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Einleitung

n dieser Anleitung werden alle Schritte und Para-
meter zum erfolgreichen Saulenpacken der Pilot-
glasséulen der Serie YMC Pilot™"s vorgestellt.

Zum Packen von Glassdulen stehen verschiedene
Methoden zur Verfigung. Die Auswahl der richtigen
Packmethode ist dabei abhangig von der Sdulen-
hardware, dem Packungsmaterial und dem zur Ver-
fugung stehenden Packsystem.

Unabhéngig von den ausgewahlten Materialien sind
es drei aufeinander aufbauende Prozesse, die zum
Packen einer Glassaule notwendig sind:

@ Im ersten Schritt werden Saule, System und Gel vorbereitet.

@ Der zweite Schritt ist das Packen.

@ Der Abschluss ist die Saulenqualifizierung.

In dieser Anleitung wird das Flussverfahren zum Pa-
cken von Pilotsaulen Schritt-flr-Schritt beschrieben.
Das Flussverfahren ist in der Abbildung auf Seite 3
unter Weg A gezeigt und besteht damit aus der Kon-
solidierung und der Komprimierung beim Packen.
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Die drei aufeinanderfolgenden Prozesse sind in der nachfolgenden Abbildung als FlieBschema dargestellt:

@ Vorbereitung

@ Qualifizierung

@ = Flussverfahren

= Axiale Komprimierung
@ = Slurry Transfer
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Alle weiteren Begriffe werden auf Seite 13 beschrieben.
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Welchen Einfluss hat die Saulenpackung auf die chromatographischen Ergebnisse?

Die Basis einer jeden chromtographischen Trennung ist eine geeignete stationdre Phase, da nur so eine op-
timale Auflésung erzielt werden kann. Um robuste und reproduzierbare Ergebnisse zu erreichen, muss die
Stationdrphase selbstverstandlich sehr gut in die Saule gepackt werden.

Die Wichtigkeit einer optimalen Saulenpackung ergibt sich aus der van Deemter-Gleichung:

/

: Bodenhdhe

C: Massentransfer

: Eddy-Diffusion

: Longitudinal Diffusion

Mit

qutimaI

Abb. 1: Van Deemter-Gleichung

H = Bodenh&he

A = Eddy-Diffusion

B = Longitudinal Diffusion
C = Massentransfer

u = FlieBgeschwindigkeit

u
FlieBgeschwindigkeit
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Term stellt dabei die sogenannte Eddy-Diffusion dar. Diese beschreibt die Abhangigkeit der
Bodenhohe (H) von dem Partikeldurchmesser. Die Analytenmolekile durchlaufen auf unterschiedlichen
Wegen die Sdulenpackung und bendétigen dazu unterschiedlich viel Zeit. So entsteht Peakverbreiterung.

Term A: Eddy-Diffusion/Streudiffusion

& 009
(4 2 1 2
999

Abb. 2: Graphische Darstellung Term A Eddy-Diffusion

Durch eine sehr homogene S&ulenpackung verringert sich die Peakverbreiterung.
Die Eddy-Diffusion ist damit ein direktes MaB fir die Packqualitat einer Saule.

Term 2 beschreibt die longitudinale Diffusion. Er ist abh&ngig von der Viskositat und der Temperatur der
mobilen Phasen. Dieser wird kleiner bei héheren Flussgeschwindigkeiten.

Term B: Longitudinal Diffusion
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Abb. 3: Graphische Darstellung Term B Longitudinal Diffusion

Term C beschreibt den Massentransfer und damit die Gleichgewichtseinstellung zwischen der mobilen und

der stationdren Phase. Dieser Term wird durch die Pordsitat der stationaren Phase und S&ulengeometrie
beeinflusst.

Term C: Massentransfer

Abb. 4: Graphische Darstellung Term C Massentransfer
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Vorbereitung Saulenpacken

Vorbereitung stationare Phase
Berechnung Volumen Saulenbett:
wd?
== %
vBett 4 l
Berechnung Volumen unkomprimiertes Gel:

vMateriaI = Bett * fKompression

Verhéltnis von sedimentierter stationarer
Phase zu Lésungsmitteliiberstand im Vorrats-
gefal notieren.

Gel und Loésungsmittel im Vorratsgefa
homogenisieren.

Bendtigte Menge stationére Phase in einen
Messzylinder fillen.
Verhéltnis aus 3. einhalten.

Behéiltnis so wéhlen, dass vierfaches Volumen
Lésungsmittel noch zugesetzt werden kann!

Menge . = Viaeia + LOSUNgsmittel

Gel Uber Nacht sedimentieren lassen.
AnschlieBend sedimentierte stationdre Phase
Uberprifen.

Ggf. Gel hinzufiigen oder entfernen.

Fines entfernen

Vierfaches Volumen L&sungsmittel zum
Gel geben.

Auswahl des Lésungsmittels entsprechend
der Herstellerangaben.

Stationdre Phase und Ldsungsmittel
homogenisieren.

Uberstand dekantieren.
§chritt 1-3 wiederholen, bis ein geklarter
Uberstand erreicht ist.

Ggf. Fines mit einer Spritze von der
Oberflache entfernen.

Slurry herstellen

Gel mit mindestens dreifachem Volumen
Packlésungsmittel waschen.

Zum Waschen die stationdre Phase am
besten in eine Saule (berfiihren!

Stationare Phase in einem Messbecher
auffangen.

Gel mit Packlésungsmittel aufflllen, bis die
gewlnschte Slurrykonzentration erreicht ist.

Vorbereitung

Nutzen Sie den ,,YMC Glass and Pilot
Column Packing Calculator*!

Keinen Magnetriihrer zum

Homogenisieren einsetzen!

Die Dauer der Sedimentation
héngt von der PartikelgréBe ab:
groBere Partikel sedimentieren

schneller als kleine.

Keinen Magnetriihrer zum
Homogenisieren einsetzen!

T

Softgele nicht trocken laufen lassen!
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1.4.

10.

1.
12.

13.

System und Saule

Packsystem mit Packldsungsmittel &quilibrie-
ren.

Saulenbauteile auf Sauberkeit und Funktions-
thchtigkeit prufen.

Bewegliches Endstlck entfernen.

Ablaufschlauch an der Ablauffunktion montie-
ren und in ein AblaufgefaB flhren.

Pumpe am Schlauch des Saulenkdrpers an-
schlieBen.

Pumpe einschalten.

Benetzen der Fritte mit Losungsmittel oder
Puffer. Der Lésungsmittelstand sollte bis zu
einer Héhe von ca. 2-3 cm oberhalb der Fritte
des Saulenkérpers sein (von unten).

So wird die Luft aus der unteren Fritte entfernt.
Darauf achten, dass der Fllissigkeitsstand und
der Profildichtung frei von Luftblasen sind.

Pumpe stoppen und vom Saulenkdrper tren-
nen.

Ventil am Schlauch des S&ulenkdrpers schlie-
Ben.

Séaule mit Hilfe einer Wasserwaage ausrichten.
Die Ausrichtung der Séule ist entscheidend fir
das spétere Packergebnis.

Pumpe am beweglichen Endstlick anschlieBen.

Bewegliches Endstick mit Flissigkeit spulen.
So wird die Luft aus dem Stempel und der
Fritte entfernt.

Pumpe stoppen und bewegliches Endstiick
von der Pumpe trennen.

Vorbereitung
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2 Packen PaCken

1. Einflllhilfe auf dem Saulenkdérper positionieren.

2. Ablaufschlauch an der Ablauffunktion montie- Lufteintrag vermeiden
ren und in ein AblaufgefaB fuhren. Schritt 2-15 méglichst schnell durch-
3. Slurry homogenisieren. fuhren, um ein erneutes sedimentieren
GleichméBig in eine Richtung ohne Rich- des Materials zu vermeiden.
tungswechsel riihren, um den Eintrag von Luft
zuvermeiden.

Eine Rihrdauer von 5 Minuten ist Gblich.

Zur Entfernung von Luft kann der Slurry auch
im Ultraschallbad fir 5 Minuten entgast
werden. Danach ist eine erneute Homogensie-
rung erforderlich.

4. Homogenisierten Slurry in die gedffnete Saule
gieBen.

Slurry ziigig durch die Einfllhilfe eingieBen.

Falls keine Einfdllhilfe genutzt wird, Slurry an
der gegenliberliegenden Glaswand herun-
terlaufen lassen, um den Eintrag von Luft zu
vermeiden.

5. Ist das Material vollstéandig eingefllt, den
Glasrand mit Packlésungsmittel spulen, um
Partikelriickstande zu entfernen.

Nur so ist ein optimales Abdichten der Profil-
dichtung gewéhrleistet.

Besonders wichtig bei Saulen
mit Permanentdichtung.

6. Saule bis zum Rand des Uberlaufs mit Slur-
ryldsungsmittel beflllen.

7. Abschlussplatte des beweglichen Endstlicks in
UP-Richtung bis zum Anschlag und anschlie-
Bend wieder eine halbe Umdrehung in DOWN-
Richtung drehen.

Das bewegliche Endstiick ist jetzt zum Einset-
zen in die S&ule bereit.
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8.

9.

10

11.

-

12
13

14

15

16

17.

18
19

Stempel des beweglichen Endstiicks in 180°
zum Ablauf schrdg am Saulenkdrper ansetzen.

Stempel langsam in die vertikale Position brin-
gen.

So ist sichergestellt, dass keine Luft unterhalb
der Fritte verbleibt.

Das verdrédngte Slurrylésungsmittel lauft durch
den Ablaufschlauch ab.

. Sternschrauben eindrehen und Saule so ver-
schieBen.

Oberen Stempel herunter drehen, bis dieser
vollstdndig mit Packlésungsmittel gefillt ist.
Am oberen Stempel tritt dann Flissigkeit aus.

. Luft aus den Schlauchverbindungen entfernen.

. Pumpe am Schlauch des beweglichen End-
stlicks anschlieBen.

. Ventil am Schlauch des Saulenkdrpers 6ffnen.

Der untere Schlauch kann in das Vorratsgefal3
mit dem Packlésungsmittel zuriickgefiihrt wer-
den, sodass das Packlésungsmittel im Kreis
gefihrt wird.

. Flussrate schrittweise steigern, bis der erfor-
derliche Fluss und Packdruck erreicht ist.

Bei jeder Steigerung der Flussrate warten, bis
sich ein konstanter Druck eingestellt hat. Erst
dann die Flussrate weiter erh6hen.

. Warten, bis sich das Saulenbett ausgebildet
hat und sich die Bettldnge nicht mehr veran-
dert.

Zur Uberpriifung die Bettlénge unter Fluss
markieren.

Flussrate schrittweise verringern, bis die Pum-
pe gestoppt werden kann.

. Ventil am Saulenkdrper verschlieBen.

. Pumpe vom beweglichen Endsttck trennen.

Packen
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20.

21.

22.

23.
24.

25.

26.

27.

28.
20.

30.

31.

32.
33.

34.
35.

36.
37.

Oberen Stempel auf das S&ulenbett herunter
drehen.

Darauf achten, dass der obere Stempel voll-
standig mit Packlésungsmittel gefillt ist und
am oberen Stempel Flissigkeit austritt.

Luft aus der Schlauchverbindung vom System
entfernen.

Pumpe mit dem beweglichen Endstiick verbin-
den.

Ventil am Schlauch des Saulenkdrpers 6ffnen.

Flussrate schrittweise erhohen, bis der erfor-
derliche Fluss und Packdruck erreicht ist.

Warten, bis sich die Bettldnge nicht mehr
verandert.

Hat sich das Séulenbett weiter komprimiert,
neue Bettposition unter Fluss markieren. An-
schlieBend mit den Schritten 26-34 fortfahren.

Hat sich das S&dulenbett nicht weiter kompri-
miert, mit den Schritten 26-28 und anschlie-
Bend mit Schritt 35 fortfahren.

Flussrate schrittweise verringern, bis die Pum-
pe gestoppt werden kann.

Ventil am Schlauch des Saulenkdrpers schlie-
Ben.

Pumpe vom oberen Stempel trennen.

Oberen Stempel bis auf das Saulenbett herun-
terdrehen.

Darauf achten, dass der obere Stempel voll-
standig mit Packlésungsmittel gefillt ist und
am oberen Stempel Flissigkeit austritt.

Luft aus der Schlauchverbindung am System
entfernen.

Bewegliches Endstick mit der Pumpe verbin-
den.

Ventil am Sdulenkdrper 6ffnen.

Flussrate schrittweise erhohen, bis der erfor-
derliche Fluss und Packdruck erreicht ist.

Zurlick zu Schritt 25.

Oberen Stempel bis zur letzten Markierung
(Markierung unter Fluss) herunter drehen.

Die Saule ist nun fertig gepackt.

Saule fur die Qualifizierung am System an-
schlieBen.

Packen
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3

Qualifizierung

Bettldnge messen.

Saule mit 5 Saulenvolumina des vorgeschrie-
benen Laufmittels aquilibrieren.
Herstellerangaben des Packungsmaterials
beachten.

Die Flussrate entspricht dabei der spéteren
Flussrate fir die Qualifizierung.

Qualifizierung entsprechend den Herstelleran-
gaben oder eigenen Vorgaben durchflihren.

Qualitatskontrolle 3 x durchfiihren.

So wird die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
gewéhrleistet.

Qualifizierung auswerten.

Falls die geforderten Spezifikationen erzielt
wurden, ist die Sdule nun einsatzbereit.

Falls die geforderten Spezifikationen nicht er-
zielt wurden, Sdule und System wieder auf das
Packlésungsmittel stellen, Sdule entpacken
und den Packprozess wiederholen.

Qualifizierung
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Entpacken

Das Entpacken der Saule erfolgt, falls die
geforderten Spezifikationen wahrend der
Qualifizierung nicht erzielt werden konnten
oder aber die Sdulenpackung gewechselt bzw.
erneuert werden soll.

AuffanggefaB unter der Sdule platzieren.
Saule am Saulenkorper verschlieBen.
Stempel ganz hochdrehen.

Bewegliches Endstiick aus dem Saulenkorper
entnehmen.

5. Rastbolzen am SaulenfuB3 16sen.

6. Saulenkdrper aus dem SaulenfuBB heben.

Saule umdrehen und wieder im Saulenful
fixieren.

8. System am Saulenkdrper anschlieBen.

9. Flussrate schrittweise erhdhen.

Das Séulenbett wird aus der Sédule gedriickt.

10. Sobald das Material im Auffanggefés ist, Fluss

stoppen.

11. Saule reinigen und fir das nachste Packen

oder die Lagerung vorbereiten.

12. Material entsprechend der Herstellerangaben

fur das Packen oder die Lagerung vorbereiten.

Entpacken
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Glossar

Axiale
Komprimierung

Entpacken

Fines

Kompression

Komprimierung

Konsolidierung

Pulstest

Slurry

Slurrykonzentration

Slurry Transfer

Ubergangsanalyse

Das Material wird im 1-Schritt-Verfahren komprimiert, indem der Stempel
auf das Sdulenbett herabgestellt wird. Die Stempelbewegung stoppt bei
einem definierten Druck.

Entfernen des Packungsmaterials aus der Saule.
Gebrochene Partikel, die auf der Oberflache des

Slurrys schwimmen.

Diese mussen unbedingt aus dem Slurry entfernt werden,

um eine moglichst homogene Saulenpackung zu erzielen.

Softgele sind durch ihre Polymerbasis komprimierbar.
Dies muss beim S&ulenpacken bertcksichtigt werden.

Das konsolidierte Bett wird unter Fluss und/oder manuell
komprimiert, um die finale Sadulenpackung zu erzielen.

Erster Schritt im Flussverfahren, in dem sich das lose
geformte Saulenbett ausbildet.

Auswertung des Detektorsignals nach Injektionen
einer definierten Substanz.

Suspension aus Pack-/Slurryldsungsmittel und Packungsmaterial.
Konzentration des Packungsmaterials in dem Pack-/Slurrylésungsmittel.
Meistens handelt es sich dabei um einen Konzentrationsbereich.

Dieser ist in den Herstellerangaben des Packungsmaterials angegeben.

Auch bekannt als Pack-In-Place. Der Stempel ist bereits voreingestellt.
Der Slurry wird bis zu einem bestimmten Druck eingefullt.

Auswertung des Detektorsignals eines Stufengradienten.
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