Predchazejte problémum v HPLC
s vyuzitim prislusenstvi Agilent
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LC systém — problémy hardware

™/ /kolisavy tlak systému — netésnost v systému, neprichozi ventilky
pumpy, poskozené pisty nebo jejich tésnéni, nefunkéni degaser,
nevhodny oplach pistl, zablokovand kapilara

/A )

Neopakovatelné davkovani, prenos vzorku, zména
plochy piku — netésnost sytému, ohnutd/zablokovand
jehla i sedylko, nespravné naplnéna vialka, nevhodna

\oplachové kapalina )

™/ /kolisavy retencni €as, vliv na tvar piku a tlak systému — netésnost - T w"
sytému, zablokovana kolona, zablokované/oldmané systémové kapilary,
opotrebena ferule




LC systém — problémy hardware

Urezany pik, negativni piky, snizeni ucinnosti, necyklicky - =
pribéh zakladni linie — praskla/znecisténa cela detektoru,

pritomnost vzduchové bublinky, netésnost systému, prach v

modulu (nedostatecny ohrev/chlazeni)

[ Vliv na vSechny casti LC systému — kontaminace ]

-Li- Agilent Technologies
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Preventivni prohlidky - pravidelny servis

1x ro€né zajistuje servisni technik
Zakladni procedury:

Pumpa:
* vymeéna tésnéni

Opotrebené frity purge ventilu

Autosampler:

e vymeéna rotor sealu v nastfikovém ventilu
* Vymeéna tésnéni v nastrikové hlavé
 Vymeéna jehly a sedylka

...a dalsi dle stavu pfistroje a pozadavku zakaznika

Na zavér zkouska tésnosti celé sestavy.

'

Vysolena mobilni faze v nastrikové hlavé
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LC systém - prevence - uzivatel

Chemie mobilni faze (Cistota, pH, koncentrace)

Ochrana chromatografické kolony — prodlouzeni jeji Zivotnosti

Vhodna pfiprava vzorku pred analyzou, vhodné vialky se septy




LC systém - prevence - x

= 8
* Kvalita a Cistota mobilni faze: HPLC grade, LC-MS grade a dalsi { | l
* Vodné mobilni faze: filtrace (0,2 nebo 0,45 um), tmavé lahve, vidy Cerstvé B T

* Vhodné bezpecnostni uzavéry: prevence kontaminace, Uniku par

rozpoustédla

e Pravidelna kontrola frit v zadsobnich [dhvich (olamané nebo znecdisténé) —
bakteridlni kontaminace a nasledna nepriichodnost
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Honeywell Methanol Methanol Methanol

CHROMASOL CHROMASOLV™ Plus, for HPLC

RiEdEl-de Haén.rM Specifications Speeiieatons Specifications

Property Value
Prope Value Vai sity 111 s s Property Value

* for HPLC, :99.9% CHROMASOLY™ LC-MS, >=99.9%

Assay (GC) Min. 89.90 % e T Purity (GC) Min. 99.90 %
. v v . & matter
e Kvalit tedel — vl -
Va I a rOZ O u S e e V IV Non-volatile matter Max_0.0005 % IR spectrum complying
v . 4 7 . . & matter .
Non-volatile matter Max. 0.0001 %
Water (Karl Fischer) Max. 0.03
na sum a drift zakladni linie
Water (Karl Fischer) Mazx. 0.05 %
V4 b | . b I V4 k V4 U V Absorbance at 400 nm Max. 0.01 Free cid tas HCOOH. Max 0001
( p ra C e V O a St I I Z e Rz = hiEElE] e Titrable Acid Max 0.0003 meqg/g
Absorbance 280 nm Max. 0.01 .
v b . I ’ er i 1ppm
t_ ff h d t m Titrable Base Mazx. 0.0002 meg/g
C u O O n O e O I n I I Abzorbance at 260 nm Max 004 I s
7 Barium (B3 Max.0.1 ppm Absorbance at 400 nm Max. 0.005
fa Ze ) Absobance at 254 nm Max. 0.02 Catcium (Ca
I Absorbance at 250 nm Max. 0.02 I
Absorbance at 240 nm Max. 0.07 .
- n Absorbance at 230 nm Max 0.10
Absorbance a3t 235 nm Max 010 Chromiu _
Absorbance at 220 nm Max. 020
bance at 230 nm Max 0.15 - R Absorbance at 210 nm Max 0.80
Ve
.
l \bso rba nce prl 260/250 nl I I . bance 3t 220 nm Max. 0.30 ‘ R Absorbance at 205 nm Max. 1.0
Absorbance at 210 nm Max. 0.60 R . Fluorescence (chinin) at 254 nm Max. 1.0 ppb
Sogium iNa Max. 0.1 ppm ence (chi 365 Viax. 1.0
Absorbance at 205 nm Max 100 m Fluorescence (chinin) at 365 nm Max. 1.0 ppb
e HPLC: max. 0,04
° a X ° V4 HPLC Gradient at 230 nm Max. 2 mAU
Absorbance (JP)(ValRef) complying sad (Pb
[ ] LC_ M S . r T ‘ O 009 ! HPLC Gradient at 254 nm Max 5 mAU
° aX' ? Fluorescence (chinin) a1 254 nm Max. 1 ppb

[ H P LC Pl u S : m aX' O’ O 2 Fluorescence (chinin) at 365 nm Max. 1 ppb “ " ' CEneh o o

A o2t 220 nm Ve 001 Carbonyl compounds (as Acetane) Max 0001 %
APHA Max 10 N R
S — Carbanyl Compounds (as HCHO) Max. 0.001 %
Vapor Pressure 97.68 mmHg (20°C) I - I
— ; Carbonyl compounds (as C;Hs0) Max. 0001 %
Flu nin) at 254 nm o
s . nmHa (50 °0) ~ .
Vapor Pressure 410 mmHg (50 °C) Fluorescance at 365 Exp i Limit 369
Vapor Density 111 (vsain Autoignition Temperature 725°F




InfinityLab Stay Safe promyvaci lahev

e K umisténi nepouzivanych hadicek pro privod mobilni faze

* Prevence krizové kontaminace rozpoustédel a vodné faze

I

Vyhnéte e Uzavreni lahve pomoci bezpecnostnich vicek
se §kodlivym —> minimalizace kontaminace ultracistych
vyparim vy Y v

4 rozpoustédel z prosttedi laboratore

4

s e Jednotlivé hadicky bez rizika samovolného
nadna v , ,
manipulace prekrouceni nebo vyklouznuti

N

Zabrante

nechtenemu (Sroubeni) - zabranéni nezadoucimu nasavani
nasavani }
vzduchu vzduchu do LC systému

* Hadicky jsou pevné prichyceny k vicklim




InfinityLab Stay Safe bezpecnostni vicka

Filtracni membrana

o v ’ o v o v Ochrana solventu pred
e rozdilny pocet vystupu dle pozadavku uzivatele

prachem a dalSimi moznymi
=
& ’

kontaminacemi z prostredi.
o

Jednocestny ventil
Prevence Uniku
nebezpecnych
vyparu z lahve.

PTFE filtr

Mobilni faze

* 6ti mésicni Casovy pas

Odpad e Signalizace vymény
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InfinityLab Stay Safe bezpecnostni vicka

Oteviena lahev

Typ vicka

Standardni vi¢ko
s dvéma vystupy

InfinityLab Stay Safe
bezpecnostni vicko

Ztrata

MetOH [g]

Zaviena lahev

Ztrata
MetOH [%]

Otevrenad lahev 76,6 19,1
Standardni vicko 7,9 2,1
InfinityLab Stay Safe bezpecnostni vicko 1,2 0,3
Zavrena lahev 0,2 0,0

Odparovani MetOH v ¢ase z |ahve uzaviené odliSnymi vicky

PtibliZeni viz dolni obr.
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LC systém - prevence -

e Spravneé nastavit needle offset (bottom sensing) — vialsampler x
multisampler

e Spravna volba oplachové kapaliny (10-15% IPA, flush port x vialky)

e Pouzivat kvalitni septa — pri opakovaném nastriku kontaminace vzorku

* Vhodna uprava vzorku




Captiva EMR-Lipid

Filtrace vzorku pred analyzou i g A

Agilent Captiva

* \lysoce selektivni a u¢inné odstranéni lipidd/matrice bez ztraty analytu !

* Minimalni potlaceni iontd cilovych analytl = vyssi spolehlivost a robustnost | 'é
metody -

« /| citlivost analytq, zlepSeni tvaru piku a prodlouzZeni Zivotnosti kolony

3 v 1: precipitace proteind, filtrace a selektivni odstranéni lipidu

2 formaty: | | P
I R

* Kolonky 1 ml (biologické matrice), 3 a 6 ml (QUEChERS) i

* 96ti jamkové desticky ) v H



Captiva EMR-Lipid

VylepsSené odstranéni matrice (Enhanced Matrix Removal, EMR)

e Specidlné navrzeny k odstranéni tuku a lipida z
rdznych matric

lipidy pomoci dvou mechanismu:

EMR technologie sorbentu ucinné zachycuje EMR sorbent //\

analyte

- nerozvétvené )
uhlovodikové retézce (lipidy) vstupuiji do on iid

sorbentu, objemné analyty nikoliv

.. Sy v o, Free Fatty Acids
- lipidové retézce vstupujici

do sorbentu jsou zachyceny hydrofobni

interakci . . !
P NN )LO/?(\O)\P\? “/\ﬁ( ST NS \/”\04{

\/\/\/\WAH/O o .

0 N N N NN H

Phospholipid °
ospholipids Triglycerides

ChHpsT



Captiva EMR-Lipid

Vyuziti

* Biologické matrice — plazma, sérum

1. Add biological sample and
crash solvent

2. Mix to precipitate protein

Y

Option 1 — Passive mixing:

let stand for
5 minutes

J
|
||

']

L, oo ﬁ

Solvent .. ® | Sample

Option 2 — Active in-well

mixing: vortex
or mix with
wide-bore
pipette tips

It is highly recommended to add sample first and
then crash solvent, to achieve better sample
homogeneity during sample and solvent addition.

® Salts @ Proteins @ Lipids @ Analyte

3. Filter

* Potravinové matrice — P obsah rostlinného/Zivocisného

tuku

Add 20%
water and
vortex™

h
Ld

*Skip this step if
the extract is
80:20 organic:water

Organic Extract

* QuEChERS

* Protein precipitation
* Organic extraction

ACN preferred

Load

Agilent Captiva

EMR—Lipid
cartridge

-w

mo(} Allaeig

<

Drain with
vacuum or
positive
pressure

—

)

S
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Captiva EMR-Lipid

* Precisténi vzorkd obsahujicich tuk - > odezva, | RSD

Captiva EMR-Lipid Protein precipitation
x10¢
2.6
i
261 41 Protein precipitat
4 A 25.0HD3  25.0H D2 %:23 Protein precipitation
241 Agilent Captiva EMR—Lipid 211
71 . 3] RSD > 25%
201 RSD < 3% b
1.8 161
1.7 4 1.5
1.6 2144
1.5 S 1
£ 14+ 3 }g
S 1.3 © 1.21
313 171 25-0H D3
1.14 1.01
(1]8 0.9
91 0.8 .
o 081 25-0H D2
0.7 1 0.64
0.6 0.5
0.54 :
0.4 0.4
0.3 0.34
0.2 0.2
0.14 0.11
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Ll 0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
245 25 255 26 265 27 275 28 285 29 295 3 3.05 3.1 3.15 3.2 3.25 33 3.35 34 345 245 25 255 26 265 27 275 28 285 29 295 3 305 3.1 3.15 3.2 325 33 335 34 345
Acquisition time (min) Acquisition time (min)
4 4 f )4 v V4 v Vevwv v ré
Vzorek po spravne Uprave Vzorek bez dostate¢ného precisténi
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Ca ptiva p rodu kty Stiikackové filtry

Bézna filtrace -
- Filtracni vialky

* VylepsSeny design filtru
* Snadnéjsi prichod vzorku pomoci vakua nebo
pretlaku

0.45 um

0.20 pm

Rlzné formaty pro rlizné objemy:

Strikackové filtry

* 0,452a0,20 um (moznost také 0,7 um)

e zpracovani az 150 ml vzorku(4, 15, 25, 28 mm
primér)

e 2typy: Econo a Premium

Filtracni vialky &
* 0’045 a’ 0,20 Hm ) ) / PV@ _ﬁ'{ter 1. Fill 2. Cover 3. Plunge
® Ruzne typy membran: nonn, regenerovana Lf g Use a pipette to add Twist gently to Press the plunger slowly
ceIuIc')za polytetra-fluorethylen polyethersulfon OUt Fl'(te‘/- sample to the fill line. ensure a secure seal. for about three seconds
’ 7

to filter the sample.



LC systém - prevence -

* Pouziti spravného fittingu (InfinityLab Quick Connect/Turn) —
J mrtvy objem, carry-over

* Pravidelnd vyména kapilar, ferule, Sroubl z materidlu PEEK
(spotrfebni material)

* In-line filtry

InfinityLab Quick Turn fitting




Agilent InfinityLab Quick Change in-line filtr

e \/ychytava drobné necistoty pred vstupem do
kolony

* \lyznamné prodlouzeni zivotnosti kolony nebo
predkolony

e Oproti béZnym filtrdm muzZete provést az 100
vymen filtru bez netésnosti

 Tlakova odolnost 1300 bar

InfinityLab Quick change
in-line filtr

Test Zivotnosti kolony

Tlak

Vymeéna filtru

CUHpsT



Agilent InfinityLab Quick Change in-line filtr

e Snadné manualni dotazeni pri vymeéné filtracniho disku (bez rizika podtékani z nedostatecného
utazeni)

e Bezdotykova vymeéna filtracnich diskt pro minimalizaci kontaminace

e Siroky vybér rozmérd a velikosti porozity filtraénich disk( pro kazdy HPLC systém

CUHpsT



HPLC Advisor

Aplikace Agilent InfinityLab HPLC Advisor

MrEDI\

* Snadnéjsi a rychlejsi feSeni problému s LC

F——m‘.—— e

e Stazeni pfimo do Vasich chytrych zarizeni umozni pomoc
kdykoli a kdekoliv (také offline)

HPLC Advisor

e Nezavisle na modelu LC

* Pomoc pri vyvoji metod

Hlavni nabidka

Jak funguje HPLC Advisor




HPLC Advisor =k
Troubleshooting ==

10:54 7 ull T @) 10:54 47 all T @ 10:59 4 all T @) 11:00 97 all = 3 11:02 9 all © #3)

Agilent InfinityLab HPLC Advisor Fo) { Home < Home ¢ Home < Home

Troubleshooting Calculators Data Library Learn More

® g

(i) About HPLC Advisor

" ) /L ‘[U\j\\_,L A¥ Isocratic Method r.'lo'wg

| = Translation °J®
H P LC AdV ISOr Pressure Peak Shape ®® ®O M % Contact us

Conversions Formulas

A¥ Gradient Method 5
J’\Uﬁ\ \ A —" I‘Z’D‘i Join the Agilent Community

UUL --“.‘W‘\‘-“Jf‘_": Translation
/ Troubleshooting Retention Baseline

T4 Isocratic Chromatographic
Performance

el
| =
2oes | H=) Literature

Calculators Data Library I 1! Gradient Chromatographic

Disclaimer: Performance

The troubleshooting guide focuses on reversed-phase @ Agilent LC products
chromatographic techniques. This guide has limited

@ Agilent Knowledge Portal

applicability to other HPLC techniques

Agilent news
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Trusted Answers

InfinityLab Stay Safe promyvaci lahev
InfinityLab Stay Safe bezpecnostni vicka
Captiva EMR-Lipid filtry

Agilent InfinityLab Quick Change inline filtr

Aplikace Agilent InfinityLab HPLC Advisor
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Akce na spotrebni material

www.eshop.labicom.cz ... A
P Inovativni zasobni lahev

narozpoustédla (Purging Bottle)

NABIDKA | / :' S 28 Proplachovaci lahev (kat.€. 5043-1339)

zafi-Fijen-listopad s vice hrdly a7z pro 4 kandly HPLC

systému, doplnéna o sadu bezpecnost-
nich uzavér( eliminuje riziko kontami-
nace ¢istych rozpoustédel na
minimum. »>p

NOVINKA: »pp» NOVINKA: ppp

SPE kolonky Carbon S rozsifené portfolio preparativ
k odstranéni pigmentd nich kolon, které jsou nové kat.¢. 5043-1222
adalSich nezadoucich rezidui k dispozici také ve formatu
z potravinéfgk?ct\ vzorkd pri I??rqshell kolon s velikosti PFi koupi 3 a vice polozek z vybrany'ch skupin produktﬁ
analyze pesticidd. castic4.0pum
(GC kolony, LC kolony, SPE kolonky, SPME vldkna, TR
strikackové filtry...) ziskdte slevu 33% na kazdou polozku. : o
2'e
Nabidka plati pro libovolnou kombinaci produktd.
Nabidka neplati na produkty vyrobené na zakazku. ;
. o “eate’ .
kat.¢. 5043-1340 .5 Agilent

nabidka plati do: 30.11. 2022 PROMO KOD: Safe30

PROMO KOD: 3za2

30% sleva

CUHpsT



Autorizovany distributor H PST
Agilent Technologies \

Dékuji za pozornost

Andrea Vernerova
Aplikacni specialista (LC, LC/MS)
andrea.vernerova@hpst.cz
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