
3 5 mg/L Sorbitol X X
4 5 mg/L Glucose X X X
5 5 mg/L Xylose X X
6 5 mag/L Fructose X X X
7 10 mg/L Lactose X X
8 15 mg/L Sucrose X X X
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5.2 Effekte der Flussratenmodifikation

52 Effekte der Flussratenmodifikation

4-mm-Saule

Probenvorbereitung: -
Amperometrische Messmodus: PAD; Arbeitselektrode: Au, 3 mm; Referenzelektrode: Pd
Detektion:
Potentialprofil Dauer [ms]  Dauer total [ms] Potential [V]
1 300 300 0.05
2 50 350 0.55
3 200 550 -0.10
Saule: Metrosep Carb 2 - 150/4.0
Flussrate: 0.5, 0.8, 1.2 mL/min
Temperatur: 30 °C
Loop: 20 pL
Eluent: 100 mmol/L Natriumhydroxid, 10 mmol/L Natriumacetat
11000+ 5
100004 [z
45
9000 6 74
8000 = 1.2 mL/min
_ 7000~ )
g 6000 o 1|3 5
E 5000 e 18
: WA
O 4000+
2
3000 =
1 3
2000 o 45
6 7 8
1000 - I N
0.5 mL/min
0 L] L] L] L] 1
(] 4 8 12 16 20

Time [min]



Probenvorbereitung:

Amperometrische
Detektion:

Potentialprofil

Saule:
Flussrate:
Temperatur:
Loop:

Eluent:

5 Applikationen

Metrosep Carb 2 - 150/4.0

1 2.5 mg/L Inositol 5 mg/L Xylose

2 5 ma/L Arabitol 5 mag/L Fructose

3 5 mg/L Sorbitol 10 mg/L Lactose

L N o wu

4 5 mag/L Glucose 15 mg/L Sucrose

2-mm-Saule

Messmodus: PAD; Arbeitselektrode: Au, 3 mm; Referenzelektrode: Pd

Dauer [ms] Dauer total [ms] Potential [V]
1 300 300 0.05
2 50 350 0.55
3 200 550 -0.10

Metrosep Carb 2 - 150/2.0
0.13, 0.23, 0.33, 0.43 mU/min
30 °C

5L

100 mmol/L Natriumhydroxid, 10 mmol/L Natriumacetat

23
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5.3 Einfluss der Temperatur

4400 w
4000 of 3
1
45
3600 u 6 78
0.43 mL/min
3200 =
2
2800 of 4 3
< 6 7 8
£, 2400 = 0.33 mL/min
=)
$ 2000
= 2
S 1600 a 1 45
6 7 8
1200 = Mj\ AN 0.23 mL/min
800 2
1 45
400 » 6 7 8
/\ /\ 0.13 mL/min
0
L L | L] L L |
0 4 8 12 16 20
Time [min]
Metrosep Carb 2 - 150/4.0
1 2.5 mg/L Inositol 5 5 mg/L Xylose
2 5 mg/L Arabitol 6 5 mg/L Fructose
3 5 mg/L Sorbitol 7 10 mg/L Lactose
4 5 mg/L Glucose 8 15 mg/L Sucrose
5.3 Einfluss der Temperatur
Probenvorbereitung: -
Amperometrische Messmodus: PAD; Arbeitselektrode: Au, 3 mm; Referenzelektrode: Pd
Detektion:
Potentialprofil Dauer [ms]  Dauer total [ms] Potential [V]
1 300 300 0.05
2 50 350 0.55
3 200 550 -0.10
Saule: Metrosep Carb 2 - 150/4.0
Flussrate: 0.5 mL/min
Temperatur: 20, 30, 45, 60 °C



5 Applikationen

Loop: 20 pL
Eluent: 100 mmol/L Natriumhydroxid, 10 mmol/L Natriumacetat
11000w >
3
10000~ 1 8
- 45 6 [\7
9000 0°C
8000+ 2
1 3
_ 7000 = U\ 45 78
< 6
£ 6000 l /\M 45°C
= 2
o 5000+
= 1 3
3 45
O 40004 6 7 8
3000 ML A AL e
i 2
2000 = 1 3 45
6 7 3
1000 =
U A A
0 L] L] L] L] 1
0 4 8 12 16 20
Time [min]
Metrosep Carb 2 - 150/4.0
1 2.5 mg/L Inositol 5 5 mg/L Xylose
2 5 mg/L Arabitol 6 5 mg/L Fructose
3 5 mg/L Sorbitol 7 10 mg/L Lactose
4 5 mg/L Glucose 8 15 mg/L Sucrose

Der Hintergrundstrom steigt mit hdherer Temperatur stetig an. Wenn der
Hintergrundstrom bei 20 °C noch 130 nA betragt, steigt er bei 60 °C auf
uber 750 nA an. Grundsatzlich fuhren hohere Temperaturen zu kurzeren
Retentionszeiten. Die Fructose verliert deutlich an Empfindlichkeit, wenn
bei Temperaturen Uber 45 °C analysiert wird. Die Sucrose eluiert bei 60 °C
vor der Lactose.
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5.4 Variation des Eluenten

5.4 Variation des Eluenten
Variation der Natriumhydroxid-Konzentration
Probenvorbereitung: -
Amperometrische Messmodus: PAD; Arbeitselektrode: Au, 3 mm; Referenzelektrode: Pd
Detektion:
Potentialprofil Dauer [ms] Dauer total [ms] Potential [V]
1 300 300 0.05
2 50 350 0.55
3 200 550 -0.10
Saule: Metrosep Carb 2 - 150/4.0
Flussrate: 0.5 mL/min
Temperatur: 30 °C
Eluent: 5, 10, 50, 100 mmol/L Natriumhydroxid, 0 mmol/L Natriumacetat
140.00
120.00
=== Arabinose
~= Arabitol
.EJ.OO.OO ————Arabito
:E. Fucose
g 80.00 Fructose
ig \\ Glucose
g 60.00 4 — ~&—Inositol
E )|\ | Lactose
40.00 \\!\ i———"\, ==e=Sorbitol
20.00 : R —— - ‘ \ =@ Sucrose
1 Xylose
0.00

0 20 40 60 80 100

NaOH [mmol/L]

Die Retentionszeit wird mit zunehmender Natriumhydroxid-Konzentration,
insbesondere flr die Mono- und Disaccharide, stark verklrzt. Zuckeralko-
hole werden nur minimal beeinflusst. Sucrose und Lactose tauschen die
Elutionsreihenfolge.



5 Applikationen

Variation Natriumacetat-Konzentration neben 150 mmol/L
Natriumhydroxid

Probenvorbereitung: -
Amperometrische Messmodus: PAD; Arbeitselektrode: Au, 3 mm; Referenzelektrode: Pd
Detektion:
Potentialprofil Dauer [ms]  Dauer total [ms] Potential [V]
1 300 300 0.05
2 50 350 0.55
3 200 550 -0.10
Saule: Metrosep Carb 2 - 150/4.0
Flussrate: 0.5 mL/min
Temperatur: 30 °C
Eluent: 150 mmol/L Natriumhydroxid, 2, 5, 7, 10 mmol/L Natriumacetat
25.00
20.00 .\\ —¥—Arabinose
\‘\. —>é=Arabitol
E Fucose
_E, 15.00
.E ’ Fructose
E Glucose
'E 10.00 = o T —l—Inositol
& Lactose
== Sorbitol
5.00 4 4= —f— e = S
=@=Sucrose
L 1 |
Xylose
0.00 T T T T |
0 4 6 8 10 12
NaOAc [mmol/L ]
Die Retentionszeit wird mit zunehmender Natriumacetat-Konzentration bei
den Disacchariden etwas starker als bei den Monosacchariden verkurzt.
Zuckeralkohole werden nur minimal beeinflusst.
Variation Natriumhydroxid-Konzentration neben 10 mmol/L
Natriumacetat
Probenvorbereitung: -
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5.4 Variation des Eluenten

Amperometrische Messmodus: PAD; Arbeitselektrode: Au, 3 mm; Referenzelektrode: Pd
Detektion:
Potentialprofil Dauer [ms]  Dauer total [ms] Potential [V]
1 300 300 0.05
2 50 350 0.55
3 200 550 -0.10
Saule: Metrosep Carb 2 - 150/4.0
Flussrate: 0.5 mL/min
Temperatur: 30 °C
Eluent: 2, 5,10, 20, 50, 100, 200 mmol/L Natriumhydroxid, 10 mmol/L Natriuma-
cetat
20.00
18.00
16.00 ==ié=Arabinose
. 14.00 === Arabitol
j=
€ ——+=Fucose
— 12.00
(]
£ Fructose
E 10.00
5 == Glucose
E 8.00 == Inositol
g 6.00 Lactose
4.00 —— —4—Sorbitol
—ill =@=Sucrose
2.00
=0—Xylose
000 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250

NaOH [mmol/L]

Die Variation der Natriumhydroxid-Konzentration beeinflusst den pH und
somit die Ladung der Zucker in der Pufferlésung. Zu beobachten sind stark
unterschiedliche Retentionszeiten in Abhangigkeit des Natriumhydroxid-
zu Natriumacetat-Verhaltnisses.

Sucrose und Lactose aber auch die Fucose und Xylose beispielsweise tau-
schen die Elutionsreihenfolge.



5 Applikationen

5.5 Bestimmung der Hauptzuckeranteile in Apfelsaft

Probenvorbereitung: Verdunnung 1:2000

Amperometrische Messmodus: PAD; Arbeitselektrode: Au, 3 mm; Referenzelektrode: Pd
Detektion:
Potentialprofil: Dauer [ms]  Dauer total [ms] Potential [V]
1 300 300 0.05
2 50 350 0.55
3 200 550 -0.10
Saule: Metrosep Carb 2 - 150/4.0
Flussrate: 0.5 ml/min
Temperatur: 30 °C
Loop: 20 pL
Eluent: 100 mmol/L Natriumhydroxid, 10 mmol/L Natriumacetat
d
(=)
10000 = E
m
3
9000 = S
a
8000 = %" g
£ 2
7000 = 5 7
m
(<)}
__ 6000 = e
s 8
= 5000 - i
5 4 3
= 4000 = =
S =
3000 = %
g
2000 = 8
v
2
1000 + J L
0 1 | I I[ IK l
| ] n " n n | | n n n n n n

0 2 4 6 8 10 12 14
Time [min]

-
(o)}
-
[«

20 22 24



5.6 Luftpartikel-Analyse von Tracern wie Levoglucosan von Holzfeuern

5.6 Luftpartikel-Analyse von Tracern wie Levoglucosan
von Holzfeuern
Probenvorbereitung: wassrige Filterextraktion
Amperometrische Messmodus: PAD; Arbeitselektrode: Au, 3 mm; Referenzelektrode: Pd
Detektion:
Potentialprofil: Dauer [ms]  Dauer total [ms] Potential [V]
1 300 300 0.05
2 50 350 0.55
3 200 550 -0.10
Saule: Metrosep Carb 2 - 150/4.0
Flussrate: 1.0 mU/min
Temperatur: 45 °C
Loop: 100 pL
Eluent: 10 mmol/L Natriumhydroxid
=l
B
5500 = E
X
5000 = -3
58
45004 o ERs
EEC
N
L g'_' ? E
I3 %% 0 ong
(=] - N
e EE 3
— - m £ = E
T w0 3E1E FEE S L
—_ == = .
t 25004 [B 5 E48 o £ ?
o ¢ _%’ ES g e w o
S 2000+ E M m 2
] E P .
g 4 2
1500 = - § - L]
3 = ’
1000 = g
5
500 = w
0 J e '/\!
I L] L] L] L] L] L] lI L]
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

Time [min]



5 Applikationen

5.7 Kosmetikproduktanalyse

Probenvorbereitung: Extraktion in die wassrige Phase
Amperometrische Messmodus: PAD; Arbeitselektrode: Au, 3 mm; Referenzelektrode: Pd
Detektion:
Potentialprofil: Dauer [ms]  Dauer total [ms] Potential [V]
1 300 300 0.05
2 50 350 0.55
3 200 550 -0.10
Saule: Metrosep Carb 2 - 150/4.0
Flussrate: 0.7 mL/min
Temperatur: 35 °C
Loop: 20 pL
Eluent: 2 mmol/L Natriumhydroxid, 5 mmol/L Natriumacetat
2400 =
2200 =
2000 =
1800 = -
S @
= 1600+ £ g
o N
£ 1400 - N g
- v c
c O c E
g 1200 = ? % % g
%]
O 1000 = all E sll §
s S5|| &
g v | ©
%1 gl 8l z|z
¥} c ] [}
600- -
o g c c
400 =
I
A |
\ T 1 | I
0 | || | || | | n || | |}
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Time [min]
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5.8 Bestimmung von Lactose in lactosefreier Milch

5.8

Probenvorbereitung:

Amperometrische

Bestimmung von Lactose in lactosefreier Milch

Detektion:

Potentialprofil:

Sdule:

Flussrate:

Temperatur:

Loop:

Eluent:

1600 o

1400 =

1200 =

-
[=}
[=}
(=}
L

800 ~

Current [nA]

600 =

400 =

200 =

Inline-Dialyse, Verdunnung 1:100

Die Probe wurde mit 100 mg/L Lactose aufgestockt.

Messmodus: PAD; Arbeitselektrode: Au, 3 mm; Referenzelektrode: Pd

Dauer [ms] Dauer total [ms] Potential [V]
1 300 300 0.05
2 50 350 0.55
3 200 550 -0.10

Metrosep Carb 2 - 150/4.0
0.8 mL/min
40 °C

20 pL

5 mmol/L Natriumhydroxid, 2 mmol/L Natriumacetat

galactose; 14154 mg/L
glucose; 13820 mg/L

lactose; 110.7 mg/L

| ] n | | | ] n n | ] n | ] | |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time [min]



5.9

Probenvorbereitung:

Multikomponentenanalyse

5 Applikationen

Amperometrische Messmodus: PAD; Arbeitselektrode: Au, 3 mm; Referenzelektrode: Pd
Detektion:
Potentialprofil: Dauer [ms]  Dauer total [ms] Potential [V]
1 300 300 0.05
2 50 350 0.55
3 200 550 -0.10
Saule: Metrosep Carb 2 - 250/4.0
Flussrate: 0.6 mL/min
Temperatur: 40 °C
Loop: 20 pL
Eluent: 5 mmol/L Natriumhydroxid, 2 mmol/L Natriumacetat
-l
800 < %,’ ?
750 =2l =
£ En )
700 I ag £ €
S (o]
650 =2 238 2 oo
SE EE Eo g > 3
600 Bln g NE S E £¢E =
£PCo §E|D N 8w =3
— 550 = 3 g ® 5 £
< =293 g od ¥« N < g
£ 500 S2cE 2 52| S u 3 =3
= X o< 4 = EE | 3 a € g
t 450 “gs 9 ~ =) g n d "
g e K ) s g o
S 400 ° a £ o E 9
S = o S n i)
Y 350 o S 5 @ %
o a g g -
300 £
2
250 u=
200
150 L
100 1
50
4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44
Time [min]
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5.10 Joghurt

5.10 Joghurt

Probenvorbereitung: 0.5 g Joghurt mit Reinstwasser auf 100 g erganzt, gerthrt und anschlies-
send Inline-Dialyse und Inline-Verdinnung 1:50

Amperometrische Messmodus: PAD; Arbeitselektrode: Au, 3 mm; Referenzelektrode: Pd
Detektion:
Potentialprofil: Dauer [ms]  Dauer total [ms] Potential [V]
1 300 300 0.05
2 50 350 0.55
3 200 550 -0.10
Saule: Metrosep Carb 2 - 150/2.0
Flussrate: 0.13 mL/min
Temperatur: 40 °C
Loop: 5puL
Eluent: 5 mmol/L Natriumhydroxid, 2 mmol/L Natriumacetat
1000 =
-
=)
900 = "
©
-
800 = 2
S
700 = a
T 6004 3
] = d
d 5004 dy o
= S0 po
V] ¥8 dy
400 = 53 >3
2o n 2
g T8
300 = .© [
S 8
200 = E
100 4 k
-
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Time [min]



5 Applikationen

5.11 Meerwasseranalyse mittels UV-Detektion
Probenvorbereitung: Inline-Ultrafiltration

Detektion: UV/VIS-Detektion bei 218 + 5 nm

Saule: Metrosep Carb 2 - 100/2.0

Flussrate: 0.375 mL/min

Temperatur: 30 °C

Loop: 20 pL

Eluent: 10 g/L NaCl

260 o
240
220
200 +

nitrate; 10 mg/L

180 =
160 =
140 =
120 =

nitrite; 2 mg/L

100 =

Absorption [mAU]

80 =

60 =

40 =
20 =

° 1T 1

T > bromide; 10 mg/L

Time [min]
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5.12 Bestimmung von Chrom-Spezies

5.12 Bestimmung von Chrom-Spezies

Probenvorbereitung:

Detektion:
Saule:
Flussrate:
Temperatur:
Loop:

Eluent:

Proben im Eluenten und Zusatz von 20 pmol/L EDTA, Inkubationszeit von
60 min bei 60 °C

ICP-MS, Modus Kollisionszelle (He) Agilent ICP-MS 7500ce
Metrosep Carb 2 - 100/2.0

0.2 mL/min

20 °C

20 pL

100 mmol/L Ammoniumnitrat, pH =9

80000 - = )
5 Cr(lll) 0.6 pg/L; Cr(VI) 1.0 pg/L
Cr(llN) 0.8 pg/L; Cr(VI) 0.4 pg/L
70000 4 r(ll) Hg r(VI) HY
Cr(1l1) 4.0 pg/L; Cr(VI) 0.2 pg/L
60000 1 Cr(llN) 1.0 pg/L; Cr(V1) 1.0 pg/L
g
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Die Chromatogramme zeigen unterschiedliche Mischlésungsverhaltnisse
der Cr(lll) und Cr (VI) Spezies in pg/L.



5 Applikationen

5.13 Verwendung der Metrosep CO;2 Trap 1 - 100/4.0

Die Metrosep CO5?" Trap 1 - 100/4.0 (6.1015.300) dient zur Eliminierung
von Carbonatverunreinigungen aus Hydroxid-Eluenten. Carbonatkontami-
nationen in niedrig-konzentrierten Hydroxid-Eluenten verstarken die Elu-
tion und verkurzen somit die Retentionszeiten.

Die Verwendung dieser Trap-Saule fuhrt durch die Entfernung von Carbo-
nat zu stabilen Retentionszeiten.

Typischerweise wird diese Trap-Saule bei Eluentkonzentrationen von 5 bis
40 mmol/L Hydroxid-Eluent eingesetzt.

Die Saule wird zwischen Hochdruckpumpe und Injektionsventil in den
Eluentenstrom eingesetzt.

5.14 Verwendung der Metrosep BOs3>" Trap 1 - 100/4.0

Die Metrosep BO;* Trap 1 - 100/4.0 (6.1015.200) dient zur Eliminierung
von Boratspuren aus Hydroxid-Eluenten. Boratkontaminationen kénnen
zur Verschlechterung von Peaksymmetrien beitragen.

Die Verwendung dieser Trap-Saule fuhrt durch die Entfernung von Borat
zu scharferen Peaks, beispielsweise bei Sorbitol.

Die Saule wird zwischen Hochdruckpumpe und Injektionsventil in den
Eluentenstrom eingesetzt.
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6.1 Regeneration

6 Problembehandiung

6.1 Regeneration

VORSICHT

Die Saule nicht praventiv regenerieren!

Jede Regeneration bedeutet Stress fur die Trennsdule und verkurzt ihre
Lebensdauer siehe "Regenerieren von Trennsdulen”, Seite 6.

Problem = Der Ruckdruck steigt an
= Doppelpeaks treten auf
» Tailing-Effekte treten auf
= Die Retentionszeiten verkurzen sich
» Die Auflésung verschlechtert sich

Behebung

Trennsdule regenerieren

Wenn oben genannte Probleme auftreten, dann zuerst die Vorsaule erset-
zen. Erst wenn diese Massnahme nicht hilft, die Trennsaule wie folgt
regenerieren.

1 Trennsaule vom IC-System trennen
Den Ausgang der Trennsaule vom Eingang des Detektors trennen.

2 Trennsdule regenerieren

Je nach Art der Verunreinigung muss die Trennsaule unterschiedlich
regeneriert werden:

Tabelle 6  Organische Verunreinigungen

4 mm 2mm

Losung 100 mL Standardelu- 25 mL Standardelu-
ent in 50 % Acetonit- entin 50 % Acetonit-
ril ril

Flussrichtung in Flussrichtung in Flussrichtung

Flussrate 0.5 mUmin 0.13 mL/min



6.2

Problem

Ursachen und Ver-
meidung

Dauer

z. B. fur 6.1090.420:
ca.3h

6 Problembehandlung

z.B. 6.01090.220: ca.
3h

Tabelle 7 Anorganische Verunreinigungen

Loésung

Flussrichtung
Flussrate

Dauer

4 mm

100 mmol/L Natrium-
hydroxid und 500
mmol/L Natriumace-
tat

in Flussrichtung
0.5 mL/min

z. B. 6.1090.430:
mindestens 7 h

2 mm

100 mmol/L Natrium-
hydroxid und 500
mmol/L Natriumace-
tat

in Flussrichtung
0.13 mL/min

z.B. 6.01090.230:
mindestens 7h

3 Trennsdule spiilen

Die Trennsaule mit Standardeluent spulen. (z. B. 6.1090.430 mindes-

tens 7 h).

Abnehmende Auflosung / Peakformen

Die Auflosung der Peaks verschlechtert sich oder die Peakformen sind

asymmetrisch.

Ursachen

Vermeidung / Behebung

Die Trennsaule wurde
Uberladen

Carbonat reichert sich
auf der Saule an

Die Trennsaule kann z. B. durch hohe Salzge-
halte in der Probenmatrix Uberladen werden.

= Probe verdinnen.

= Weniger Probe injizieren.

Das Carbonat wie folgt aus der Saule spulen:

= Losung: 300 mmol/L Natriumhydroxid-

Eluenten
» Flussrate:

6.1090.4x0: 1 mL/min
6.01090.2x0: 0.25 mL/min

« Dauer: 14 h

39



40

6.3 Instabile Retentionszeiten

Ursachen

Vermeidung / Behebung

Im IC-System besteht
Totvolumen

= Uberprufen, ob alle Kapillaren einen
Durchmesser von < 0.25 mm (6.1831.010)
besitzen. Falls nicht, die Kapillaren duchr
kleinere Kapillaren ersetzen.

= Verwenden Sie fur 2.0 mm Saulen Kapilla-
ren mit einem Durchmesser von 0.18 mm
(6.01806.000).

= Uberprifen, ob alle Kapillaren korrekt
installiert wurden. Im Multi Media Guide
IC Maintenance wird die Installation
Schritt fur Schritt gezeigt.

6.3 Instabile Retentionszeiten

Problem Die Retentionszeiten sind instabil.

Ursachen und Ver- Ursachen

Vermeidung / Behebung

meidung
Carbonat im Eluenten

Luftblasen im Eluenten

Natriumhydroxid-Eluenten und konzentrierte
Stockldésungen sollen moglichst wenig mit
Luft in Kontakt kommen. Sie nehmen aus der
Luft Kohlendioxid auf, welches in der alkali-
schen Losung als Carbonat vorliegt. Carbonat
ist im Vergleich zu Hydroxid ein stark treiben-
des Eluention und verkUrzt somit Retentions-
zeiten.

= Die Eluentenflasche und die Flasche mit
der Stocklésung immer gut verschliessen.
= Immer einen CO,-Adsorber verwenden.

Der Fluss des Eluenten wird durch Luftblasen
instabil. Ein instabiler Fluss zeigt sich u. a.

am Rickdruck. Der Rickdruck sollte innerhalb
von +0.1 MPa stabil bleiben.

» Die Hochdruckpumpe entliften.
= Den Eluent-Degasser einsetzen.




6.4 Unbekannte Peaks

6 Problembehandlung

Problem Das Chromatogramm enthalt breitere, unbekannte Peaks.
Ursachen und Ver- Ursachen Vermeidung / Behebung
meidung

Spat eluierende Analy-
ten

Etwas breitere unbekannte Peaks kdnnen
durch spat eluierende Probenkomponenten
entstehen. Diese stammen in diesen Fallen
aus der vorhergehenden Injektion.

» Chromatogrammdauer verlangern.

6.5 Steigender Riickdruck

Vermeidung / Behebung

Problem Der Ruckdruck steigt an.
Ursachen und Ver- Ursachen
meidung

Partikel auf der Vor-
saule

Partikel auf der Trenn-
saule

Partikel in der Probe

= Vorsaule ersetzen.

Die Trennsaule gegen die Flussrichtung spu-
len.

= Den Saulenauslass in ein Becherglas hal-
ten.

= Die Trennsaule wahrend ca. 1 h spulen.

= Die Trennsaule in Flussrichtung wieder ein-
bauen.

= Probenvorbereitung, z. B. Partikel entfer-
nen durch Inline-Ultrafiltration.
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7 Literatur

Wir empfehlen folgende Literatur zur Vertiefung:

Application Note P-54 Anhydrosugars besides sugaralcohols and sugars
on Metrosep Carb 2 - 150/4.0

Application Note P-55 Lactose in lactose-free milk applying Metrosep
Carb 2 - 150/4.0

Metrosep Carb 2 Broschure (8.107.5002)

Application Note P-60 Ethylene and propylene glycol applying pulsed
amperometric detection

Application Note P-61 Sugar analysis in honey according to the EU
regulation applying pulsed amperometric detection

Application Note P-62 Sugars and sugar alcohols in an apple drink
applying pulsed amperometric detection

Application Note P-63 Mannitol, rhamnose, lactulose, and lactose in
blood serum applying pulsed amperometric detection (PAD)
Application Note P-64 Separation of sugars and sugar acids applying a
low-pressure gradient

Application Note P-65 Sugar and sugar alcohols including saccharose
and cellobiose

Applicaiton Note P-67 Sorbitol and sucrose in soap applying pulsed
amperometric detection

Application Note U-71 Nitrite, bromide and nitrate in artificial seawater
applying UV/VIS detection

Application Report Metrohm Info 2/2015, Are you made of sugar?
MI-2015-2-AP-1

Kappes, S. and Zierfels, G. Are You Made of Sugar? Chromatography
Today, Jun 3, 2016, pp 20-2
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