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os instrumentos HPLC actuales utilizan conexiones, valvulas y bombas disefia-

das para suministrar desde microlitros hasta mililitros de fase movil por minuto.

Los avances en la tecnologia de los espectrometros de masas permiten analizar

rapidamente muestras cada vez mas complejas, mientras que las mejoras en la
tecnologia de columnas hacen posible la separacion de miles de compuestos, dando
lugar a una nueva era de separaciones cromatograficas de ultraalta eficiencia que
requieren un sistema cromatografico igualmente eficiente. Hemos desarrollado un
sistema UHPLC de nanoescala que incorpora la conexion directa de tuberia de 360
um a valvulas de nanodiametro y bombas de nanovolumen.

ANTECEDENTES

A medida que aumentd la eficiencia de las
columnas mediante el uso de particulas infe-
riores a 2 um para el empaquetamiento de
las columnas, este incremento en la eficiencia
hizo que las columnas de menor diametro
interno se convirtieran en una opcion viable
para lograr una separacion adecuada utilizan-
do menor cantidad de muestra.
®Eluciones mas rapidas.
®Menores caudales.
® Mayor contrapresion.
®Se requieren capilares con diametro exterior
de 360 um y diametros interiores de hasta
50 um.
®E| uso de estos capilares de microdiametro
proporciona:
* Mayor velocidad lineal.

®Menor influencia del calor generado por
friccion.

eReduccion del volumen de permanencia
del gradiente (gradient dwell volume).

eRequiere menores volumenes de solventes
y eluentes toxicos, costosos o de alto valor.

La conexion directa al capilar reduce el volu-
men muerto.

Permite una cromatografia liquida verdadera-
mente de alta presion y bajo caudal.

METODOS

La evaluacion del sistema UHPLC VICI True
Nano™ consiste en adaptar los métodos actua-
les a sus nuevas capacidades. Gracias a sus
lineas de transferencia reducidas o practica-
mente inexistentes y a su minimo volumen
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interno, las corridas estandar pueden realizarse
en tiempos menores que los de los sistemas
convencionales de menor presion, o bien desa-
rrollarse mediante métodos mas complejos,
aportando otra ventaja adicional a la cromato-
grafia UHPLC que actualmente no esta amplia-
mente disponible en el mercado.

Las pruebas realizadas con estandares UHPLC
demuestran estabilidad de la linea base, exce-
lente repetibilidad de las inyeccionesy un desa-
rrollo estable del gradiente. Demostraremos la
mejora de los métodos HPLC convencionales
mediante el uso de este equipo.

CARACTERISTICAS

El sistema de gradiente esta construido con un
controlador integrado, bombas y valvulas para
llevar la muestra hasta la columna vy, debido a
su reducido tamafrio, puede conectar la colum-
na directamente al espectrometro de masas.

El recorrido de flujo (flowpath) del VICI True

Nano™ UHPLC es unico.

e\/alvula de funcionamiento con bomba unica.

® Posicion dedicada para pruebas.

® Mayor vida util de la valvula.

e Suministro exclusivo del solvente A.

e Suministro combinado de los solventes Ay B
previamente mezclados.

Conexiones VICI de 360 pm de ajuste

manual (Fingertight)

e Soportan presiones de hasta 1725 bar (25.000
PSI).

®Férulas optimizadas para ofrecer resistencia
y compatibilidad quimica.

FIGURA 1: Conexion manual VICI de 360 pm con férula de
PEEK reforzada con vidrio.

“EL SISTEMA DE GRADIENTE
ESTA CONSTRUIDO CON
UN CONTROLADOR
INTEGRADO, BOMBAS Y
VALVULAS PARA LLEVAR
LA MUESTRA HASTA LA
COLUMNA Y, DEBIDO A

SU REDUCIDO TAMANO,
PUEDE CONECTAR LA
COLUMNA DIRECTAMENTE
AL ESPECTROMETRO DE
MASAS.”

e Aislamiento electronico o conductividad.

®|la conexion directa del tubo a la valvula
reduce el volumen muerto y el arrastre entre
muestras (carryover).

VICI True Nano™ UHPLC

El sistema de gradiente incorpora dos bombas
de ultraalta presion y un exclusivo recorrido
de flujo mediante una valvula de bomba unica.



e Soporta presiones de hasta 1725 bar (25.000
PSI).

®Presion maxima: hasta 1.500 bar.

® Capacidad maxima: 35 ul por bomba.

e Caudal minimo: 10 nL/min.

®Resolucion del caudal: 250 pasos por ulL (4
nlL/paso).

®Transductores de presion integrados.

®Menor cantidad de conexiones.

®Menor volumen muerto.

oE| diseno modular permite multiples confi-
guraciones.

®Funcionamiento en modo simple, isocratico
0 en gradiente.

e Diversas configuraciones de valvulas: inyec-
cion interna desde 5 nL o mediante valvula
externa.

FIGURA 2: Sistema de gradiente VICI True Nano™ UHPLC.

El sistema de gradiente esta construido con
un controlador integrado, bombas y valvu-
las que permiten conducir la muestra hasta la
columna. Gracias a su tamafio extremadamen-
te compacto, es posible conectar la columna
directamente al espectrometro de masas.

El recorrido de flujo (flow path) del VICI
True Nano™ UHPLC es exclusivo y ofrece las
siguientes caracteristicas:

e\/alvula de operacidon con una sola bomba.

®Posicion dedicada para pruebas.

® Mayor vida util de la valvula.

® Suministro exclusivo del solvente A.

® Suministro de los solventes Ay B previamen-
te mezclados.

Ver Figura 3

RESULTADOS

A continuacién se presentan algunos croma-
togramas de prueba que muestran el rendi-
miento del sistema True Nano™ UHPLC.

“EL SISTEMA DE GRADIENTE
INCORPORA DOS BOMBAS
DE ULTRAALTA PRESION Y
UN EXCLUSIVO RECORRIDO
DE FLUJO MEDIANTE

UNA VALVULA DE BOMBA
UNICA."



RECORRIDO DE FLUJO TRUE NANO™
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Computadora

Las pruebas realizadas con detector de ioni-
zacion de llama (FID) tienen como objetivo
demostrar la estabilidad del caudal. El FID
detecta la presencia de compuestos organi-
cos y aumenta su respuesta a medida que se
incrementa el caudal. La linea de transferencia

CAUDAL: ISOCRATICO

Caudal de 1 a 5 pL/min

5 pL/min, 698 psi
Bomba A: 50% CH,CN

4 pl/min, 563 psi
3 pl/min, 466 psi

2 pl/min, 385 psi

Miles

0.0 15 30 45 6.0
Tiempo (min)

GRAFICO 1: Datos del detector de ionizacion de llama (FID)
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FIGURA 3: Recorrido de flujo que
muestra el sistema de gradiente
con una valvula externa de inyec-
cion de muestras y un detector
ubicado al final de la columna.

utilizada tenia un diametro interno de 25 um
y una longitud de 0,6 m.

Las pruebas realizadas con detector de longi-
tud de onda ultravioleta se efectuaron utili-
zando un detector monocromatico de 256 nm.

CAUDAL: ISOCRATICO

Caudal de 200 a 1000 nL/min

1000 nL/min, 284 psi
Bomba A: 50% CH,CN

800 nL/min, 260 psi

600 nL/min, 265 psi

Miles

400 nL/min, 208 psi

200 nL/min, 148 psi
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MEZCLA: RESPUESTA ESCALON MEZCLA: GRADIENTE

Caudal; 2 uL/min Caudal: 2 pL/min
Longitud de onda del detector: 256 nm Longitud de onda del detector: 256 nm
Bomba A: Agua (H,0) Bomba A: Agua (H,0)
Bomba B: 30% CH,CN en H,0 Bomba B: 30% CH,CN en H,0
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DATOS DE LA MUESTRA Calibrado para la absorbancia del ACN a 256 nm
Caudal: 2 pL/min
Longitud de onda del detector: 256 nm DATOS DE REPRODUCIBILIDAD
0.50 2 Gradiente: Tiempo de retencién (min) Area de pico (mV's)
A: Agua (H,0) Corrida t1 2 3 Al A2 A3
< 1. Acetaminofén B: Metanol (CH;0H) 1 5004 5382 6304 1 10051 14290 556.1
@ 2. Cafeina Min %B
0 3. Clorhridrato hidratado 2 5016 5393 6.309 2 1007.1 14327 5280
£ 1 de noscapi 0.0 0
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] 02 0 3 5020 53% 631 3 10002 14312 5230
0 50 100
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0.00
< " 575 138 0 Promedio 5012 5390 6307 | |Promedio 10084 14340 5386
gy RSD(%) 012 010 006 | |RSD(%) 065 033 247

Informacion de la columna; 3 pm C18 DI 150 pm
DE 360 pm x 10 cm de longitud

GRAFICO 2: Datos del detector de longitud de onda ultravioleta

DATOS DEL ESPECTR()METRO DE un Thermo Orbitrap Elite equipado con una
MASAS columna de 70 cm de longitud, 360 um de
Los datos obtenidos mediante espectrome- diametro exterior y 75 um de diametro inte-
tria de masas fueron adquiridos utilizando rior, empaquetada con particulas C18 de 3 um.



DATOS DE LA MUESTRA

Caudal: 300 nL/min

Solvente A: agua con 0.1%
de acido formico

Solvente B: acetonitrilo con
0.1% de acido férmico

Digestiones tripticas de
Shewanella oneidensis
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DATOS DE REPRODUCIBILIDAD

Relacién masa/carga (m/z)

Tiempo de retencion (min) — corrida de 110 minutos

4923

547.8

| Corrida 1 2165 36.964 60.834
| Corida2 21.998 37.19 60.749
| Corrida 3 22.045 37.214 60.735
Corrida 4 21 37.296 60.992
Corrida 5 22353 37.068 60.854
Corrida 6 22.409 36.732 60.783
Desv. estédndar (min) 0.2781 0.2056 0.0943
Desv. esténdar (seg) 16.689 12.336 5.6572

76.216
76.255
76.255
76.418
76.277
76.302
0.0701

4.2064

GRAFICO 3: Datos del espectrometro de masas
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*Datos cedidos por Deniz Ozel at Estrella PNVL

CONCLUSIONES

El sistema de gradiente VICI True Nano™ UHPLC do el ensanchamiento de bandas y proporcio-

proporciona deteccion directa sobre la columna

y un volumen extracolumna minimo, eliminan-

nando una unidad de volumen minima para la



introduccion de la muestra al detector.

Gracias a estas ventajas, este sistema UHPLC
es ideal para inyecciones de nanoflujo con
muestras de bajo volumen, siendo la opcion
perfecta para los espectrometros de masas de
ultima generacion y mayor sensibilidad que
estan llegando al mercado.
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