Od kolony k robustni HPLC
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Tipy pro vyvoj robustni metody Alt(i?.m

* Vyvoj metody vzdy zaCnéte s novou kolonou.

e Vybirejte kolony s vhodnymi vlastnostmi pfi pH metody (pH metody
zavisi na pKa analyta).

* Otestujte reprodukovatelnost mezi Sarzemi kolon.

* Presné a jednoznacné zdokumentujte pripravu mobilni faze. Otestujte
reprodukovatelnost pripravy MF.

Parametry vhodnosti (U)HPLC systému Kritéria metody
* Rozliseni: >2 e Spravnost, presnost, robustnost
e Tvar piku: USP Tf = 1 (<2) » Selektivita/Specifita
* Opakovatelnost nastriku: plocha, Tf atd. e Linearita
— RSD0.1-0.25% * Rozsah metody
* Retencni faktor: 1< k<10 « LOQ=(10xS/N)

e Relativni retence: a nebo k2/k1
e PomérS/N:>10




Jak na vyvoj chromatografické metody Alt(i?.m

Jeden parametr za druhym Systematicky postup

Genericky gradient
I
Nizké pH Vysoké pH
Zména gradientu |
Zména organické slozky MF |
I

Optimalizace gradientu
|

C18 kolona, genericky gradient

Zména kolony

Zmeéna gradientu

Zmeéna teploty




Jak na vyvoj chromatografické metody

Systematicky postup

Genericky gradient

—

5—-95% (100%) organickeé faze
Délka gradientu = 10 objemu kolony

O

Altium



Jak na vyvoj chromatografické metody Au(i?.m

Systematicky postup

|
l — Vybér nejvhodnéjsi mobilni faze:
L Orgonicey moliaror o amén slekiiviy




Jak na vyvoj chromatografické metody Au(i?.m

Systematicky postup

I
I
I
T =y  \/ybér stacionarni faze:

Odlisné interakce pro polarni a nepolarni analyty,
T-1t interakce apod.

e Lepsi selektivita, rychlejsi analyza.

e Spektrum fazi na stejném nosici zjednodusi
vybér vhodné kolony.




Jak na vyvoj chromatografické metody Alt(i?.m

Systematicky postup

I
I
I
Finalni uprava gradientu
I

e Zacit gradient v silngjSi MF?
e Skoncit ve slabsi MF?
—}  Dostatecna re-kondicionace kolony, ale neztracejte
zbytecné Cas:
e Cca5xobjem kolony + objem systému.
e Lze zrychlit pritok pro Usporu ¢asu.




Jak na vyvoj chromatografické metody Alt(i?.m

Systematicky postup

Genericky gradient

l

Nizké pH Vysoké pH
I Teplota separace
l

e StabilnéjsSi separace, mensi vliv laboratorni

teploty.
* Zmeéna retencniho faktoru (k) a separacniho

faktoru (o).
I e Nizsi tlak, rychlejsi rekondicionace.
MiZe zlepsit separaci kritickych para.
I . VY tlak.
— « V& naroky na kolonovy termostat,
potencidlné nestabilni RT.

 Kondenzace vody v kolonovém prostoru —

LEAK senzor!
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Volba kolony Altium

Typy sorbentu

TPP

spPp

T
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L.E,u-.j Broademnng

g i
Vysokd kapacita sorbentu Vysoka ucinnost separace bez navyseni tlaku
Tradi¢ni sorbent Nizsi kapacita kvuli pevnému jadru.

Dostupné velikosti ¢astic sorbentl a zarazeni dle tlakovych limit0 u kapalinového chromatografu:

1.8um

PIn& ‘I
porézni

Castice ZORBAX RRHD
Pore Size 80A — 300A

1.9um

Castice 036m ' I
.S,pevnym 0.35pm
jadrem

InfintyLab Poroshell 120
Pore Size 120A

120%'sub2 um

2.7um
3.5um
3.5um

& @

AdvanceBio SEC
Pore Size 300A

<2 pPm
Poroshell
<2 ppm

porézni

= 90% sub 2 um

ZORBAX ’
Pore Size 80A - 300A AdvanceBio HIC ZORBAX
Pore Size 450A Pore Size 80A - 300A

+200% vs S5pum < 3 um Poroshell
4 um '
Poroshell Sum
porézni

0.25ym

o25in 0.75um |
0.5pm y
0.5pm £
7 >
0.25pm > 0.75um L,
0.25pm
-

InfintyLab Poroshell 120 InfintyLab Poroshell 120
Pore Size 120A  AdvanceBio RP-mAb Pore Size 120A
Pore Size 450A

2.7um
3.5um
4pm
Sum

Poroshell 300
Pore Size 300A
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Agilent Poroshell: Siroky vybér fazi pro kazdou aplikaci AIt(it:m

Chemie staciondrnich fazi

Univerzalni pro Pro Alternativni Retence polarni

vy v o S . o HILIC Chiralni separace
vétsSinu aplikaci mobilni faze selektivita analytu P

Poroshell 120 Poroshell 120 Poroshell Poroshell 120 Poroshell 120 Poroshell 120
EC-C18 SB-C18 HPH-C18 Bonus-RP* HILIC Chiral-V
1.9 um, 2.7 pm, 4 pm 1.9 um, 2.7 um, 4 um 1.9 um, 2.7 pm, 4 pm 2.7 um 1.9 um, 2.7 pm, 4 pm 2.7 um
Poroshell 120 Poroshell 120 Poroshell Poroshell 120 Poroshell 120
EC-C8 SB-C8 HPH-C8 PFP* SB-Aqg*
1.9 um, 2.7 um, 4 um 2.7 um 2.7 um, 4 um 1.9 um, 2.7 pum, 4 um 1.9 um, 2.7 um, 4 um
Poroshell 120 Poroshell 120 Poroshell 120 Poroshell 120
Phenyl-Hexyl* CS-C18 HILIC-OH5 Chiral-CD
1.9 um, 2.7 um, 4 pm 2.7 um 2.7 pm 2.7 um

*kompatibilni s 100 % vodnou mobilni fazi




Na co dat pozor pri vyvoji
robustni metody?

O
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Co délat s novou kolonou? Altium

Zkondicionovat!

1.

Test rozpustnosti pufra:

* Vyzkouset nejvyssi % organické faze (rozpoustédlo pridavat do pufru, ne
naopak).

* MeOH ma vSeobecné lepsi rozpustnost.

Kondicionace kolony:

a) Zacit ve 100% organiky (cca 5-10 objemu kolony)
R o 100% ACN 10% ACN +

b) Mobilni faze bez pufra (cca 10 objemu kolony) 90% 10 mM Phosphate

c) MF s pufrem a nejvyssim % organiky (konec gradientu, cca 10 objem( kolony)

Test kolony:
* Neékolik nastrikd STD pro stabilizaci RT (pfipadné i 1-2 nastriky blanku pro test kontaminace)

Vzdy se podivejte do ,user guide / care guide” od vyrobce kolony




Co délat s novou kolonou? Altium

oo o v

Kromé kondicionace ji jesté otestujte!

SERIAL NUMBER: USDAZ01333

PART NUMBER: 950758-902
COLUMN TYPE: ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 2.1 x 100 mm, 1.8 ym
PACKING LOT #  B09089
TEST CONDITIONS
MOBILE PHASE =  60% Acetonitrile / 40% Water
COLUMN PRESSUR‘; : 315702'“5'7("“" . v v . . , , .
e QC Report kolony je méfen na optimalizaovaném LC systému:
TEMPERATURE = AMBIENT (Nominally 23 °C)
INJECTION VOLUME = 1l
QUALITY CONTROL PERFORMANCE RESULTS FOR NAPHTHALENE v 7 . \4 Vé 7 v \v4 . ’ 7 .
T S * Neocekavejte, ze ziskate presne stejny vysledek jako v protokolu.
THEORETICAL PLATES = 22337 MIN = 21000
SELECTIVITY = 1.90 RANGE = 1.82-1.92 M v /4 b v |- SVOJ I
i e e Otestujte kolonu na Vasem systému, abyste méli
(@ 5% Peak Height)
k= 458 .
—cc—— referenci.
L] -
) ,, |
' [ . Sample with
diluted in mobile phase in the following
j ‘l | | elution order.
| 5 | 5 Peak  Conc Sample
d 7 w 2 ol o
‘ | ‘ } | ‘ 2 400 Phenol
FEE | | ] © ez
. I I
‘ |

RSD Area (%) 1pL Chromatographic conditions

1 0.2456 Sample: RRLC Checkout sample
e Pouzijte standardni test mix (napr. 01080-68704), ; or Column: g@%ﬁiijﬁf{@.ﬁm
vlastni QC, referen¢ni material apod. : = Mobie phase: A = Water
N : B = Acetonitrile
. . v 7 v ope mAU— i Gradient: 0 min 20% B
* Sledujte parametry jako retenéni &as, plocha, tailing, - ; | . smin30% 5
v ’ s . 8 0.2650 Stop time-: almin
rozliSeni a tlak systému. E : = rosme. 4
njection volume: 1]

. . . v 7 s s 100 ; Column temperature: 30 °C
* Monitorujte kolonu pravidelné. Vhodné vychozi "% k A A oAD: AT
Flow cell: 10 mm

informace pro troubleshooting. e e e Peak width: <0.025 min (10 Hz)
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Nevalidujte pouze na jedné sarzi kolon Altium

Zmeéna selektivity mezi jednotlivymi sarzemi v zavislosti na volbé pH

'| 2Bse  Lot1-pHA4,5 ) . Lot1l-pH3,0 2 )
Pro zajiSténi robustnosti
* Otestujte alespon tfi rlizné Sarze zvolené

] kolony.

4-Base 4
L * Porovnejte rozliseni pikd. Pokud se rozliseni
0 2 4 6 8 10 12 14 156 18 »6 2 4 6 8 10 12 14 16 18 vyznameé meéni, zmente metodu.
Time (min) Time (min) \ )
.7 JEREN 2
,’1 * Lot2-pH 4,5 Lot 2 - pH 3,0
2-Base 1\ 1

\ ! Agilent Method Validation kits

\ / 3
] Vv‘,\;\ \ ’,’ )\fase L A [L * Obsahuje 3 stejné kolony z riznych sarzi.

I I I I T I

T B B B s B — * Za objednaci Cislo kolony se prida ,, K“.

0 2 4 G 8 1IU 12 14 16 18 0 P 4 6 8 10 12 14 16 18

Time (min) Time (min) * Vice vdokumentu 5991-9123EN: InfinityLab
pH 4,5 - zména selektivity mezi pH 3,0 — zadna zmeéna selektivity \ Poroshell 120 ordering. J
jednotlivymi $arzemi pro bazické mezi sarzemi

analyty
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Hlidejte doporucené podminky pro kolonu Altium
o ’ I 4 I 4 D HZO
Kolaps stacionarni faze: )
@ Organické ‘s (o] O
* Standardni C18 kolony vyzaduji min 5% org. faze. rozpoustédlo o) UQ o
* V pripadé potreby je nezbytné pouzit kolony kompatibilni se > m
100% vodnou fazi (obsahuji polarni endcapping nebo
embedovanou poldrni skupinu). o o o
Normalni stav, mobilni Kolaps stacionarni faze
faze i analyty maji pristup zpUsobeny vysokym
ke stacionarni fazi. obsahem vody (> 95%).
DodrzZeni pH: e 7 (e O M O
* Obvykly rozsah pH u RP kolon je 2-7, avsak jsou kolony s vyssi Ho)\o Ho)\o o-)\o

stabilitou pro nizka pH (1-7) nebo vysoka pH (2-12)

* Stacionarni faze se hydrolyzuje pfi nizkém pH! N . PR

A U U
* Silikagel se rozpousti za vysokého pH! u} N ? N,
OH / o o
| I VD= sokém ot

0—Si—O0—Si—0—Si—0 0—Si—O0—Si—0—Si—0 O—Si
\ / \ /
(0] 0 [e] (e} o) ¢} (6} o (0]
Kyselé pH Neutralni Zasadité pH
pH



Priprava mobilni faze

Malé odchylky v pripravé mobilni faze mohou mit velky efekt.

/

o

500 ml MeOH do 1l bariky a doplnény H,O po rysku

500 ml H,0 do 1l bariky a doplnény MeOH po rysku

\

£

£

500 ml H,O + 500 ml MeOH

/

mAU -
100 -
50 +

mAU
100 4
50 1

mMAU -
100 o
50 1

c 5 bance, doplnit H,0 po rysku

mMAU -

100 4
50 -

O

Altium

Michani v pumpé: 50%A

5 (H,0) +50%B (MeOH)

250ml H,0 + 250m| MeOH

1

2| 3 4

NA I\
e s === SA T SRR, A e -
1

2

3 i\

, _ ALA A 2
,_FH_WW rrryr|rrrryrlrrorr T T rrr? T~

250m| MeOH v 500m| odm.

250g H,0 + 250g MeOH

1. Uracil; 2. Butylparaben; 3. Napthalene; 4. Dipropylphthalate; 5. Acenaphthene

Postup pripravy MF mliZe vyznamné ovlivnit eluci:
e Budte konzistentni, presné popiste postup pripravy MF v SOP

* w/w je presnéjsi nez v/v




Skladovani kolon
Vliv rozpoustédla pri skladovani ekvilibrované kolony (RP-HPLC)

95/5 H,0/ACN + 0,1% HCOOH

mAU
175
150
125
100
75

5D

25

45/55 H,0/ACN, bez HCOOH

AU

Pocatecni Pocatecni stav

stav 75

5D

i
175
150
125

0

200

100

150
skladovani
100
50
I

Po 8 tydnech Po 8 tydnech

LA skladovani

[ —

T
6

T 1 T T T ,
8 min 2 4 6 8 min

100% ACN

AU

5
0
5
0

50

O

Altium

Pocatecni stav

200

100

Po 8 tydnech
skladovani

S

2

\ W
/"

6

Rozpoustédlo, ve kterém jsou kolony dodavany od vyrobce NENI optimalni pro

dlouhodobé skladovani ekvilibrovanych kolon.

|




Pripojeni kolony (a dalsi spoje v HPLC) Au(i?.m

Chvostovadni piki(? Zkontrolujte spoje v pristroji.

DA A, S5, 4 R 10 VERCURY L. DATA, MEROLRY 0 ELFEE AL E 36T 1 LG N LETE Oy

Ferule prfesné nedoseda na
kolonu:
Leak, spoj netésni.

=)

Vznik mrtvého objemu
(mixing chamber):
Problém s tvarem pika.

— =

[
Spravny spoj, zadny mrtvy
bjem:
) Bl - objem:
p—d OK
2 4 -] 8 *l i}
[ The spring constantly pushes the capillary towards the receiving port. \
Built-in spring-

Agilent Quick Connect a Quick Turn fitting: Gusranteed
* Tlak az 1300bar

* PruZina zajistuje nulovy mrtvy objem
* Vymeénitelna ferule i kapilary.

loaded function

Replaceable
ferrule

-
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Nepouzivejte kazdou kapilaru, kterou najdete... Alt(ium

Disperze snizuje ucinnost i vaseho HPLC

| Déka___| 10mm | 50mm_ | 100mm | 150mm_

Rozliseni 0.961

mAU | o Pramér kapilar Objem Objem Objem Objem
0.17 mm kapilary -
2001 0.17 mm (zelend) 0.227uL  1.1uL 2.27 uL 3.3uL
] ka pikd = 0.037 min 0.12mm (¢ervena)  0.113uL  0.55ul 1.13ulL  1.65uL
300

100- * Prilis dlouhé kapilary.
* Velky pramér kapilar.

200 EW v . g :
, A Co zvysuje disperzi?

05 1 2 25 min « Spatné spoje, které maji mezery a vytvareji
mAU Rozlieni 1.902 smeésovaci komory.
6004 0,12 mm kapilary
550+ .
Sitka pikd = 0.019 min
4007
350-

o — e Optimalizace délky a priméru kapilar je dllezZita
1004 hlavné pro kolony s malym objemem.

05 1 15 2 25 min




Jak minimalizovat budouci problemy?

O

Altium



Chrante kolonu! Altium

Nejcastéjsi problém s kolonou je vysoky tlak/ucpdni kolony.

* Pozor na mobilni faze s pufry ABS

* Pufry obvykle obsahuji nerozpustné primési: Filtrujte mobilni faze!
Castice 3-5um filtry s porozitou 0,45um; &astice < 3um filtry 0,2pm.

e Otestujte rozpustnost pufru pri nejvyssim % organické faze.

* Spravna priprava vzorku a precisténi (SPE, filtrace).

TR

» Kolona je nejefektivnéjsi (a nejdrazsi) filtr v HPLC systému:

* Pouzivejte inline filtry a pfedkolonky. S

-

Agilent QuickChange Inline Filter:

TR

* Vymeéna filtru bez naradi.
e Filtr nelze otocit do protisméru!
* Tlakova odolnost 1300 bar. © &

N y

(o)
O
o




Rozpoustedla a kontaminace

\_

Ghost piky a kontaminace obecné mohou byt odkudkoli:

Org. rozpoustédla a voda Ghost Peak
Aditiva (TFA, pufry)

Vzorek

Syringe filtry...

/

Jak poznat kontaminace z MF/pufrd?

mall

Ekvilibrace 30 min (pred prvni analyzou)

T T
—_ 30 En)

Ekvilibrace 5 min: Cista zakladni linie.

¢

Altium

Otestujte novou Sarzi rozpoustédel hned!
Lze jen obtizné reklamovat/vyménit.

0.00755
0.00706
u.uuas—é
u.uua[r;
0.0055‘?
0.0050‘;
0.0045‘2
0.0040?
0.0035_;
n,nnsn_;
n,nnzs_;
n,nnzn@
n,nms_;
0.0010_5

0.0005]

0.0000]

1 Porovnani raznych vyrobc( a Sarzi ACN.

-0.0008-00

“sbot T 7 o T 1slo | zoloo | 2800 0 3000 0 3500 | 4000 | 4500 5000
Minutes



Rozpoustedla a kontaminace

* Vyberte si strikackové filtry kompatibilni s vasim
vzorkem a rozpoustédlem (voda vs organika).
e Ujistéte se, ze filtry NEJSOU zdroj kontaminace!

x108
|\ . . . . .
] | Captiva Filtration Selection Guide: 5991-1230EN
‘
| |
94
1 ‘ | IS peak not seen due to signficant high abundance of interference peacs
| "\
/ / / /
8] || £t Noadl <4 N / \
\/ A, e b i %
i) fi Y e \ ¥
H [l < i
] | Filtered 30% MeDH by PVDF 0.2 pm syringe filter A/
.
1 ~_ y i / /
/ — === [\ /,»/ VA N
5] ¥ Filtered 30% MeDH by PVDF 0.2 um syrirge filter C / WL RS ] N N o
- == T I\ 1s
4 / ’r\ \' e RS
~_~Y  Filtered 30% MeOH by PVDF 0.2 um syrirge filter D\ \ R S
34 / ——
Filtered 30% MeOH by PVDF 0.2 pm %
"h\
2 f\
Filtered 30% MeOH by Agilent Captiva Premiun g
PES 0.2 pm syringe filter 1 ‘r.\_ R e ey
1 - \is
| ‘\
Unfiltered 30% MeOH \ R —
. | - - A ===
05 i 15 2 15 3 35 H 45 min

Filter cleanliness comparison of the Agilent Captiva Premium PES syringe filter with non-Agilent PVDF syringe filters
using LC/MS under positive mode.

O

Altium

Udrzujte poradek a hygienu v mobilnich fazich. Mensi riziko
nejen mikrobidlni kontaminace.
* InfinityLab Stay Safe Cap a promyvaci lahev se 4 hrdly.

-

-

InfinityLab Stay Safe
bezpeénostni vicko
P/N 5043-1218

InfinityLab Stay Safe
promyvaci lahev
P/N 5043-1339



Mikrobialni kontaminace

/Potenciélnl' problémy

* Zvyseny tlak nebo kolisani tlaku, nizka zivotnost kolony.

 Muze napodobovat problémy s aplikaci (nepresnosti v
gradientu, ghost piky, vysoky Sum)

* ObtiZzné odstranitelné, pokud se kontaminace dostane do
\degasseru a zbytku systému.

~

Prevence mikrobialni kontaminace
* Pouzivejte Cerstvou mobilni fazi, nedolévat, vyménit [ahev!
* Nenechavejte MF dlouho na stroji bez pratoku.

e Pouzivejte tmavé lahve na vodnou MF.

* Pokud lze, pridejte k vodné MF 5% organiky nebo azid sodny

K(cca 0,02%).

J
~

4

O

Altium
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Co si odnést do laboratore? Alt(ium

Toto jsou jen nékteré z moznych nastrah, se kterymi se v laboratori setkdvame pomeéerné
pravidelné.

. T X
Kontaminace IR ¥

Rozpustnost

.. T e A O

L

Baseline
Ekvilibrace a

kondicionace

Pokud se chcete dozvédét vic a nezkouset vsechny nastrahy na vlastni kuzi:

LC Handbook, 5990-7595EN
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Co si odnést do laboratore? Altium
Aplikace Agilent InfinityLab HPLC Advisor < Home
* Snadna identifikace a rychlejsi resSeni
problému s HPLC. (
« Pomoc pfi vyvoji i transferu metod. a A _
Pressure Peak Shape CB'CUlatOFS
* Prevody jednotek, vypocty koncentraci.
e Primé linky na , Agilent Knowledge Portal”, N B”“,“ e ethod Transiation
a literaturu.

— Gradient Method Translation

e Vstup na ,Agilent Community” — diskuzni
platforma, odpovidaji bézni uzivatelé i lidé
z Agilentu.

Tl Isocratic Chromatographic
ecerer A Performance

| Tl Gradient Chromatographic

Performance

3
AN
1]
m
]

% B B




(/] Dékuji za
Altium POZOrnost
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