Testmethode

Pmbenvorbereltung Ergebnisse: Auswirkungen der Filtration auf die Standzeit von

A.) Die Tensidlosung, 0,002 % Triton X-100, wurde zur Vorbereitung ~ sub-2-pm-Séule A mit 0,3 pm Latexsuspension
von 0,05 % Latexsuspension (0,3 um und 0,5 um) verwendet.
B.) Eine Latexsuspension (0,3 pm) wurde fir den Standzeittest
von Sub-2-pm-Saulen (mit Partikeln unter 2 pm) verwendet.
Unfiltrierte und mit 0,2-pm-Filtern filtrierte Proben wurden
fur die Vergleiche der Auswirkungen auf die Standzeit von —— Ungefiltertes LB3
sub-2-pm-Saulen benutzt. 1000 _ |
C.) Humanplasmaextrakt wurde fir den Lebensdauertest von = Ungefitertes L83
sub-2-um-Saulen verwendet. Unfiltrierte, zentrifugierte und

Auswirkungen der Filtration auf die Standzeit von sub-2-pm-Séaulen

1200

o : ) : T80 —+ Agilent Captiva 0,2 pm-Nylonfilter —
filtrierte Proben (mit 0,2-pm-Filtern) wurden fir die =
Vergleiche der Auswirkungen auf die Standzeit von sub-2- e - Agilent Captiva 0,2 pm-RC-Filter
. . « S 600 —
pm-Séulen benutzt. Die Probe wurde geméaR unten =
aufgefiihrtem Ablauf vorbereitet. H
-]
1. 2 mL Humanplasma wurden in ein Testréhrchen aliquotiert. E

400 E
2. 10 mL Acetonitril mit 1 % Essigsaure wurde hinzugegeben. J

200

3. Die Probe wurde grindlich gevortext und bei 4000 U/min
fir 5 min zentrifugiert.

. L . 0
4. Der Uberstand wurde in ein sauberes Testréhrchen 0 100 200 300 200 500 600 200 800 900 1000
tibertragen.

.. 1 1 T ir 1t _ _ i 1 _ 0,
5 Der Uberstand wurde mit N2 bei 37 °C getrocknet. Anzahl der Injektionen mit unfiltrierter bzw. filtrierter 0,3-um-Latexdispersions-Probe (0,05 %)

6. Die getrocknete Probe wurde in MeOH/H,0m (10:90)
rekonstituiert, im Vortexer gemischt und mit Ultraschall
behandelt.

Ergebnisse: Auswirkungen der Filtration auf die Standzeit von
. . sub-2-pm Séule B mit Humanplasma-PPT-Extrakt
Filtration

Die Testlosung passierte jeden einzelnen Spritzenfilter;
1 mL Filtrat wurde in einem 2-mL-Probenflaschchen fir

Auswirkungen der Filtration auf die Standzeit von sub-2-pm-Séulen
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einen HPLC-Durchlauf gesammelt. —— Unfiltrierter Plasmaextrakt

800
UHPLC (Tests der Lebensdauer von sub-2- um-SéuIen) ol —— 0,2 ym gefilterter Plasmaextrakt (Agilent Captiva 0,2 um-Filter)
Séule: Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 600 +

RRHD-Saule, 2,1 x 50 mm, 1,8 pm,

Best.-Nr. 959757-902

Die Saule wurde vom Detektor getrennt,

lief aber zwecks Entleerung weiter.
Mobile Phase: Acetonitril:Wasser (35:65, v/v)
Durchflussrate: 0,4 mL/min, isokratisch

— /Zentrifugierter Plasmaextrakt
500 W
200 M

200

Saulenriickdruck (bar)

100

0

Injektionen: 10 pL pro Injektion, 1 Injektion pro Minute 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Uberwachung: Dl_:"r S_éiUlenrﬂderugk wurde mit der Anzah Anzahl der Injektionen mit ungefiltertem, zentrifugiertem und gefiltertem Humanplasma-PPT-
Injektionen aufgezeichnet. Extrakt
Saulen- Uberschreiten des Saulenriickdrucks von
versagen: 1000 bar.
Sequenz: In der Regel wurde eine Sequenz mit Schlussfolgerung
1000 Injektionen durchgefihrt, es sei denn,  Filtration der Proben vor Injektion in ein HPLC-System fiihrt nachweislich zu einem
die Saule versagte wahrend der Sequenz signifikanten Anstieg der Saulenstandzeit.

aufgrund von Uberdruck. Fiir jede einzelne
Sequenz wurde eine neue Saule verwendet.
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