Aplicaciones biofarmacéuticas

NUEVO

Analisis de digestion de proteinas

Columna: ZORBAX 300SB-C18
858750-902
2,1 x 100 mm, 1,8 pm
Keiis,
Fase movil: A: TFA al 0,1% en agua ur
B: TFA al 0,085% en ACN
i
Velocidad de flujo: 0,5 ml/min
Presion: 640 bares sl
Gradiente: B al 2% en 1 min, B al 2-45% en 1
8,8 min, B al 45-95% en 0,2 min, |
B al 95% en 2 min, B al 98-2% en W
0,2 min, Bal 2% en 1,8 min

51
Temperatura: 50°C
; |
Detector: LC Agilent 1290 Infinity 0 m

Inyeccion: 5l =)

Muestra: Digestion proteica

Concentracion de la
muestra: 1 mg/ml

Cromatogramas superpuestos de 30 analisis de un digesto proteico con una columna Agilent ZORBAX RRHD 300SB-C18.
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NUEVO

Analisis de cadenas de insulina oxidada

Columna: ZORBAX RRHD 300SB-C18
857750-902
2,1 x50 mm, 1,8 pm

Fase movil: A: TFA al 0,1% en agua

B: ACN al 80% + TFA al 0,01% en agua
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Presion: 650-700 bares
Gradiente: B al 33-560% en 0-4 miny B al 33% en 4-5 min
Detector: UV, 280 nm

LC Agilent 1290 Infinity

Muestra: Insulina, cadenas Ay B de insulina oxidada de
pancreas bovino (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)

Concentracion
de la muestra: 1 mg/ml

Inyeccion: 2l

mAU ]
17.5 1

<
[==]
o

\ Insulina

Cadena A de insulina

Cadena B de insulina

0.148

1.512

Subespecies de cadena B
de insulina oxidada

=2}
s

Las cadenas de insulina e insulina oxidada Ay B se resuelven rapido pero las cadenas de insulina y insulina oxidada B coeluyen frecuentemente.

NUEVO

Separacion rapida de eritropoyetina
recominante humana
Columna: ZORBAX RRHD 300SB-C18

857750-902
2,1 x50 mm, 1,8 pm

Fase movil: A: TFA al 0,1% en agua
B: TFA al 0,01% en ACN

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Presion: 650 bares
Gradiente 5 al 100% de disolvente B de 0 a 2,5 min.
Detector: UV, 280 nm

LC Agilent 1290 Infinity
Muestra: EPO recombinante humana (rEPO)

Concentracion
de la muestra: 1,0 mg/ml

Inyeccion: 3l

mAUH
5007
4007
3004
2004

mAU-
800
600-
400
200

1.492
|| Calentamiento a 60 °Cy pH 7,0

—

1.5 1.75 2 2.25 2.5 min

1.688
Calentamiento a 60 °Cy pH 6,0

| 1.787

1.5 175 2 225 25 min

|
| (11864 Z-ﬁﬁs
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La proteina rEPO tratada con calor se resuelve adecuadamente con la columna Agilent ZORBAX RRHD 300SB-C18. La columna separd estads proteinas rEPO tratadas con calor.
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NUEVO

Optimizacion de la separacion para el analisis
ultrarrapido de anticuerpos monoclonales
reducidos y alquilados

ZORBAX RRHD 300SB-C8

858750-906
2,1 x 100 mm, 1,8 pm

Columna:

Fase movil: (Varios)
A:Hyo + TFA @l 0,1% (v/v)
B: n-propanol:ACN:H,0 (80:10:10) +

TFAal 0,1% (v/v)
Inyeccion: 1-3ul

Velocidad de flujo: 0,5 ml/min

Gradiente: Multisegmentado

A (optimizado para velocidad): B al 20% en 0 min,
B al 35% en 3 min, B al 40% en 4 min,
B al 40% en b min, B al 90% en 5,1 min,
B al 90% en 5,5 min,

B al 26% en 6 min

B al 32% en 15 min, B al 32% en 16 min,
B al 90% en 17 min, B al 90% en 17,5 min,
B al 256% en 18 min

Temperatura: 75°C

UV, 225 nm
LC Agilent 1290 Infinity

Detector:

andlisis posterior de 2 minutos para reequilibrar la columna.

B (optimizado para resolucion): B al 25% en 0 min,

En el caso de los analisis cromatograficos consecutivos, se ha afiadido un

mAU -

350 ]

300

250

200

150 ]

100

50 4

HC2

LC

Fragmento LC

mAU
125

100

75

50 1

254

HC2

Fragmento LC

Comparacion de dos gradientes optimizados para la separacion ultrarrapida de anticuerpos monoclonales reducidos y alquilados en una columna Agilent ZORBAX RRHD
300SB-C8. En la parte superior se detalla una separacion rapida de las variantes de cadenas ligeras y pesadas de un analisis de duracion reducida (menos de 4 minutos).
En la parte inferior se muestra la resolucion de linea base completa de dos variantes de cadenas pesadas durante un andlisis de mayor duracion mediante un perfil de
gradiente mas superficial. Ambas separaciones se realizaron a 75 °C y se completaron con una fase de lavado rapida con 1-propanol al 90% (no se muestran los datos de UV).
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NUEVO

Reproducibilidad entre columnas: 200 inyecciones de anticuerpos monoclonales
reducidos utilizando una columna Agilent ZORBAX RRHD 300SB-C3

Columna: RRHD Agilent ZORBAX 300SB-C3 Temperatura: 75°C
25187510[;309 18 Detector: uv, 280
A x 100 mm, 1.6 pm LC Agilent 1290 Infinity
Fase movil A TFAal0.1% er?'agua . ) Muestra: Anticuerpos monoclonales reducidos (IgG1)
B: alcohol n-propilico al 80%, ACN al 10%, (1.0 mg/ml), IgG1 de BLOS Agilent

aguaal 9,9% vy TFA al 0,1%
) ) . Inyeccion: 2.l
Velocidad de flujo: 0,4 ml/min
Gradiente: B al 1% en 0 min, B al 20% en 2 min,
B al 50% en 5 min, B al 50% en 7 min,
B al 90% en 8,0 min, B al 1% en 8,3 min,
retencion del 1% durante 2 min
mAU 4
go4  1° inyeccion
403
20 4

75 8 min

AU 4 . -
mslé_ 507 inyeccion

15 8 min

804  150° inyeccion

15 8 min

804  200° inyeccion

3
>
c
1
6.867 6.864 6.871 6.845
6.912
- 6.928 _, | %4 - %5 ]

5 55 6 6.5 75 8 min

Perfiles de mAb reducido vy alquilado durante la repeticion de 200 inyecciones.

Para obtener una lista completa de los cromatogramas, con la posibilidad de buscar por nombre del
compuesto, visite nuestra biblioteca de cromatogramas online en www.agilent.com/chem/library
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NUEVO

Optimizacion de gradientes para analisis
ultrarrapidos de anticuerpos monoclonales
reducidos mAU = Cadena pesada 2
2
Columna: Agilent ZORBAX RRHD 300-Diphenyl i
2?75106344 18 1204 » Cadenaligera
A x mm, 1,8 pm ] 2 <«
H = Cadena pesada 1 &
80 o
Fase movil: A: TFA al 0,1% en agua 4[]: 2 -
B: alcohol propilico al 80%, ACN al 10%, ] s S Mejor forma de picos
aguaal 9,9% vy TFA al 0,1% 04 A
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T
Velocidad de flujo: 0,5 ml/min 1 2 3 4 5 min
mAU
Gradiente: Primera condicion: Bal 1% en 0 min, 120 Cad a2
B al 20% en 2 min, g| Adenapesada
B al 70% en 5 min 804 Cadena ligera ~ /
Segunda condicion: Bal 1% en 0 min, =3
Bal20%en2min, 3 2! Cadera pesada ], 2
B al 50% en 5 min \q
8
. ) o g >
Temperatura: 74°C 0 5% k K Mejor resolucion entre picos [\J
DEteCtor UV’ 280 nm T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T
Muestra: Anticuerpos monoclonales reducidos (IgG1) 1 2 3 4 5 min
(1,0 mg/ml): IgG1 de BioCreative
Inyeccion: 2.4l
Comparacion de dos separaciones ultrarapidas de anticuerpos monoclonales reducidos realizada con una columna Agilent ZORBAX RRHD 300SD-Diphenyl bajo
diferentes condiciones optimizadas. La separacion mostrada en el cromatograma superior muestra una anchura de pico estrecho con un tiempo de retencion mas corto.
La separacion del cromatograma inferior muestra una resolucion mayor entre los dos picos de las cadenas pesadas, pero con menor eficacia.

Para obtener una lista completa de los cromatogramas, con la posibilidad de buscar por nombre del
compuesto, visite nuestra biblioteca de cromatogramas online en www.agilent.com/chem/library

CATALOGO ESENCIAL
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NUEVO

Velocidad ultra alta y alta resolucion de
anticuerpos monoclonales intactos
Columna: Agilent ZORBAX RRHD 300-Diphenyl
858750-944
21 x100 mm, 1,8 pm
Fase movil: A: TFA al 0,1% en agua Temperatura: 74 °C
B: alcohol n-propilico al 80%, ACN al 10%, .
aguaal 9,9% vy TFA al 0,1% Detector: UV, 280 nm
Velocidad de flsjo: 1,0 ml/min Muestra: Anucuerpo monoc!onal (lgG1) (1.,0 mg/ml): IgG1 de
BioCreative y patron de IgG1 Agilent
Inyeccion: 1yl
mAU 2
=r]
15 4 2
104 1% inyeccion
5
0 T
T T T T T T T
1 15 2 25 35 4 45 min
mAU 4
15 4 g
10 4 507 inyeccion o
'
0
T T T T T T T
1 15 2 25 35 4 45 min
mAU 4
15 4 . . g
104 150% inyeccion o
'
0 T
T T T T T T T
1 15 2 25 35 4 45 min
mAU 4
15 5 s .. S
104 200 inyeccion 8
5 2
0
T T T T T T T
mAU 15 2 25 35 4 45 min
2
05 1 15 2 25 3 35 2 min
Detalles del perfil de mAb intacto durante las 200 inyecciones repetidas. Las separaciones que se muestran fueron recogidas en los intervalos de las carreras
1,50, 150 y 200. El ultimo grafico muestra el blanco 5 UV, recogida cada 20 carreras durante la evaluacion de la columna.
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NUEVO

Fase movil:

Columna:

Columna:

pH

8.0

Optimizacion de separaciones de proteinas con
columnas Agilent de intercambio catidnico deébil

Agilent Bio WCX, acero inoxidable
5190-2453
4,6 x 250 mm, 10 pm

Agilent Bio WCX, acero inoxidable
5190-2445
4,6 x 250 mm, 5 pm

A: Agua

B:NaCl 1,6 M

C: NaH,P0, 40,0 mM

D: Na,HPO, 40,0 mM

Las soluciones tampon de 20 mM en el intervalo

de pH correspondiente se obtuvieron mediante la
combinacion de proporciones predeterminadas de
Cy D (proporciones calculadas mediante el software
Buffer Advisor).

Velocidad de flujo:

Gradiente:

Temperatura:

Detector:

Muestra:

Concentracion
de la muestra:

1,0 ml/min

B del 0 al 50%, de 0 a 20 min
B al 50%, de 20 a 25 min
B al 0%, de 25 a 35 min

Ambiente

UV, 220 nm
Sistema LC cuaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert

Ovoalbtimina, ribonucleasa A, citocromo c, lisozima

2 mg/ml (en tampon de fosfato sodico, 20 mM,
pH 6,0)

Tiempo de retencion (min)

Efecto del pH en el tiempo de retencion en patrones de proteinas utilizando columnas Agilent Bio WCX.

-800 —e— (voalbimina
751 o =700 —e— Ribonucleasa A
600 _ —=— C(itocromo C
704 ¢ =
7500 — —— Conc. desal (mM)
651 ¢ 400 = Lisozima
300 %
6.0_ A @ \ é
\ \_2[]0 (&)
bbh4 < 2 100
5.0 \ \ \ T 0
0.0 5.0 10.0 15.0 25.0 30.0 35.0

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




NUEVO

Mejor resolucion con particulas mas pequeiias
con columnas Agilent de intercambio catidnico
deébil.

Columna:

Columna:

Fase movil:

Gradiente:

Temperatura:

Detector:

Muestra:

Concentracion
de la muestra:

Agilent Bio WCX, acero inoxidable
5190-2453
4,6 x 250 mm, 10 pm

Agilent Bio WCX, acero inoxidable
5190-2445
4,6 x 250 mm, 5 pm

A: Agua

B:NaCl 1,6 M

C: NaH,P0, 40,0 mM

D: Na,HPO, 40,0 mM

Las soluciones tampon de 20 mM en el intervalo de
pH correspondiente se obtuvieron mediante la
combinacion de proporciones predeterminadas de
Cy D (proporciones calculadas mediante el
software Buffer Advisor).

B del 0 al 50%, de 0 a 20 min
B al 50%, de 20 a 25 min
B al 0%, de 25 a 35 min

Ambiente

UV, 220 nm
Sistema LC cuaternario Agilent 1260 Infinity
Bio-inert

Ovoalbamina, ribonucleasa A,
citocromo ¢, lisozima

2 mg/ml
(en tampon de fosfato sodico, 20 mM, pH 6,0)

. Ovoalbiimina

. Ribonucleasa A

. Citocromo C

. Conc. de sal (mM)

S ow N =

Separacion de patrones de proteinas a pH
6,5 mediante una columna Agilent Bio WCX
NP10.

Separacion de patrones de proteinas a pH 6,5
mediante una columna Agilent Bio WCX NP5.

Para obtener una lista completa de los cromatogramas, con la posibilidad de buscar por nombre del
compuesto, visite nuestra biblioteca de cromatogramas online en www.agilent.com/chem/library
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NUEVO

Separaciones mas rapidas con las columnas Agilent de intercambio catidnico débil

NaCl 0 mM

NaCl 800 mM

— Bio WCX NP3

L

NaCl 0 mM

NaCl 800 mM

— Bio WCX NP5

T T T T
5 10 15 20

T
25

30 min

Separacion de proteinas con la columna Agilent Bio WCX NP5 y Agilent Bio WCX NP3.

Columna:

Columna:

Columna:

Fase movil:

Velocidad de flujo:
Gradiente:
Temperatura:

Detector:

Muestra:

Concentracion de

la muestra:
2 \ 2

} , \ NaCl 800 mM . NaCl 800 mM
‘ ‘ Bio WCX NP3 Bio WCX NP1.7
| “‘ “ ‘\ NaCl 0 mM H NaCl 0 mM

| - | I,
| Al — U d
I\ U\ |\ |

1 ; 3 i : 8 min i 2 i i 5 & min

Comparacion de Agilent Bio WCX NP3 y Agilent Bio WCX NP1.7 (velocidad de flujo de 1,0 ml/min).

S w N =

Agilent Bio WCX, acero inoxidable
5190-2445
4,6 x 250 mm, 5 pm

Agilent Bio WCX, acero inoxidable
5190-2443
4,6 x 50 mm, 3 pm

Agilent Bio WCX, acero inoxidable
5190-2441
4,6 x 50 mm, 1,7 pm

A: Fosfato sodico 20 mM, pH 6,5
B:A+NaCl 1,6 M

1,0 ml/min
B del 0 al 50%
Ambiente

UV, 220 nm
Sistema LC cuaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert

Ovoalbumina, ribonucleasa A, citocromo c, lisozima

0,5 mg/ml

. Ovoalbiimina

. Ribonucleasa A
. Citocromo C

. Lisozima

/ NaCl 800 mM
1 3 |4

Bio WCX NP1.7

NaCl 0 mM

(.,

Agilent Bio WCX NP1.7 para separaciones de
proteinas en menos de 3 minutos (velocidad de
flujo de 1,7 mi/min).

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




NUEVO

Elucion con gradientes de pH para la separacion
mejorada de variantes con carga de anticuerpos
monoclonales
Columna: Bio MADb, acero inoxidable
5190-2405
4,6 x 250 mm, 5 pm
Fase movil: A: Agua
B:NaCl 1,6 M
C: NaH,P0, 100 mM
D: Na,HPO, 100 mM
Las soluciones tampon en el intervalo de pH
correspondiente se obtuvieron a las concentraciones
de tampon seleccionadas mediante la combinacion de
proporciones predeterminadas de Cy D.
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Gradiente: pH de 6,0 a 8,0, de 0 a 20 minutos
NaCl de 0 a 800 mM, de 20 a 25 minutos
NaCl 800 mM, de 25 a 30 minutos
Temperatura: Ambiente
Detector: UV, 220 nm
Sistema LC cuaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert
Muestra: Anticuerpos monoclonales IgG
Conc. de muestra: 2 mg/ml
(en tampon de fosfato sodico, 20 mM, pH 6,0)

20 mM

NaCl 800 mM

50 mM

60

NaCl 0 mM NaCl 0 mM

r T T T T T T
00 5.0 10.0 15.0 200 25.0 300 min

Cromatogramas del anticuerpo IgG monoclonal con diferentes fuerzas ionicas.

Para obtener una lista completa de los cromatogramas, con la posibilidad de buscar por nombre del
compuesto, visite nuestra biblioteca de cromatogramas online en www.agilent.com/chem/library
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NUEVO

Separacion de eritropoyetina humana
recombinante (rEPQ) con Agilent
Bio SEC-3

Columna:

Fase movil:

Velocidad de flujo:

Detector:

Muestra:

Concentracion
de la muestra:

Bio SEC-3, 100A
5190-2503
4,6 x 300 mm, 3 pm

Tampon de fosfato sodico 150 mM, pH 7,0

0,35 ml/min
UV, 225 nm

Sistema LC cuaternario Agilent 1260

Infinity Bio-inert

EPO recombinante humana (rEPO)

1.0 mg/ml

mAU

30

6.236
8.832

2% min

Separacion de MAb
por intercambio idonico uniforme

Columna:

Tampon:

Gradiente:

Velocidad de flujo:

Muestra:

Inyeccion:
Detector:

Temperatura:

Bio MAb, PEEK
5190-2411
2,1 x 250 mm, 5 pm

A: Tampon de fosfato sodico, 20 mM

B: Tampon A + NaCl 400 mM

Tampon B al 15-35% desde 0-30 min

0,65 ml/min

Anticuerpos monoclonales
humanizados anti-CHO, 1 mg/ml

2.5l
UV, 220 nm

Ambiente

Primer analisis

18 min

Décimo analisis

18 min
VLC_IE_Mab

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




Separacion de mondmeros y dimeros de MAb

intactos
. 2 AU

Columna: Bio SEC-3, 300A o

5190-2511 Monémero

7,8 x 300 mm, 3 pm 250 \
Tampon: Tampon de fosfato sédico, pH 7,0, 150 mM 200 Dimero
Gradiente Tampon A al 0-100% desde 0-30 min \
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 150+
Muestra: Anticuerpo monoclonal de CHO humanizado, 100

5 mg/ml, intacto
Inyeccion: 5l 50
Detector: UV, 220 nm 04

T T T X
Temperatura: Ambiente 4 6 8 18 min
VLC_MD_Mab

Separacion de MAb en condiciones de tension
térmica AU
Columna: Bio SEC-3, 300A

31890-53;1 3 500 Monomero

8 x mm, 3 pm \

Tampon: Tampan de fosfato sadico, pH 7,0, 150 mM + 400+

sulfato sédico 150 mM
Gradiente Tampon A al 0-100% desde 0-30 min 3007
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 200 Dimero
Muestra: Anticuerpos monoclonales humanizados en \

células CHO, 5 mg/ml, calentados a 60 °C 100
Inyeccion: 5ul 0'_/\’.4/\J. /IL
Detector: UV, 220 nm ! 6 8 18 e Hs":/::h
Temperatura: Ambiente

Para obtener una lista completa de los cromatogramas, con la posibilidad de buscar por nombre del
compuesto, visite nuestra biblioteca de cromatogramas online en www.agilent.com/chem/library
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Nucledsidos, purinas y pirimidinas

Columna: Eclipse Plus Phenyl Hexyl 10
959993-912 1. Citosina 6. Adenina
4,6 x 150 mm, 5 pm 2. Uracilo 7. Timina
Fase movil: MeOH al 1%: acetato amonico al 99%, s Cltosma & @aﬁf}sma
20 mm, pH 45 4. Guanina 9. Timidina
2 5. Uridina 10. Adenosina
Velocidad de flujo: 1 ml/min
Detector: UV; 254 nm
9
i UL
[ | I I | I 1
1 2 4 5 6 7 8
Time (min)
nucleosides
Separacion de aminoacidos estandar en Eclipse Plus C18
Columna: Eclipse Plus C18
959763-902
2,1 x 150 mm, 3,5 pm
Fase movil: A: Na,HPO, 10 mM, Na,B,0, 10 mM, NaN; 0,5 mM, pH 8,2
B: acetonitrilo:metanol:agua (45:45:10) (v/v/v)
Velocidad de flujo: 0,42 ml/min
Temperatura: 40°C
. . 1. ASP 9. ARG 17. PHE
Detector: UV, 338 nm y cambio a 280 nm en 15,7 min 9 GLU 10. ALA 18, ILE
Muestra: 900 pmol, aminoacidos con patrones de 3. ASN 11. TYR 19. LEU
aminoacidos e internos ampliados (500 pmol) 4. SER 12. CY2 20. LYS
. _ ) 5. GLN 13. VAL 21. HYP
Derivacion: 0PA/FMOC, automatizado, en linea 6. HIS 14 MET 22 SAR
7. GLY 156. NVA 23. PRO
8. THR 16. TRP

Tiempo (min) % B

0 2

0,5 2

20 57

201 100

235 100 |
236 2 0 2
25 Parada

T
10 12
Time (min)

AMINOACID

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




Anticuerpos: separacion rapida de anticuerpos IgM e IgG

Columna: ZORBAX GF-250 3

884973-701

4,6 x 250 mm, 4 pm ) 1. IgM, MOPC-104E

1 2. 1gG2a, | HOPC-1
Fase movil: Fosfato de sodio 200 mM (pH 7), Azida 0,01% 3. Solucion tampén
Velocidad de flujo: 0,94 ml/min
Temperatura: Ambiente
Detector: UV, 230 nm I I I I I I I
Muestra: 2.5 pl (1 mg/ml) 0 1 2 3 4 5 6
Time (min)
LCBPO0S

Proteinas glicosiladas: moléculas de gran tamaiio en
Poroshell 300SB-C18 y 300SB-C8

Columna A: Poroshell 300SB-C18
661750-902
1,0 x 75 mm, 5 pm

Rabbit monoclonal IgG Human a Marcroglobulin
Columna B: Poroshell 300SB-C8 MW =150 kDA MW =720 kDA
661750-906

1,0 x 75 mm, 5 pm T T T T T T T T T
25 3.0 35 4.0 45 5.0 5.5 6.0 6.5
Columna C: ZORBAX 300SB-C18

865630-902 B Human Gl )
lycophorin
1,0 x 50 mm, 3,5 pm Human IgM MW = 50 kDA
MW = 950 kDA 60% Carbohydrate
Fase movil: A: TFAal0.1% en H,0 v
B:  TFAal 0,07% en ACN
Velocidad de flujo: A, B: 0,454 ml/min T T T T T T T T
¢ 0071 mi/min 26 30 35 40 45 50 55 W 65
Gradiente: A B: Bal5%en0min C
B al 100% en 10 min 5x Faster

C: Bal5%en0min
B al 100% en 50 min

Temperatura: 70°C T T T Y

Detector: DAD, 212 nm, celda de flujo de 1,7 l,

anchura de picos minima de <0,01 LCBPOOB

Muestra: Proteinas glucosiladas de gran tamafio

Cortesia de:
Novartis AG, Basel.
Dr. Kurt Forrer
Patrik Roethlisberger

Para obtener una lista completa de los cromatogramas, con la posibilidad de buscar por nombre del
compuesto, visite nuestra biblioteca de cromatogramas online en www.agilent.com/chem/library
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Producto de la digestion triptica de la
albiimina sérica humana en ZORBAX HT

.y .. 120 picos
de resolucion rapida, 1,8 pm A 60 minutos
Columna A: ZORBAX SB-C18

883700-922
2,1 x 150 mm, 5 pm
Columna B: ZORBAX SB-C18 T T T T T T T T T
822700-902 15 20 25 30 3% 40 45 50 55
2,1 x50 mm, 1,8 pm Time (min)
Fase movil: A: Agua con TFA al 0,1% B 156 PICOS
B: ACN con TFA al 0,1% 25 minutos
Velocidad de flujo: ~ A: 0,2 ml/min
B: 0,5 ml/min
Gradiente: A: B del 2 al 50% en 70 min
B: B del 2 al 50% en 30 min 5 10 15 20 25
Temperatura: 50 °C Time (min) csrors
Detector: UV, 214 nm
Muestra: Producto de la digestion triptica de
la albimina sérica humana, 8 pl de
15 pmoles/ul (120 pmoles en columna)
Suero humano: aislamiento de proteinas de
baja abundancia e identificacion mediante
LC/MS
Columna: ZORBAX 300SB-C18 Cromatograma de picos base
Trampa: 0,3 x 5 mm, 5 pm, Intens.
5065-9913 X107
Analitica: 0,3 x 150 mm, 5 pm,
5064-8263 3—
Fase movil: A: Agua + acido formico al 0,1%
B: Acetonitrilo + acido formico al 0,1% 2
Velocidad de flujo: 6 pl/min !
Gradiente: 0min3% B
5 min 3% B (cargando) 0 o Wb A
; T T T T T T T T
50 min 45% B 2 % 30 35 40 15 50 55
52 min 80% B Time (min)
57 min 80% B LCBPOTA
60 min 3% B
Muestra: Banda en 1-D en gel con digestos Proteinas identificadas

Preparacion de una muestra de suero humano:

La mayoria de las proteinas del suero se eliminan utilizando

la columna de eliminacion por multiple afinidad: 4,6 x 100 mm,
P/N 5185-5985 seguida por un digesto en gel 1-D.

1. a-1-Antiquimiotripsina
2. Antitrombina-Ill, precursor
3. Complemento del Factor B, precursor
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Cadenas de 1gG1 monoclonales:
separacion en Poroshell 300SB-C8

Columna:

Fase movil:

Poroshell 300SB-C8
660750-906
21 x75 mm, 5 pm

A: Agua al 90%: ACN al 10% + 3 ml/I de PEG,
PM 300
B: Agua al 10%: ACN al 90% + 3 ml/I de PEG,

Cadenas pesadas

Cadenas ligeras

™

N

N

lgG tratada con:

Time (min)

PM 300 oTT
T T T T T
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 2 4 6 8 10
Gradiente: 0 min 25% B ilicosiladas? eNo glicosiladas?
. 0
10 min 40% B Q -~ IgG tratada con:
10,1 min 25% B DTF. )
12 min 25% B Péptido-N-glucosidasa F
T T T T T
Temperatura: 70°C 2 4 6 8 10
Muestra: IgG1 monoclonal :;Fr tratada con:
Corles/g de: Péptido-N-glucosidasa F
Novartis AG, Basel. Carboxipeptidasa-B
Dr. Kun Forref ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
Patrik Roethlisberger 2 8 10
Time (min)
LCBPO15
Uso de ZORBAX Extend-C18 para una selectividad A
alternativa a pH alto
Columna: ZORBAX Extend-C18 37+
773700-902 25874
2,1 x 150 mm, 5 pm
2E7
Fase movil: A: TFA al 0,1% en agua
B: TFA al 0,085% en 80% de ACN 1567
1E74
A: 20 mM de NH,OH en agua 57
B: 20 mM de NH,0H en 80% de ACN ' .
T I
Velocidad de flujo: 0,25 ml/min 0 2 4
Gradiente: 5-60% B in 20 min B
Temperatura: 25°C 3E7-
Condiciones de MS: lones positivos, ESI- Vf 70 V, Vcap 4,5 kV 2.5E7
N,, 35 psi, 12 I/min, 300 °C .
44l (50 ng cada péptido)
1567+
1E74
BE7
0 i T
0 2 4 6 8 10 12 14 18 2

LCBPO17

La columna Extend se puede usar para separaciones de péptidos de pH alto. Se pueden obtener valores de selectividad muy diferentes a pH altos y bajos. Cambiando
simplemente el pH, se puede desarrollar un método complementario y es posible determinar si se resuelven todos los picos. Dado que la columna Extend se puede
usar a pH altos y bajos, la separacion complementaria se puede analizar en una sola columna. Ademas, la sensibilidad de MS para esta muestra es 6ptima a pH alto.
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Nucledsidos: separacion de desoxirribonucledsidos y

ribonucledsidos
Columna: ZORBAX SB-C3
883975-909
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: Fosfato aménico, 4 mM (pH 4,0 con 4acido fosfarico)

. - . 1. Citidina
Velocidad de flujo: 2,0 ml/min : 9 9 Deoxiciidina
Temperatura: 35°C 3. Inosina
Detector: UV; 254 nm 6 & G,UanOSI.T]a :

5. 2' Deoxiinosina
Muestra: 2 ul (1,6 pg cada uno) 6. 2' Deoxiguanosina
3 )
7. Adenosina
5
7
| I I I I | I I I I I
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Time (min)
LCBPO18
Nucleotidos: separacion de mononucleotidos
Columna: ZORBAX SAX 1. Acido ordtico
880952-703 2. UMP
4,6 x 250 mm, 5 pm 3. GMP
. 4. XMP
Fase movil: 0,1 M NH,H,PO,
Velocidad de flujo: 2,0 ml/min
Temperatura: Ambiente
Detector: UV, 254 nm 2 3
Muestra: Acido oretico, UMP, GMP, XMP
4
A J
1T T T T 1
0 2 4 6 810
Time (min)

LCBPO19
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Separacion de péptidos basicos en Bonus-RP
frente a una fase alquilica convencional

Retention Time (min)

Columna A: ZORBAX Bonus-RP C1: Ac-Gly-Gly-Gly-Leu-Gly-Gly-Ala-Gly-Gly-Leu-Lys-amide
883668-901 €2: Ac-Lys-Tyr-Gly-Leu-Gly-Gly-Ala-Gly-Gly-Leu-Lys-amide
4,6 x 150 mm, 5 pm €3: Ac-Gly-Gly-Ala-Leu-Lys-Ala-Leu-Lys-Gly-Leu-Lys-amide
Columna B: Fase C8 alquilica C4: Ac-Lys-Tyr-Ala-Leu-Lys-Ala-Leu-Lys-Gly-Leu-Lys-amide
Fase movil: A: Fosfato amanico 0,010 M, pH 7/perclorato sodico
0,050M A Bonus-RP
B: Fosfato amanico 0,010 M/perclorato sodico 0,050 c1 e e
M en ACN al 50% ca
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min yL l L ~
I T I 1 I I T 1
Gradiente: B del 0-100% en 50 minutos 0 5 10 15 2 2 30 3 4
Temperatura: 40°C B Fase C8 alquilica o
C2
Detector: 215nm c3
Muestra: Péptidos basicos de 11 residuos con carga neta l C,.A A
positiva de +1, +2, +3 y +4 a pH neutro T T T T T T T ]
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Time (min)
LCBPO20
Péptidos: efecto de la concentracion de TFA
Columna: ZORBAX 300SB-C8
883995-906
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: A:aguay TFA
S4 Sb
B: ACNy TFA Secuencia peptidica 5182 53 A P
0,
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min O'OSIA’ A - | | | | | | | |
Gradiente: 0 min 0% B 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
30 min 30% B
S4 Sh
. s1.52 83
Temperatura: 40 °C
0,25% TFA
Detector: UV, 254 nm ; ; : : : : : : : :
Muestra: Péptidos estandar S1-Sb, decapéptidos que se 6 8 10 12 1 16 18 2 2 2
diferencian sutilmente en la hidrofobicidad, 6 pl 4 S5
S2 8183
1,0% TFA
T T T T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

LCBP021

569



570

Ventajas de la estabilidad quimica:

concentracion de TFA

1. Angiotensina Il
2. Angiotensina ll
3. Angiotensina |

Columna: PLRP-S 100 A
PL1512-5500
4,6 x 250 mm, 5 pm 3
1 2
Fase movil: A: TFA (varios porcentajes) en agua 0.0025% /\_/\L
B: TFA (varios porcentajes) en ACN
Gradiente: Lineal, 12-40% B en 15 minutos 0.02% M n
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
0.1%
Detector: ELS (neb =75 °C, evap = 85 °C,
gas = 1,0 SLM) [ |
0 min 15
VLC0068
Péptidos: separacion de angiotensina I, Il y lll
con TFA y NH40H
A B
Columna: ZORBAX Extend-C18
773700-902 4086 All + Al 4087
2,1 x 150 mm, 5 pm - g -
Fase movil: A: Condiciones acidas E 30567 Al § 30577
A:TFA al 0,1% en agua E 206 = e .
B: TFA al 0,085% en ACN al 80% g ® g
B: Condiciones bésicas S | s R
A:NH,0H 10 mM en agua -
B: NH,0H 10 mM en ACN al 80% 0 0
T T T T T T T T T
: . f 0 25 0 75 100 125 0 25 50 75 100 125
Velocidad de flujo: 0,2 ml/min Time {min) Time {min) o
Gradiente: 15-50% B en 15 min
Temperatura: 35°C
Condiciones de MS: lones positivos, ESI-Vf 70 V, Vcap 4,5 kV A B
Ny, 35 psi, 12 I/min, 325 °C Max: 10889 Max: 367225
Muestra: 2.5 pl de muestra (50 pmol cada uno)
100 +2§
80|
60
3
40+ 2
20 . +
e T +
0 500 1000 m/z

LCBP023
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Péptidos y proteinas:
separaciones de gradiente equivalentes

Columna: ZORBAX 300SB-C8
883995-906
4,6 x 150 mm, 5 pm
Columna: ZORBAX 300SB-C8
883750-906
2,1 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: A: 95% de agua: ACN al 5% con TFA al 0,1%
A: 5% de agua: ACN al 95% con TFA al 0,085%
B
Velocidad de flujo: ~ A: Analitica
1 ml/min
B: Diametro estrecho
0,2 ml/min
Gradiente: 10-60% B en 30 min
Temperatura: 35°C
Detector: UV, 215 nm
Muestra: Inyeccion de 10 pl, concentracion 2-6 g

O W N DU WN

LCBPO24

. Met encefalina

. Leu encefalina

. Angiotensina Il

. Neurotensina

. RNasa

. Insulina (BOV)

. Lisozima

. Calmodulina

. Mioglobina

. Anhidrasa carbonica

Péptidos/proteinas:
efecto de la temperatura elevada

Columna: ZORBAX 300SB-C3
883995-909
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: A: 5:95 ACN:agua con TFA al 0,10% (v/v%)
B: 95:5 ACN:agua con TFA al 0,085% (v/v%) . 4
Ambiente
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 12 5 8
Gradiente: 15-53% en 20 min, tiempo posterior de 12 min N .
Temperatura: Ambiente — 60 °C
Detector: UV, 215 nm
Muestra: Polipéptidos 5

45°C

@~ U s W N

60 °C

T T 17T T T 1T T T T
0 2 4 6 8 10121416 18 20
Time (min)

11T 1T T
0 2 4 6 81012141618 20

Time (min) Lcapozs

. Leucina encefalina
. Angiotensina Il

. RNasa A

. Insulina (BOV)

. Citocromo C

. Lisozima

. Mioglobina

. Anhidrasa carbonica

LCYLC/MS
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Separacion de polipéptidos en menos de
1 minuto

Muestra (proteinas y péptidos)

Columna:  Poroshell 300SB-C18 - dlonatiosna 0120 mo/ml
) 660750-902 2. Valina-tirosina-valina 0,5 mg/ml
21 7!_; 5 3. Metencefalina 0,5 mg/ml
X mm, 3 pm 4. Leucoencefalina 0,5 mg/ml
Fase movil: A:TFA al 0,1%, H,0 5. Angiotensina Il 0,5 mg/ml
B: TFA al 0,07%, ACN 6. ARNasa A 1 mg/ml
) o . 7. Citocromo C 1 mg/ml
Velocidad de flujo: 3 ml/min 300 8. Holotransferrina 1 mg/ml
Gradiente: 0-100% B en 1,33 min 250 | 9. Apomioglobina 1 mg/ml
Temperatura: 70°C 200 7
150
Detector: DAD 215/16 nm, ref = 310/10 nm 100 -
Muestra: Péptidos/proteinas, 0,5 pl 50
0
-50 T T T T T T T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Time (min)
LCBPO30
Separacion rapida de alta resolucion
de péptidos y proteinas con Poroshell 1. Angiotensina Il
300SB-C18 2. Neurotensina
3. RNasa
Columna: Poroshell 300SB-C18 4. Insulina
660750-902 5. Lisozima
21 x75 mm, 5 pm 6. Mioglobina
Fase movil: A TFA I 01% mAU 5 7. Anhidrasa carbonica
B: TFA al 0,07% en ACN s 8. Ovoalbimina
i 3
Velocidad de flijo: 3,0 mi/min (Presion de 360 bares)
1
Gradiente: 5-100% B en 1,0 min 2 ) 7
200
Temperatura: 70°C 8
Detector: UV, 215 nm
150
Los espacios entre los solutos indican una capacidad
optima de los picos para la separacion rapida de |
muestras complejas. 100
50 L,
| -
0 T T T 1
0 15 30 45 60
Time (sec)

LCBPO31
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Time (min)

RP-HPLC/ESI-MS de péptidos utilizando una lones positivos
;. LLVF
fase movil de NH,0H genera espectros de 3E7- LLLNH,
iones positivos y negativos 257
LHL
Columna: ZORBAX Extend-C18 27+ L
773700-902 1.5E7+
2,1 x 150 mm, 5 pm . LLG
Velocidad de flujo: 0,25 ml/min 5674
Gradiente: 5-60% B en 20 min T 0 : | - | | | | | e
Temperatura: 2590 g o 2 4 6 8 0 12 14 18 1820
S Time (min)
Condiciones de MS: lones positivos, ESI-Vf 70 V, Vcap 4,5 kV f )
N,, 35 psi, 12 1/min, 300 °C = lones negativos
TIC 150-1.500 m/z 387+
Muestra: 4yl (50 ng de cada péptido) 2.587+
2E7+
1.5E7+ LHL  LLLNH, LLVF
1E7 LLL
5E7- LG l
0 A
! T ! T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time (min) LCBPO32
Comparacion de separaciones RP-HPLC
de péptidos A con nivel de pH bajo y mAU
AB(1-43)
alto 120
E
Columna: ZORBAX Extend-C18 £ 1004
773700-902 S 80+ AB(1-40)
2,1 x 150 mm, 5 pm g 4 AB(1-38) AB(1-42)
Fase movil: A TFA al 0,1% en agua s 40
B: TFA al 0,085% en 80% de ACN = 20
Velocidad de flujo: 0,25 ml/min 0 |
Gradiente: 29-41% B en 30 min —
Temperatura: 80 °C
Detector: UV, 210 nm
Muestra: 5 pl de muestra (100 pmol de cada una) mAU
AB(1-43)
_ 1204 AB(1-42) |
Fase movil: A:NH,0H 20 mM en agua E 1004
B: NH,0H 20 mM en ACN al 80% % 80— AB(1-40)
Velocidad de flujo: 0,25 ml/min £ 60 AB(1-38)
Gradiente: 26-38% B en 30 min g 40
<<
Temperatura: 25°C 20
Detector: Uv, 210 nm (Bt e S , , A, - —
0 5 10 15 20 25
Muestra: 5 pl de muestra (100 pmol de cada una)

LCBP035
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Comparacion de la selectividad de TFA y NH,0H
para analisis RP-HPLC\ESI-MS de péptidos

ZORBAX Extend-C18
773700-902
2,1 x 150 mm, 5 pm

Condiciones de TFA:
A: TFA al 0,1% en agua
B: TFA al 0,085% en ACN
al 80% Condiciones de NH,0H:
A: 20 mM de NH,OH en agua
B: 20 mM de NH,OH en 80% de ACN

0,25 ml/min
5-60% B en 20 min
25°C

lones positivos, ESI-Vf 70 V, Vcap 4,5 kV
N,, 35 psi, 12 I/min, 300 °C
TIC 150-1.500 m/z

Columna:

Fase movil:

Velocidad de flujo:
Gradiente:
Temperatura:

Condiciones de MS:

Muestra: 44l (50 ng de cada péptido)

3E7H
2.5E7+
2E7
1.5E7
1E7+
5E7H

I
10

Time (min)

I l T T 1
12 14 16 18 20

LCBPO36

Areas de fosforilacion de péptidos mediante LC
y LC/MS en columnas capilares para LC

ZORBAX 300SB-C18
5064-8268
0,5 x 150 mm, 3,5 pm

A: Agua + 4cido formico al 0,1%
B: Acetonitrilo + &cido formico al 0,1%

5,5 pl/min

5-55% B en 50 min
85% B en 55-57

UV, 206 nm

LC/MS: iones positivas, ESI con trampa LC/MSD
\cap: 4000V

Flujo de gas de secado: 7 I/min

Temperatura de gas
de secado:
Nebulizador:

Tension de salida de la
columna capilar: 50 V méx.
Tiempo de acumulacion: 300 ms
Promedios totales: 3
Anchura del aislamiento: 3 m/z
Amplitud de fragmentacion: 1,0 V

Columna:

Fase movil:

Velocidad de flujo:

Gradiente:

Detector:

Condiciones de MS:

250 °C
15 psi

Muestra: Digestion de beta-caseina, 100 nl (4 pmol)

% Relative Abundance

UV at 206 nm

phosphopeptide

m/ )

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (min)

|
M
2 ll'l e ""ll N

0 : T

M_‘ WA

1T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (min)

Full Scan MS

x10°
25

688.4

1032.0

% Relative Abundance
P

54305595 12754 15820

T T T T
400 800 1600 1600
MS/MS of [M-+2H] 2* at m/z 1032

x10*
25—

2.0+
1.5
1.0

98254029
[MH2-HoPO4J* | | [MHp-H0]2*

90.8

% Relative Abundance

m/z

1690.0

|u|| "
1600

400

800 1600

m/z

LCBP037
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Proteinas: efecto de la fase ligada, RP

Columna A: ZORBAX 300SB-C8

883995-906

4,6 x 150 mm, 5 pm
Columna B: ZORBAX 300SB-CN

883995-905 B

4,6 x 150 mm, 5 ym L 021+ ; 050+ , |

=) : . 5

Fase movil: A: TFA al 0,1% en agua E 10 7

B TFAI0,1% en 50/50 de ACN/agua £ 1| 035 w-iadins
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min S 0
Gradiente: 1. B al 46-96% en 60 min, § 0.09- | 2 0.20 z

ACN al 23-48% ‘,;
2. B al 50-86% en 60 min, é mﬂi‘m
ACN al 25-43% 0.03 T 0.05+
. o T T 1 T T T 1

Temperatura: 50°C 0 20 ‘ 60 0 20 ) 60
Detector UV, 210 nm Time {min) Time {min) o
Muestra: Proteinas de trigo incluidas

las w-gliadinas
Proteinas: efecto de la fase ligada
Columna A: ZORBAX RRHD 300SB-C18 Ins/Cytc

883995-902 Aiase . b we o

4,6 x 150 mm, 5 pm ! o -
Columna B: ZORBAX 300SB-C8 ~ | m_TJLKﬂ$i._I

883995-906 0 5 10 15 2 25 30 35 40

4,6 x 150 mm, 5 pm

Myo/CDR

ColumnaC:  ZORBAX 300SB-C3 i

883995-909

4,6 x 150 mm, 5 pm L
ColumnaD:  ZORBAX 300SB-CN 0 5 10

883995-905

4,6 x 150 mm, 5 pm ANase
Fase movil: A:TFA al 0,1% en H,0

B: TFA al 0,09% en 80% de ACN/20 de agua

: - " T T T

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 0 5 10
Gradiente: 25-70% B in 40 min
Temperatura: 60 °C
Detector: UV, 210 nm
Muestra: Polipéptidos, 3 pg de cada uno [ T T T

T T T T 1
10 15 20 25 30 35 40
Retention Time (min) LCBPO4T
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Proteinas estandar mediante fase reversa

Columna: PLRP-S 4000 A 2

PL1512-1803 4 1. Ribonucleasa A

4’6 x50 mm, 8 pm 2. Citocromo C

3. Lisozima

Fase movil: A:TFA al 0,1% en 95% de agua:5% de ACN 4. Seroalbtmina bovina

B: TFA al 0,1% en 5% de agua:95% de ACN 5. Mioglobina
Gradiente: Lineal, 18-60% B en 1 minuto 6. Ovoalbumina
Velocidad de flujo: 4,0 ml/min
Detector: UV, 280 nm 6

3
min VLC0071
Separacion de proteinas por
intercambio ionico estandar
. 1. Mioglobina

Columna: PL-SAX 1000 A 2. Anhidrasa carbonica bovina

PL1551-1502 3. Ovoalbumina

4,6 x 50 mm, 5 pm 3 4. Inhibidor de la tripsina de soja
Fase movil: A: Tris HCI, 10 mM, pH 8

B: A+ NaCl, 0,35 M, pH 8
Gradiente: 0-100% B en 20 minutos
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: UV, 220 nm

|
25
VLC0070
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Desoxinucledsidos:
columnas de 3,5 pm de resolucion rapida

Columna A: ZORBAX SB-CN A 9
883975-905 mAU
4,6 x 150 mm, 5 pm 1. Citosina
30 1 3 2. Guanina
Columna B: ZORBAX SB-CN 20 4 1 3. Timina
835975-905 4 4. Adenina
4,6 x 50 mm, 3,5 pm 10 , n
Fase movil: A:TFA al 0,1% 0 IR |
B: Metanol/agua 90/10 v/v (TFA al 0,1%) T T T T T T T T
Isocratico, A al 97,6%, B al 2.5% 0 28 4 5 8 7 8
Time (min)
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min B )
Temperatura: 30°C mAU
40 -
Detector: UV, 254 nm 30 3
1 4
20
10 1
0 -
T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Time (min) LCBP046
Productos de digestion triptica de albiimina sérica
bovina en RRHT A
Columna: ZORBAX SB-C18 “2’3“
820700-902 30
2,1 x 150 mm, 1,8 pm 20
10
Fase movil: A: TFA al 0,1%, ACN al 5% 0 /[Ll
A: TFA al 0,08%, ACN al 95% -10 ‘ ‘ ‘ | | : AI |
Velocidad de flujo: 0,5 mi/min | 10 B e iy o % 0
Gradiente: A: Tiempo B al 0% en b min, tiempo B al 30% en 60 min B
B: Tiempo B al 0% en 5 min, tiempo B al 45% en 60 min ~ mAU
C: Tiempo B al 0% en 5 min, tiempo B al 67,5% en 60 min gg
Temperatura: 80 °C 123
Detector: UV, 214 nm 0
-10
Muestra: Productos de digestion triptica de albumina sérica bovina g 1‘0 1‘5 2'0 2'5 3'0 3'5 4'0
Time (min)
c
mAU
40

30
20
10
0 |

I I I I I )
5 10 15 20 25 30 35 40

Time (min)

LCBPO49
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Catecolaminas

Columna: PLRP-S 100 A
PL1111-3500 1
4,6 x 150 mm, 5 pm 1. Norepinefrina
Fase movil: 95%. 4cido citrico, 25 mM, 2. Epinefrina
Na,HPO,, 25 mM, cido 2 3. Dopamina
Acido sulfonico: 5% ACN, pH 2.85
3
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: UV, 280 nm
T \
0 min 7

VLCO0067

Proteinas de suero en muestras de lacteos (leche)

Columna: PLRP-S 300 A

PL1512-3801

4,6 x 150 mm, 8 pm
Fase movil: A: TFA al 0,1% en 99% agua:1% ACN

B: TFA al 0,1% en 1% agua:99% ACN
Gradiente: 36-48% B, 0-24 min, 48-100% B, 24-30 min

100% B, 30-35 min, 100-36% B, 35-40 min
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Volumen de inyeccion: 10 pl

Detector: UV, 220 nm

1. a-lactoalblimina
2. B-lactoglobulina (cadena B)
2 3. P-lactoglobulina (cadena A)

T
94 VLCOO74

=,_
ES
H

canteose ssenct [




La temperatura se usa para mejorar la trans-
ferencia de masa y aumentar la resolucion de
los oligonucleotidos en los sistemas HPLC de fase 25— !
reversa con par ionico. - ; 1. 29 mer
. E 35°C
Columna: PLRP-S 100 A 2. 30mer
PL1512-1300 07
4,6 x 50 mm, 3 pm T
0 min 125
Fase movil: A: TEAA 100 mM 25— 12
B: TEAA 100 mM en ACN al 25% -
5]
Gradiente: Cambio del 5% en tampon B en 5 minutos 60°C
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 7
T
Temperatura: 35°C,60°Cu80°C 0 min 125
25—
Detector: UV; 254 nm L_JKL
>
5
80°C
0
0 min 125 oz
Separacion de purina/pirimidina hidrofila
1. Citosina
Columna: ZORBAX SB-Aq mAU| 1 2. Fluorocitosina
883975-914 3. Uracilo
4,6 x 150 mm, 5 pm 3 4. Guanina
Fase movil: 50 mM NaOAc, pH 4,6 25 2 5. Timin_a
6. Adenina
Velocidad de flujo: 2,0 ml/min 20
Temperatura: 35°C
Detector: UV, 254 nm 15—
5
10
4
5 —
6
oL N
T T T T
0 5 10 15 20
Time (min) —

Para obtener una lista completa de los cromatogramas, con la posibilidad de buscar por nombre del
compuesto, visite nuestra biblioteca de cromatogramas online en www.agilent.com/chem/library
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Aplicaciones para productos quimicos e industriales

Analisis de biocidas en
desinfectantes de manos

Muestra de desinfectante de manos (inyeccion sin mezcla)

2-fenoxietanol  —> *—  Metilparabeno

T T
0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.9 min

VLCHS

Columna: ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18
959757-902
2.1 x50 mm, 1.8 ym Gradiente: Tiempo 0,0, 95/5 A/B, DAD: 275 nm (0 min)
Fase movil: A: H,0 (TFA al 0,5%) Tiempo 1,0, 56/45 A/B, 225 nm (0,46 min)
B: ACN (TFA al 0,04%) Tiempo 1,1, 0/100 A/B, 255 nm (0,67 min)
Velocidad de flujo: 1,7 ml/min Muestra: Inyeccion de 1 pl de patron 50 ppm
Temperatura: 30 °C
1. Kathon 1A
Patrones de biocidas ’ " 2. Kathon 18
3. Carbendazim
1 6 7 4. 1,2-bencisotiazol-3(2H)-ona
3 5. 2-fenoxietanol
5 6. Acido benzoico
- - - h - = ; = 7. Metilparabeno
0.1 0.2 0.3 04 05 0.6 0.7 0.8 0.9 min

Triton X-114: reduccion del tiempo de analisis
mediante el cambio de la fase ligada

Z0RBAX SB-C3
70/30% MEQH/H,0

Z0RBAX SB-C18
75/25% MEQH/H,0

Columna A: ZORBAX SB-C3 A
883975-909
4,6 x 150 mm, 5 pm
Columna B: ZORBAX SB-C18
883975-902
4,6 x 150 mm, 5 pm —
Fase movil: MeQH and H,0 (as indicated) ! ) 1 § & 10 w1
Velocidad de flujo: 1,0 mi/min Time {min)
Temperatura: 50°C
Detector: UV, 225 nm 8
Muestra: Triton X-114

o—

Time (min)

rrr—Tr T —rr—T1T T 1T T "T"T"T"1]
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Lccioo

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




Separacion de acidos organicos en

1. Acido lactico
ZORBAX SB'Aq ; 2. Acido acético
Columna: ZORBAX SB-Aq M 3. Acido ciico
883975-914 4. Acido fumérico
4,6 x 150 mm, 5 pm o 1 5. Acido succinico
Fase movil: NaH,PQ, 20 mM al 99%, pH 2, ACN al 1%
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: 35°C 10+
2
Detector: UV, 210 nm
57 4
3
0—\/_\__AJ\\__J N
T T T T T
0 1 3 4 5
Time (min)
Lccio4
Brij 35
Columna: PLRP-S 100 A
PL1111-3500
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: A: Agua
B: ACN
Gradiente: 0-100% B en 40 minutos
Velocidad de flujo: 0,8 ml/min
[ 1
Volumen de inyeccion: 10 pl 0 min 40
Concentracion
de la muestra: 1 mg/ml
Detector: ELS (neb =50 °C, evap = 70 °C,
gas = 1,5 SLM)
[ 1
78 min 15

VLC0056

LCYLC/MS
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