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Analisis de medicamentos para la tos y el
resfriado con ZORBAX 300SCX

Columna: ZORBAX SCX 300 A 1. Pirlamina
880952-704 2. Teofilina
4,6 x 250 mm, 5 pm 3. Guayacolato de glicerilo
4. Cafeina

Fase movil: NaH,P0, 100 mM (pH 6,5) ) 5. Fenilefrina

Velocidad de flujo: 3 ml/min 1o

Temperatura: 20°C

Detector: 210 nm

Muestra: Remedios para el resfriado

JC
R 4
Time (min) LCIE00T
Columnas de intercambio ionico ZORBAX: SAX y SCX
Tamaiio Tamaiio de particula

Descripcion (mm) (pm) SAX 300SCX
Semipreparativa 9,4 x 250 5 880952-203 880952-204
Analitica 4,6 x 250 5 880952-703 880952-704
Analitica 4,6 x 250 5 880952-714*
Analitica 4,6 x 150 5 883952-703 883952-704
Analitica 4,6 x150 5 883952-714*
Analitica 4,6 x50 5 846952-704
Solvent Saver 3,0x50 5 860700-304
Diametro estrecho 2,1x1560 5 883700-704
Didmetro estrecho 2,1x1560 5 883700-714*
Didmetro estrecho 2,1x50 5 860700-704
Kit de soporte de la precolumna 820999-901 820999-901

“Estas columnas se han modificado para proporcionar una retencion menor para quien lo necesite en su aplicacion.
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Columnas Hi-Plex para analisis de carbohidratos

* Columna de Agilent recomendada para el analisis exacto a baja presion de carbohidratos tipicos
por sus innovadoras funciones para la realizacion de analisis cuantitativos y cualitativos con
la maxima fiabilidad.

* Posibilidad de usar valores inferiores de presion de funcionamiento de columna para obtener
un rendimiento repetible y prolongar la vida Util de la columna.

* Amplia variedad de configuraciones de columnas y de contraiones de ligandos para cumplir
los requisitos de las aplicaciones para compuestos organicos complejos.

* Simplificacion de los requisitos del sistema HPLC mediante las funciones de separacion isocratica y
excelente reproducibilidad entre lotes para obtener resultados de maxima confianza.

* Posibilidad de uso con agua o &cido diluido como eluyente.

* Disponible para tamafos de particulas de 8 ymy 10 um para una amplia variedad de tipos de
medios USP (L17, L19, L34 y L58).

Los métodos LC de complejidad minima para la deteccion de azucares, alditoles y acidos organicos
requieren columnas de intercambio de ligandos con una fase movil sencilla. No obstante, la amplia
distribucion de los tamafios de las particulas de las resinas convencionales puede tener como resultados
niveles altos de retropresion y una disminucion de la productividad.

Las columnas Hi-Plex se han disefiado con particulas sulfonadas monodispersas, lo que permite obtener

un medio de alto rendimiento ideal para los métodos USP mas estrictos para el analisis de carbohidratos,
alcoholes y acidos organicos. A diferencia de la columna ZORBAX NH2 usada para el andlisis de carbo-
hidratos con una fase mavil de acetonitrilo:agua, las columnas Hi-Plex de intercambio de ligandos ofrecen
una resolucion superior para los monosacaridos y disacaridos debido a la interaccion de los grupos hidroxilo
con el i6n metalico asociado a la funcién de intercambio cationico del grupo acido sulfonico.

Especificaciones de columnas

Rango de Velocidad de flujo

Fase ligada temperatura (ml/min) Eluyente
Hi-Plex Ca 80-90 °C 0.6 Agua
Hi-Plex Ca USP L19 80-90 °C 0.3 Agua
Hi-Plex Pb 70-90 °C 0.6 Agua
Hi-Plex H para carbohidratos 60-70 °C 0,6 Agua
Hi-Plex H para acidos organicos 40-60 °C 0,6 Acido diluido
Hi-Plex Ca (Duo) 80-90 °C 0,6 Agua
Hi-Plex K 80-90 °C 0.6 Agua
Hi-Plex Na (Octo) 80-90 °C 0,6 Agua, sodio,
hidréxido
Hi-Plex Na 80-90 °C 0.3 Agua
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Seleccion de columna Hi-Plex

Los métodos USP determinan el tipo de medio HPLC y la dimension de la columna que se deberia
utilizar para el andlisis. La gama de productos Hi-Plex cuenta con cuatro materiales que cumplen con
las definiciones USP.

Tipo de medio L17

Resina de intercambio catidnico fuerte compuesta por un copolimero de estireno-divinilbenceno
entrecruzado sulfonado en forma de hidrogeno, de 7 a 11 um de diametro; Hi-Plex H.

Tipo de medio L19

Resina de intercambio cationico fuerte compuesta por un copolimero de estireno-divinilbenceno
entrecruzado sulfonado en forma de calcio, de 9 um de didmetro; Hi-Plex Ca y Hi-Plex Ca (Duo).

Tipo de medio L34

Resina de intercambio catidnico fuerte compuesta por un copolimero de estireno-divinilbenceno
entrecruzado sulfonado en forma de plomo, de unos 9 um de diametro; Hi-Plex Pb.

Tipo de medio L58

Resina de intercambio cationico fuerte compuesta por un copolimero de estireno-divinilbenceno
entrecruzado sulfonado en forma de sodio, de 6 a 30 ym de didmetro; Hi-Plex Na y Hi-Plex Na (Octo).

Ademas de los tamafios estandares de columna, el medio también se empaqueta en unas dimensiones
especificas de columna para los diferentes métodos USP, incluidos andlisis de azticar y alcohol.

Para algunas areas de aplicacion, existen diferentes opciones de columnas y la eleccion de la Hi-Plex
mas apropiada dependera de la matriz de muestra y la composicion exacta de los carbohidratos.




Seleccion de columna Hi-Plex

Area de aplicacion

Columna recomendada

Métodos USP que especifican medios L17

Hi-Plex H

Meétodos USP que especifican medios L19

Hi-Plex Ca y Hi-Plex Ca (Duo)

Métodos USP que especifican medios L34

Hi-Plex Pb

Métodos USP que especifican medios L58

Hi-Plex Na y Hi-Plex Na (Octo)

Monosacaridos y disacaridos

Hi-Plex Ca

Hi-Plex Pb

Hi-Plex H

Hi-Plex Na (Octo)

Separaciones anoméricas

Hi-Plex Ca

Acidos organicos

Hi-Plex H

Alcoholes

Hi-Plex Ca

Hi-Plex K

Hi-Plex H

Hi-Plex Pb

Adulteracion de alimentos y bebidas

Hi-Plex Ca y Hi-Plex Pb

Aditivos alimentarios

Hi-Plex Ca y Hi-Plex Pb

Productos lacteos

Hi-Plex Ca y Hi-Plex H

Productos lacteos azucarados

Hi-Plex Pb

Productos de confiteria

Hi-Plex Ca y Hi-Plex Pb

Zumo de fruta

Hi-Plex Ca

Vino Hi-Plex H
Hidrosilato de pulpa de madera (de celulosa/hemicelulosa) Hi-Plex Pb
Monitorizacion de la fermentacion Hi-Plex H
Oligosacaridos Hi-Plex Na
Muestras con una alta concentracion de sal (melaza) Hi-Plex Na (Octo)
Oligosacaridos <Dpb con monosacaridos Hi-Plex Ca (Duo)
Siropes de maiz Hi-Plex Na
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Analisis de zumo de frutas

Columna: Hi-Plex Ca . 1. Sacarosa
PL1170-6810 Zumo de naranja ) 2. Glucosa
7.7 x 300 mm, 8 pm 3. Fructosa
Fase movil: Agua A Sorbitl
Velocidad de flujo: 0,6 ml/min
I 1
Temperatura: 85°C 0 min 20
Detector: RI
2 3
1
Zumo de tomate
I 1
0 min 20
3
Zumo de manzana 1,
4
I 1
0 min 25
VLC0009
Analisis de acidos organicos
Columna: Hi-Plex H
PL1170-6830 1. Acido oxali
. Acldo oxalico
7,7 x 300 mm, 8 pm . 2. Acido citrico
Fase movil: Agua con acido especificado 0,1% TFA con ELS 1 - 3. Acido tartarico
Velocidad de flujo: 0,6 mi/min | I g fxdo succinico
5. Acido lactico
Temperatura: 60 °C : ‘
Detector: ELS (neb=80 °C, evap=90 °C, 0 min 15
gas=0,7 SLM), Rl
23

5 mM de H,S0, con Rl !

0 min 15
VLC0010
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Meétodos USP para alcoholes de azicar

min

1
30

VLC0012

1. Isoeritritol
Columna: Hi-Plex Ca USP L19 2. Adonitol
PL1570-5810 3. Arabitol
4,0 x 250 mm, 8 pm 4. Manitol
. 5. Xilitol
Fase movil: Agua 6. Dulcitol
Velocidad de flujo: 0,3 ml/min 7. Sorbitol
Temperatura: 60 °C
Detector: indice de refraccion
T
min 25 vicoon
Jarabe de maiz, Hi-Plex 1. Dol
Columna: Hi-Plex Na 14-10 2. Dp2
PL1171-6140 3. Dp3
7,7 x 300 mm, 10 pm 4. Dp4
_ 5. Dp5
Fase movil: Agua 6. Dpb
Presion: 11 bares 7. bp7
8. Dp8
Velocidad de flujo: 0,3 ml/min 9. Dpo
Temperatura: 80°C 10. Dp10
) 11. Dpl1
Detector: Indice de refraccion 12. Dp12
13. Dp13
14. Dpl4
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Analisis de edulcorantes en
columnas Hi-Plex Ca

Columna: Hi-Plex Ca
PL1170-6810
7.7 x 300 mm, 8 pm
Fase movil: Agua

Velocidad de flujo: 0,6 ml/min
Temperatura: 85°C
Detector: ELSD

Las columnas Hi-Plex Ca son ideales para analizar la mayoria
de los edulcorantes, incluidos glucosa y fructosa (monosacaridos),
sacarosa (disacarido) y manitol y sorbitol (alcoholes de aztcar).

min

23

. Estaquiosa
. Rafinosa
. Sacarosa
. Glucosa

. Galactosa
. Fructosa
. Manitol

. Sorbitol

W~ DO wW N =

Analisis de carbohidratos en
columnas Hi-Plex H
Columna: Hi-Plex H

PL1170-6830
7.7 x 300 mm, 8 pm

Fase movil: Agua
Velocidad de flujo: 0,6 ml/min
Temperatura: 70°C

Detector: indice de refraccion

Las columnas Hi-Plex H ofrecen picos pronunciados y reproducibles

para el analisis de carbohidratos de muestras con niveles altos de acidos
organicos. No obstante, tenga en cuenta que algunos azticares (como la
rafinosa) pueden experimentar hidrolisis acida aunque se use agua como
eluyente.

min

1. Maltotriosa
2. lactosa
3. Glucosa
4. Fructosa
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Analisis de aziicares con
matriz compleja de sodio 1
Columna: Hi-Plex Na (Octo) 1 Sacarosa
PL1170-6840 2 Glucosa
7.7 x 300 mm, 8 pm 3. Arabinosa
Fase movil: NaOH 0,015 M 3
2
Velocidad de flujo: 0,6 ml/min
Temperatura: 85°C
Detector: indice de refraccion
Los productos alimentarios con altos niveles de iones de sodio se analizan 0 min 23
mejor con columnas Hi-Plex Na (Octo). Se ahorra tiempo cuando se usa
hidroxido de sodio como eluyente con PAD, porque elimina la necesidad
de la adicion de una columna posterior de hidroxido de sodio.
Meétodo USP para sorbitol
Columna: Hi-Plex Pb USP L34
PL1170-2820 ! _
7,7 x 100 mm, 8 pm 1. Manitol
2. Sorbitol
Fase movil: Agua
Velocidad de flujo: 0,7 ml/min 2
Temperatura: 50°C
Detector: indice de refraccion
Método USP para sorbitol (un alcohol de azticar y
edulcorante alternativo) usando manitol como patrén .
interno. Las columnas Hi-Plex Pb estan recomendadas 0 min 23
para bebidas alcohdlicas que también contienen
glicerol, asi como productos lacteos edulcorados.
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Columnas Hi-Plex para analisis de carbohidratos

Tamaiio Tamaiio de particula Contenido
Descripcion (mm) (pm) entrecruzado (%) Contraion Referencia
Hi-Plex Ca USP L19 4,0x250 8 8 CaZ* PL1570-5810
Hi-Plex Ca (Duo) 6,5 x 300 8 8 Ca2* PL1F70-6850
Hi-Plex Ca 7,7x300 8 8 Ca”* PL1170-6810
Hi-Plex Pb USP L34 7.7x100 8 8 PpZ PL1170-2820
Hi-Plex Pb 7,7x300 8 8 PpZ+ PL1170-6820
Hi-Plex K 7,7 x300 8 8 K* PL1170-6860
Hi-Plex H 6.5 x 300 8 8 H* PL1F70-6830
Hi-Plex H 7,7x300 8 8 H* PL1170-6830
Hi-Plex H USP L17 7,7x100 8 8 H* PL1170-2823
Hi-Plex Na 7,7 %300 10 4 Na* PL1171-6140
Hi-Plex Na (Octo) 7,7x300 8 8 Na* PL1170-6840
Precolumnas Hi-Plex

Tamaiio Tamaiio de particula Contenido
Descripcion (mm) (um) entrecruzado (%) Contraion Referencia
Hi-Plex Ca 7,7 x50 8 8 Ca2* PL1170-1810
Hi-Plex Ca (Duo) 7,7 x50 8 8 Ca?* PL1170-1850
Hi-Plex Pb 7.7x50 8 8 P2 PL1170-1820
Hi-Plex K 7,7 x50 8 8 K* PL1170-1860
Hi-Plex H 7,7 x50 8 8 H* PL1170-1830
Hi-Plex Na 7.7x50 10 4 Na* PL1171-1140
Hi-Plex Na (Octo) 7,5x50 8 8 Na* PL1170-1840
Precolumnas Hi-Plex, 2/paq.

Tamaiio Tamaiio de particula Contenido
Descripcion (mm) (pm) entrecruzado (%) Contraion Referencia
Hi-Plex Ca 3,0x5,0 8 8 Ca2* PL1670-0810
Hi-Plex Ca (Duo) 3,0x5,0 8 8 CaZ* PL1670-0850
Hi-Plex Pb 3.0x5,0 8 8 Pb2* PL1670-0820
Hi-Plex K 3,0x5,0 8 8 K* PL1670-0860
Hi-Plex H 3,0x5,0 8 8 H* PL1670-0830
Hi-Plex Na 3,0x5,0 10 4 Na* PL1671-0140
Hi-Plex Na (Octo) 3.0x5,0 8 8 Na* PL1670-0840

Soporte de precolumna para cartuchos de 3,0 x 5,0 mm

PL1310-0016
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Guia rapida de las designaciones de la USP
para columnas de HPLC

La Farmacopea estadounidense (USP) es una fuente estandar para muchos métodos farmacéuticos. La USP
especifica las columnas por materiales de relleno en lugar de por fabricante. La USP ha actualizado sus
definiciones de L1; a continuacion encontrara las definiciones mas recientes y las columnas aplicables. Las
columnas de resolucion rapida y alto rendimiento (RRHT) se pueden seleccionar ahora en las categorias L1,
L7yL11.

Designaciones de la USP

Método Tamaiio de Tamaiio de
UspP Materiales de relleno USP Columna particula (pm) poro (A)
L1 Octadecil silano quimicamente ligado a Poroshell 120 EC-C18 2,7 120
microparticulas ceramicas o de silice porosa, Poroshell 120 SB-C18 27 120
delba 1_0 pm de ’d_iémetro, Poroshell 300SB-C18 5 300
0 una varilla monolitica Poroshell 300 Extend-C18 5 300
Z0RBAX Eclipse Plus C18 1.8:355 95
Z0RBAX Eclipse XDB-C18 1.8;35;5;7 80
Z0RBAX StableBond SB-C18 1,8;35:5;7 80, 300
Z0RBAX Rx-C18 355 80
Z0RBAX Extend-C18 1.8;35;5;7 80, 300
Z0RBAX 0DS 3,67 70
Z0RBAX 0DS Classic 5 70
Pursuit XRs C18 3,510 100
Pursuit C18 3,510 200
Pursuit C18-A 3,510 180
Polaris C18-Ether 3,5 200
SepTech ST60 C18 10 60
SepTech ST150 C18 10 150
Agilent Prep C18 510 100
L3 Particulas de silice porosa, de 1,5 a 10 ym de ZO0RBAX HILIC Plus 18,35 95
diametro, o una varilla de silice monolitica ZORBAX SIL 5 70
Z0RBAX Rx-SIL 35,57 80, 300
Pursuit XRs Si 3,510 100
Polaris Si-A 510 180
Agilent Prep 5;10 100
L7 Octil silano quimicamente ligado a particulas de Poroshell 120 EC-C8 2,7 120
silice totalmente porosa, de 1,5 a 10 ym de Poroshell 120 SB-C8 27 120
didmetro, o una varilla de silice monolitica Poroshell 300SB-C8 5 300
Z0RBAX Eclipse Plus C8 18,355 95
Z0RBAX Eclipse XDB-C8 18,3557 80
Z0RBAX SB-C8 1.8;35;5;7 80, 300
Z0RBAX Rx-C8 1,8;35;5;7 80
Z0ORBAX C8 5 70
Pursuit XRs C8 3,510 100
Pursuit C8 3,510 200
Polaris C8-A 3,5 180
Polaris C8-Ether 3;b 200
(continuacion)



Designaciones de la USP

Meétodo Tamaiio de Tamaiio de

UspP Materiales de relleno USP Columna particula (pm) poro (A)

L8 Capa basicamente monomolecular de aminopropilsilano Z0ORBAX NH2 5 70
quimicamente ligado a un soporte de gel de silice Polaris NH2 5 180
completamente poroso, de 3 a 10 um de diametro

L9 Gel de silice totalmente poroso, irregular o esférico, Z0RBAX SCX 5, esférico 300
con recubrimiento de intercambio cationico &cido,
fuerte y quimicamente ligado, de 3 a 10 um de diametro

L10 Grupos nitrilo quimicamente ligado a particulas de Z0RBAX CN 5 70
silice porosa, de 3 a 10 pym de diametro ZORBAX SB-CN 35:5 80, 300

Z0RBAX Eclipse XDB-CN 356 80

L11 Grupos fenilo quimicamente ligados a particulas de Z0RBAX Eclipse XDB Phenyl 5 70

silice porosa, de 1,5 a 10 ym de diametro ZORBAX Eclipse Plus Phenyl-Hexyl  1,8:3,5;5 95
ZORBAX Phenyl 35 80
Poroshell 120 Phenyl-Hexyl 2,7 120
Pursuit XRs DiPhenyl 3,510 100
Pursuit DiPhenyl 3;5;10 200

L13 Grupos trimetilsilano quimicamente ligado a particulas Z0RBAX TMS 5 70
de silice porosa, de 3 a 10 pm de diametro

L14 Gel de silice con recubrimiento de intercambio anionico Z0RBAX SAX 5 70
de amonio cuaternario basico fuerte quimicamente ligado,  |onoSpher A 5 120
de 5a 10 pm de didmetro

L17 Resina de intercambio cationico fuerte compuesta por Hi-Plex H 8 No disponible
un copolimero de estireno-divinilbenceno entrecruzado
sulfonado en forma de hidrégeno, de 7 a 11 pm de didmetro

L19 Resina de intercambio cationico fuerte compuesta por Hi-Plex Ca 8 No disponible
un copolimero de estireno-divinilbenceno entrecruzado Hi-Plex Ca (Duo) 8 No disponible
sulfonado en forma de calcio, de 9 pm de diametro

20 Grupos dihidroxipropano quimicamente ligados a particulas  LiChrospher Diol 5 No disponible
de silice porosa, de 3 a 10 pm de diametro

(continuacion)
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Designaciones de la USP

Método Tamaiio de Tamaiio de
UspP Materiales de relleno USP Columna particula (pm) poro (A)
21 Copolimero rigido esférico con estireno-divinilbenceno, PLRP-S 3,5,8,10,10-15, 100
de 5a 10 pm de didmetro 15-20, 50
PLRP-S 3.5,8,10,10-15, 300
15-20, 50
PLRP-S 5,8,10, 30, 50 1000
PLRP-S 5,8,10, 30, 50 4000
Plgel 3:5;10: 20 50, 100, 500, 103,
10°, 109, 108,
MIXTO
122 Resina de intercambio cationico de gel de poliestireno Hi-Plex H 8 No disponible

poroso con grupos de &cido sulfonico, con un tamario
de unas 10 pm

125 Relleno con capacidad para separar compuestos con un PL aquagel-OH 5.8 30
rango de PM de 1.000 a 5.000 Da (determinado por el 6xido
de polietileno), aplicado a polimeros hidrosolubles neutros,
anionicos y cationicos. Se observo que una base de resina
de polimetacrilato, entrecruzada con éter polihidroxilado
(la superficie contenia algunos grupos funcionales carboxilo
residuales) era apropiada

133 Relleno con capacidad para separar dextranos por un Z0RBAX GF-250 4 150
tamafo molecular en el rango de 4.000 a 500.000 Da. -
Es esférico, con base de silice y procesado para Bio SEC-3 3 100, 150, 300
proporcionar estabilidad de pH Bio SEC-5 5 100, 150, 300, 500,
1000, 2000
ProSEC 5 300

(continuacion)



Designaciones de la USP

Meétodo
uspP

Materiales de relleno USP

Columna

Tamaiio de
particula (pm)

Tamaiio
de poro (A)

L34

Resina de intercambio cationico fuerte compuesta por
un copolimero de estireno-divinilbenceno entrecruzado
sulfonado en forma de plomo, de aproximadamente

9 pm de didmetro

Hi-Plex Pb

8

No disponible

L35

Relleno de silice esférica estabilizada con circonio con
fase ligada monocapa molecular hidrofila (tipo diol) y con
un tamafio de poro de 150 A

Z0RBAX GF-250
Z0RBAX GF-450

150, 300

L43

Grupos de pentafluorofenilo quimicamente ligados a
particulas de silice mediante un separador de propilo,
de 5a 10 pm de didmetro

Pursuit PFP

200

L45

Beta-ciclodextrina ligada a particulas de silice porosa,
de 5a 10 ym de didmetro

ChiraDex quirales

100

L50

Resina multifuncion con funciones de retencion de

fase reversa e intercambio anionico fuerte. Resina de
etilvinilbenceno entrecruzado con copolimero de divinil-
benceno al 55%, de 3 a 15 ym de didametro y una superficie
no inferior a 350 m%/g. El sustrato esta recubierto con
particulas de latex funcionalizadas con amonio cuaternario,
compuestas por estireno entrecruzado con divinilbenceno

Z0RBAX 300SCX

300

L52

Resina de intercambio cationico débil compuesta de silice
porosa con grupos sulfopropilo, de b a 10 um de didametro

lonoSpher C

120

L563

Resina de intercambio cationico débil compuesta por
etilvinilbenceno entrecruzado con un copolimero de
divinilbenceno al 55%, de 3 a 15 pm de didmetro.

La superficie del sustrato estd injertada con mondmeros
funcionalizados con acido carboxilico y/o acido fosfarico.
Capacidad no inferior a 400 pEg/columna

Bio SAX

3;5;10

300

L56

Propil silano quimicamente ligado a particulas de
silice totalmente porosa, de 3 a 10 um de diametro

Z0RBAX SB-C3

L67

Proteina de reconocimiento quiral, ovomucoide,
quimicamente ligada a particulas de silice, de .
unos b um de diametro, con un tamafio de poro de 120 A

Ultron ES-OVM

120

L58

La resina de intercambio cationico fuerte es un copolimero
de estireno-divinilbenceno entrecruzado sulfonado en
forma de sodio, de unos 6 a 30 pm de diametro

Hi-Plex Na
Hi-Plex Na (Octo)

No disponible
No disponible

L60

Gel de silice porosa esférica, de 10 ym de diametro,
cuya superficie se ha modificado covalentemente con
grupos alquilamida y se ha desactivado

Z0RBAX Bonus-RP
Poroshell 120 Bonus-RP
Polaris Amide-C18

18,356
2.7
35

80
120
180

« enieoe esenl: |




Soluciones oligo

Cartuchos de ADN StratoSpheres

* Mejores resultados de productos completos que los de cristal de poro controlado
* El soporte inerte evita reacciones secundarias y mejora la calidad del producto final

* El tamario de poro de 1 000 A permite una sintesis de secuencias de oligonucledtidos

mas larga, hasta 70 mer

 Se ofrece un Certificado de analisis con cada lote

Los cartuchos de sintesis de ADN StratoSpheres facilitan la obtencién de oligonucleétidos de ADN sintéticos
de alta calidad. El relleno de poliestireno de alto rendimiento ofrece un producto més completo que los
soportes de cristal de poro controlado convencionales. Asimismo, la naturaleza hidrofdbica del poliestireno
contribuye al acoplamiento y minimiza las ligaduras no especificas para maximizar la eficacia de produccion.
Estos cartuchos de alto rendimiento ofrecen una sintesis de oligonucledtidos muy econémica, asi como el
alto rendimiento que se espera de los soportes de poliestireno macroporoso. Los cartuchos de sintesis de
ADN StratoSpheres ofrecen una flexibilidad méxima en entornos de alto niimero de muestras analizadas.

Cartuchos de ADN StratoSpheres

Descripcion Tamaiio (nmol) Referencia
StratoSpheres DNA DMT bz dA 40 PL3554-1602dAbz
200 PL3554-4602dAbz
StratoSpheres DNA DMT bz dC 40 PL3554-1602dChz
200 PL3554-4602dChz
StratoSpheres DNA DMT ac dC 40 PL3554-1602dCac
200 PL3554-4602dCac
StratoSpheres DNA DMT ibu dG 40 PL3554-1602dGibu
200 PL3554-4602dGibu
StratoSpheres DNA DMT dmf dG 40 PL3554-1602dGdmf
200 PL3554-4602dGdmf
StratoSpheres DNA DMT dT 40 PL3554-1602dT
200 PL3554-4602dT

Cartuchos de ADN StratoSpheres
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Cartuchos TOP, TOP-DNA y TOP-RNA

* Rendimiento y pureza superiores mediante resinas poliméricas exclusivas y tampones optimizados

* Rendimiento y pureza tipicos superiores al 85% y al 90% respectivamente para eliminar la necesidad
de cargar las muestras en varios pasos

* Cantidad de reactivo dos tercios inferior en los cartuchos TOP Agilent en comparacion con los
Cartuchos TOP, TOP-DNA y TOP-RNA productos de otros fabricantes

Los cartuchos TOP, TOP-DNA y TOP-RNA son una solucién de alto rendimiento sencilla y economica para
la purificacion de oligonucledtidos de ADN y ARN. La gama de productos TOP incluye una exclusiva placa
de 96 pocillos con tubos desmontables, un procedimiento de flujo por gravedad o vacio simplificado y una
resina polimérica exclusiva. Esta innovadora tecnologia de Agilent ofrece un rendimiento y una pureza
superiores para los oligonucledtidos estandar con una escala de sintesis de hasta 1 ymol y una longitud
de 150 mer. La flexibilidad esta garantizada mediante un procedimiento sencillo de flujo por gravedad
(para facilitar el proceso y reducir el coste inicial) o vacio (para reducir el tiempo requerido para el proceso
de purificacion completo a menos de 15 minutos). Se permite un tiempo de secado de hasta 10 minutos
entre cada paso sin que esto afecte a los resultados de la purificacion (el tiempo de secado posterior al
paso de acondicionamiento con acetonitrilo debe ser minimo).

Cartuchos TOP y TOP-DNA

* Procesamiento rapido para aumentar la eficacia
* Preparacion de muestras previa al procedimiento de HPLC para maximizar la utilidad
* Procedimientos de flujo por gravedad (TOP) o vacio (TOP-DNA) para garantizar la flexibilidad

TOP-DNA es una solucion de alto rendimiento sencilla, rapida y economica para la purificacion de
oligonucleatidos con una longitud de hasta 150 mer. La gran capacidad de carga permite purificar
oligonucleatidos de ADN con escalas de sintesis de 200 nmoles a 1 pmol. Ademas, TOP-DNA se
puede usar para la preparacion de muestras antes de la purificacion mediante HPLC en el caso de
los oligonucledtidos de maxima calidad de un analisis a gran escala. La resina polimérica exclusiva
es compatible con la carga directa de soluciones de oligonucleétidos desprotegidos mediante un
reactivo AMA.

RECOMENDACIONES Y HERRAMIENTAS

Para obtener mas informacion sobre TOP RNA, consulte esta Nota de aplicacion online: High Performance RNA oligonucleotide purification using
Agilent TOP-RNA (n.° de publicacion 5990-8974EN), www.agilent.com/chem/library

« enieoe esenl: |




Cartuchos TOP-RNA

* Una solucion completa para que la purificacion de oligos de ARN mejore la productividad

e Alto rendimiento y de facil automatizacion, ahorrando tiempo al usuario

* Menor uso de reactivos para reducir los costes operativos

Con TOP-RNA podra purificar oligos de ARN cortos y largos, de ARNsi de hasta 21 mer y ARN largo de
hasta 60-80 mer. La alta capacidad de ligando purifica los oligos de ARN hasta 1 pmol. La resina polimérica

exclusiva y el protocolo validado permiten una desproteccion del grupo de 2- hidroxilo sin retirar el grupo
B-tritilo.

Cartuchos TOP, TOP-DNA y TOP-RNA

Masa de sorbente Volumen

Descripcion (mg) (ml) Unidad Referencia
Tubos para placa de pocillos TOP-RNA, escala de 1 pmol 100 1.8 96/pagq. 7573915C
Tubos para placa de pocillos TOP-RNA, escala de 1 pmol 100 1.8 20 x 96/paq. 75739158
Tubos para placa de pocillos TOP-DNA, escala de 1 umol 150 1.8 96/pagq. 7572915C
Cartucho TOP 500 6 30 St. 12102301
Cartucho TOP 300 6 30 St. 12102300
Mega Bond Elut TOP 34 20 20 St. 14251921
Tubos para placa de pocillos TOP-DNA, escala de 1 pymol 150 1.8 20 x96/pag.  7572915B
Tubos para placa de pocillos TOP, escala de 50 nmol 25 1.8 96/pagq. 75719025
Tubos para placa de pocillos TOP, escala de 200 nmol 50 1.8 96/paq. 75719050
Tubos para placa de pocillos TOP, escala de 200 nmol, alta capacidad 100 1.8 96/paq. 7571901C
Almohadilla de sellado para placa de 96 pocillos 50/paq. 5133005
Bandeja de residuos desechable 25/paq. 5133001
Placa base reutilizable TOP 75400001
Placa base VersPlate 100/paq. 75700001
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Desde la simplificacion de la muestra hasta el andlisis, las columnas y consumibles para biomoléculas de
Agilent se integran facilmente en el flujo de trabajo y ofrecen una solucion completa, reproducible y de
gran calidad.

En esta seccion del catalogo también encontrara sugerencias y consejos sobre la eleccion del disolvente,
la modificacion en fase movil y la optimizacion, asi como ejemplos de separaciones que le ayudaran en
la seleccion de la columna y el desarrollo de métodos.

Agilent dispone de soluciones completas para sus necesidades. Entre ellas se encuentra el sistema LC
Agilent 1260 Infinity Bio-inert con un paso de muestra libre de metales, y el sistema de LC Agilent 1290
Infinity, disefiado para proporcionar la mayor velocidad, resolucion y ultrasensibilidad para aplicaciones

de UHPLC, incluidas las que utilizan columnas de poro extragrande de 300 A Agilent ZORBAX StableBond.
La estructura de las biomoléculas puede ser compleja, pero su analisis se simplifica con las columnas,

los sistemas y los consumibles para HPLC de Agilent.

¢.Qué es una biomolécula?

Las biomoléculas son compuestos formados por organismos vivos. Su tamafio varia desde pequefios lipidos
a grandes polinucledtidos como ADN o ARN. Pueden ser aminoécidos monoméricos o carbohidratos
poliméricos.

En esta seccion, tratamos la separacion de:

Proteinas: separacion basada en el tamafio mediante cromatografia de exclusion por tamafio, carga
con cromatografia de intercambio i6nico e hidrofobicidad con cromatografia de fase reversa.

Péptidos: biocolumnas para el andlisis y purificacion de la gama completa de péptidos, incluidos péptidos
hidréfobos, hidrofilos, basicos y acidos, de todos los tamarios. Asimismo, columnas para el mapeo de
peptidos mediante HPLC y UHPLC.

Oligonucleotidos de ADN/ARN: opciones de fase reversa e intercambio idnico para oligos de
ADN/ARN, con tamafios de poro que abarcan el rango completo de tamafios de oligonucledtidos, desde
pequenos oligos sintéticos a grandes plasmidos.

Aminoacidos: las columnas de HPLC para el andlisis de aminoacidos ZORBAX Eclipse son una solucion
muy eficaz para el analisis rapido de 24 aminoacidos. Los tiempos de analisis tipicos van desde 14 minutos
con una columna de 75 mm, a 24 minutos con una columna de 150 mm.

Polimeros de amplia distribucidn: analisis de compuestos lipidicos, polisacaridos y de administracion
de farmacos mediante patrones y columnas poliméricas para determinar la composicion y distribucion

del peso molecular. Estos compuestos tienden a mostrar amplias distribuciones del peso molecular frente
a otras biomoléculas que tienen distribuciones limitadas del peso molecular o un peso molecular definido.

www.AGILENT.coMm/CHEM/Lc  LC Y LC/MS
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¢.Qué es una biocolumna?

Las columnas de biocromatografia, o biocolumnas, son columnas de cromatografia de liquidos que se
utilizan para la separacion de compuestos biologicos como péptidos y proteinas, oligonuclectidos y poli-
nucleatidos, y otros complejos moleculares y biomoléculas. Las biocolumnas estan disefiadas especificamente
para el analisis de biomoléculas con tamafios de poro grandes para acomodar los tamafios de molécula
mayores. Los medios se han disefiado para reducir al minimo el ligado no especifico de analitos y asi
mejorar la recuperacion. Los mecanismos de separacion se eligen para conservar la funcion bioldgica

de modo que no se pierda bioactividad durante el analisis, 0 bien para desnaturalizar de forma deliberada
con fines de caracterizacion de la estructura primaria.

Normalmente, para separar biomoléculas se usaba HPLC. Ahora, técnicas avanzadas como UHPLC se estan
convirtiendo en una opcién popular porque para la caracterizacion de biomoléculas son necesarios varios
mecanismos de separacion. Por este motivo, Agilent ofrece productos quimicos avanzados desarrollados
especificamente para la separacion de biomoléculas mediante técnicas de exclusion por tamafio, fase reversa,
intercambio i6nico y afinidad, todas ellas tratadas en esta seccion del catalogo.




COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Separaciones de proteinas

Las proteinas son moléculas complejas que requieren varias técnicas para obtener su caracterizacion completa. Existen como estructuras tridimensionales
y es esta estructura la que les confiere su actividad biolégica.

La secuencia de las cadenas de aminoacidos define la estructura primaria de la proteina. El enlace de hidrégeno entre los aminodacidos de la estructura
primaria confiere una estructura secundaria, normalmente en forma de hélices alfa y ldminas plegadas. Una serie posterior de interacciones (enlaces de
hidrégeno, ionicas, hidrofobas y puentes disulfuro) entre las regiones de la estructura secundaria crea la estructura terciaria de la proteina, o conformacion
tridimensional. Si la proteina esta compuesta por varias cadenas de aminodcidos, la interaccion entre estas cadenas forma la estructura cuaternaria.

Si observamos los métodos de caracterizacion de proteinas, en la Figura 1 se muestra claramente que se necesitaran técnicas que caractericen la proteina
en su estado nativo, sin alterar las estructuras terciarias y cuaternarias. También seran necesarias técnicas para la evaluacion de la secuencia de
aminodcidos primaria, en un estado completamente desnaturalizado, prescindiendo de la estructura tridimensional.

Estructura primaria de una proteina
es una secuencia de aminoacidos

Lamina Hélice alfa
plegada W Estructura secundaria de una proteina

se produce cuando la secuencia de aminodcidos se une mediante

Enlaces de hidrégeno enlaces de hidrégeno

Lamina
plegada Estructura terciaria de una proteina
— se produce cuando existen determinadas atracciones entre
Enlaces de hidrégeno Helice alfa las hélices alfa y las 1aminas plegadas

Interacciones ionicas
Interacciones hidrofobas
Puentes disulfuro

Estructura cuaternaria de una proteina
es una proteina que consta de mas de una cadena de aminoacidos

Figura 1. Esquema que muestra los diferentes niveles de la estructura de las proteinas.

El entorno de la proteina puede influir, estabilizar o alterar la estructura de la proteina. Los factores a tener en cuenta son el pH, la temperatura, las
concentraciones de sal, el contenido de disolventes acuosos u organicos y, en el caso de algunas proteinas, la presencia de una pequeria molécula o ion
metalico. La estructura de una proteina también se puede alterar con el uso de agentes reductores de grupos sulfhidrilo para romper los enlaces -S-S-,

o0 de agentes caotropicos como la urea o el clorhidrato de guanidina. Debido a la complejidad de las proteinas y a las interacciones intramoleculares que
determinan la estructura tridimensional, también es de esperar que se produzcan asociaciones intermoleculares entre moléculas proteicas, otras entidades
moleculares y las superficies con las que entran en contacto. El resultado puede ser complejos proteicos, agregacion (con posible precipitacion) y sedi-
mentacion en las superficies, incluidas las del sistema y la columna de HPLC. Por consiguiente, debe tener en cuenta la manipulacion y el entorno en el
que se mantiene la proteina.
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Guia de seleccion de columnas para proteinas

Aplicacion Técnica Columnas Agilent  Notas
Analisis de Separaciones por  ZORBAX 300SB Las separaciones de fase reversa requieren (o causan) la desnaturalizacion de la
estructura primaria UHPLC/HPLC de  Poroshell 300SB proteina para obtener informacion detallada sobre la secuencia de aminoacidos o
fase reversa PLRP-S las modificaciones de aminoacidos (incluidas las modificaciones postraduccionales).
Andlisis de Separaciones de  Bio SEC-3 En los productos biofarmacéuticos de proteinas, los agregados son de suma
agregacion exclusion por Bio SEC-5 importancia porque pueden inducir una respuesta inmunoldgica y pueden afectar
tamano ProSEC 300S ala composicion de la formulacion final.
Z0RBAX GF
Analisis de Separaciones por  Agilent Bio IEX La proporcion de aminoacidos individuales determina la carga neta de la molécula
variantes de carga intercambio i6nico  Agilent Bio MAb de proteina. El pH en el que la carga neta es cero se denomina punto isoeléctrico (pl).
PL-SAX Cuando el pH de la solucion es menor que el pl, la proteina tiene carga positiva
PL-SCX (acido) y cuando el pH de la solucion es mayor que el pl, la proteina tiene carga

negativa (base). Para el andlisis por intercambio ionico, recomendamos que el pH
del eluyente tenga al menos una unidad de pH de diferencia en relacion con su pl.
El analisis de proteinas mediante columnas de intercambio idnico requiere una fase
movil tamponada y bien gradientes salinos o bien gradientes de pH para la elucion.

Mayor resolucion del estudio de oxidacion
Columna: ZORBAX RRHD 300SB-C18 mAU 1

857750-902 -

2,1 x50 mm, 1,8 pm 1751 = =3

=) ™

Fase movil: A:TFA @l 01% 154 ” o T

B: TFA al 0,01% + ACN al 80% Cadena :ed'“;“"“a

oxidada

Velocidad de flijo: 1.0 mi/min 1257 Y o Insulina
Gradiente: 33al50% de B, de 0 a 4 min 10 A
Detector: S!stema LC 1290 Infinity con detector de 754 adena de insulina

diodos a 280 nm e oxidada A

) o | Subespecies de cadena de

Muestra: Insulina, cadena Ay cadena B de insulina, 5 insulina oxidada B

oxidada (sigma bovino, 1 mg/ml) 25

0 ! T
0 05 1 15 2 25 min

Es evidente que las cadenas de insulina oxidadas se resuelven desde la insulina en menos de 2 minutos utilizando la columna
Agilent ZORBAX RRHD 300SB-C18 2,1 x 50 mm, 1,8 pym.
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Separacion de monomeros y dimeros de
MAD intactos

mAU
Columna: Bio SEC-3, 300A 300
5190-2511 Mondémero
7.8 x 300 mm, 3 pm
250
Tampon: Tampon de fosfato sodico,
pH 7,0, 150 mM .
200 — Dimero
Isocratica: Tampon A al 0-100% desde 0-30 min \
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
150
Muestra: Anticuerpo monoclonal de CHO humanizado,
5 mg/ml, intacto
100
Inyeccion: 5l
Detector: UV, 220 nm 50—
Temperatura: Ambiente
0
T T T T 1
4 6 8 10 12 14 min
VLC_MD_Mab
Separacion de las variantes de carga
de la IgG1 humana con gradiente de pH
. . . Antes de la digestion de
Columna: Agilent Bio MAb = carboxipeptidasa-B
5190-2411 Después de la digestion de
2.1 x 250 mm, 5 ym carboxipeptidasa-B
Fase movil: A: Na,HPO, 10 mM, pH 6,0
B: A+ NaCl 0,5 M o solo Na,HPO, 0,5 M, pH 6,0 mAU
Velocidad de flujo: 2 ml/min 501 .
Gradiente: Retencion durante 0,5 min con fase movil A seguida de \I \
un gradiente lineal hasta 45% de B en 15 min (tiempo 40 k /\ ‘
transcurrido, 15,5 min); a continuacion, el 60% de B a \
los 15,6 min contintia hasta 20 min. Lavado de columna | /
con 100% de B durante 15 min antes del reequilibrado 30+ . )
para el siguiente analisis. JI \r/ ‘
Gradiente de pH: A: Na,HPO, 5 mM, f
tamponada pH 5,5 y B: NA,HPO, 40 mM 20 ]
(no tamponada, pH 8,9). /\J ,
2% de B/min a 1 ml/min durante 15 min, seguido de i 7~ g \\"‘
un lavado de columna con 90% de B durante 5 min. 10 L
Detector: UV a 220 nm
0.
Muestra: Un mg por cada ml en la fase mévil A T T T T T T T T T -
10 105 1 115 12 125 13 135 14 145
Anticuerpos monoclonales (MAb) IgG1 humanizados mn
(solucion en stock 5 mg/ml) derivados de células de CHO
Instrumento: Sistema Agilent 1200 SL con detector de diodos

Escision del extremo C del MAb: se incubaron MAb humanizados IgG1, 1 mg/ml en tampon de Na,HPO, 25 mM, pH 7.5, con aproximadamente
25 unidades de carboxipeptidasa-B durante 18 horas, y se inyectaron muestras de 10 pl.
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Separaciones de péptidos

Mapeo de péptidos

El mapeo de péptidos es necesario para la caracterizacion de proteinas. Se utiliza para confirmar
la identidad de una proteina y para identificar y cuantificar las modificaciones postraduccionales.

En primer lugar, se digiere la proteina purificada mediante una enzima, como la tripsina, obteniendo
diversos fragmentos de péptido. La especificidad de la escision enzimatica produce una huella de péptidos
que es caracteristica de esa proteina. La identificacion de los fragmentos de péptidos confirma la identidad
de la proteina, y los cambios en el perfil de la digestion del péptido se pueden usar para identificar las
modificaciones postraduccionales que pudieran haber ocurrido en dicha proteina durante los procesos de
fabricacion o purificacion.

La UHPLC/HPLC de fase reversa es la técnica preferida para el analisis de digestiones de péptidos mediante
deteccion por MS o UV. La LC/MS se utiliza para la identificacion de los fragmentos de péptidos y la deter-
minacion de la cobertura de la secuencia, mientras que la LC/UV se utiliza con méas frecuencia para la
comparacion de asignaciones de péptidos en las areas de monitorizacion y control de calidad. Para lograr
una resolucion suficiente para la cuantificacion e identificacion, se recomiendan longitudes de columna
mayores 0 particulas con una eficacia mayor, como las columnas ZORBAX RRHD de menos de 2 pm,

o las columnas Poroshell superficialmente porosa.

Los digestos peptidicos son mezclas complejas, y para una cobertura completa, como por ejemplo

la resolucion de péptidos individuales, se requiere una columna que proporcione una alta resolucion y
eficiencia. Los fragmentos de péptidos pueden variar en tamario e hidrofobicidad, por lo que Agilent ofrece
varias columnas para el mapeo de péptidos. Existen tres opciones: tamafio de poro, tamario de particula

y superficialmente porosa y completamente porosa para separaciones por UHPLC.
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Seleccion de columnas para el mapeo peptidico

Opciones de columna recomendadas segun la presion maxima de la columna o sistema y el tamario y la hidrofobicidad del péptido.

Aplicacion

Técnica

Columnas Agilent

Fragmentos grandes de HPLC de Poroshell 300 SB-C18 Sistema LC Agilent 1200 Infinity
péptidos/ntcleo hidrofobo 400 bares ZORBAX 300SB-C18, 3,5 ym
de péptido UHPLC de Poroshell 300 SB-C18 Sistema LC 1260 Infinity y sistema LC cuaternario Agilent 1260
600 bares Infinity Bio-Inert
UHPLC de Z0RBAX RRHD 300SB-C18, 1,8 um  Sistema LC Agilent 1290 Infinity
1.200 bares Poroshell 300 SB-C18
Péptidos hidrofobos HPLC de Poroshell 120 EC-C18 Sistema LC Agilent 1200 Infinity
pequefios 400 bares Poroshell 120 SB-C18
UHPLC de Poroshell 120 EC-C18 Sistema LC 1260 Infinity y sistema LC cuaternario Agilent 1260
600 bares Poroshell 120 SB-C18 Infinity Bio-Inert
UHPLC de Poroshell 120 EC-C18 Sistema LC Agilent 1290 Infinity
1.200 bares Poroshell 120 SB-C18

Si tiene un sistema LC Agilent 1290 Infinity en su laboratorio, le recomendamos comenzar con una columna ZORBAX RRHD 300SB-C18 para analizar el mapa peptidico.

Columna:

Fase movil:
Velocidad de flujo:
Gradiente:
Temperatura:

Detector:

Muestra:

Mayor resolucion para el mapeo de péptidos

ZORBAX 300SB-C18

Norm

858750-902 7
2,1 x 100 mm, 1,8 pm 300
A:TFA al 0,1% 2504
B: TFA al 0,01% + ACN al 80%

200
0,5 ml/min

150 4

2% de B durante 1 min, de 2 al 45% de B durante 8,8
min, de 45 al 95% de B durante 0,2 min, 95% de B

durante 2 min, de 95 al 2% de B durante 0,2 min 509

50 °C “’”j
Sistema LC 1290 Infinity con detector de diodos a 280 -
nm

Digestion de proteinas enzimaticas (MAD)

La mayor longitud de la columna ZORBAX RRHD Agilent 300SB-C18, 100 mm, proporciona la maxima resolucion para las digestiones de proteinas.
En esta muestra, el tiempo total de analisis, incluido el lavado y el equilibrado, es inferior a quince minutos.
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Separacion de péptidos naturales y sintéticos

Para el aislamiento y analisis de péptidos naturales y sintéticos se necesitan columnas y medios de
purificacion. La determinacion de la pureza v la recuperacion del péptido aislado o purificado requieren
el uso de columnas de gran eficacia. La técnica que se usa principalmente para el aislamiento, la purifi-
cacion y el andlisis es la HPLC de fase reversa.

Se analizan la pureza de las fracciones de un flujo de trabajo de purificacion o aislamiento y el producto
peptidico final mediante columnas de gran eficacia. Agilent ofrece una gama de columnas para propor-
cionar una separacion optima de la gama completa de péptidos debido a que los péptidos variaran en
tamafio, carga o hidrofobicidad, igual que las aplicaciones de mapeo de péptidos. Para péptidos pequerios,
por lo general inferiores a 10 restos de aminoécidos, se utilizan los materiales de UHPLC de poro més
pequefio, pero si el péptido es mayor, contiene mas restos de aminoacidos o existe en forma dimérica o
polimérica, las columnas con un tamaiio de poro superior a 300 A proporcionan mejores separaciones
gracias a la mejora de la transferencia de la masa.

Seleccion de columnas para péptidos naturales
y sintéticos

Columnas recomendadas para el analisis de péptidos naturales o sintéticos, determinadas por la méxima
presion en la columna/sistema.

Aplicacion Técnica Columnas Agilent Notas
Péptidos normalmente  HPLC de 400 bares Poroshell 300 SB-C18 Sistema LC Agilent 1200 Infinity
con mas de 10 restos Z0RBAX 300SB-C18, 3,5 ym
de aminodcidos PLRP-S
UHPLC de 600 bares  Poroshell 300 SB-C18 Sistema LC 1260 Infinity y sistema LC cuaternario Agilent 1260

Infinity Bio-Inert
UHPLC de 1200 bares ZORBAX RRHD 300SB-C18, 1,8 um  Sistema LC Agilent 1290 Infinity

Péptiodos HPLC de 400 bares Poroshell 120 EC-C18 Sistema LC Agilent 1200 Infinity
normalmente con Poroshell 120 SB-C18
menos de 10 restos de PLRP-S
aminodaciodos - — - —
UHPLC de 600 bares  Poroshell 120 EC-C18 Sistema LC 1260 Infinity y sistema LC cuaternario Agilent 1260
Paroshell 120 SB-C18 Infinity Bio-Inert

Las columnas analiticas de fase reversa son también la opcion preferida para purificar grandes cantidades
de péptidos diferentes o grandes cantidades de un péptido concreto. Hay disponibles columnas
preparativas preenvasadas de alta eficiencia y particulas pequefas para conseguir una purificacion de alta
eficiencia en pequefas cantidades de péptidos, asi como columnas de particulas mayores y medios a
granel para purificaciones a gran escala, tal como se muestra en la Tabla 1.

= SN, HE BN




COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Tabla 1. Columnas Agilent para la purificacion de péptidos de pequeiia a gran escala.

Cantidad de péptido necesaria

Columna Agilent mg g kg

Prep HT ZORBAX 300StableBond ——
VariTide RPC —
PLRP-S —

Después de la sintesis en fase solida (SPS) mediante una resina de poliestireno, como uno de los productos
StratoSpheres de Agilent, el péptido se escinde del soporte y la mezcla resultante se separa para obtener el
peptido objetivo. Para la purificacion se necesita una columna de gran eficacia porque el péptido candidato
debe resolverse a partir de péptidos cuya estructura es muy similar. Consulte www.agilent.com para
obtener mas informacion.

Purificacion preparativa de leuprolide

mediante sobrecarga de concentracion

Columna: PLRP-S 100 A, 10 pm v w
PL1412-4100

Medios Columna Load & Lock 4001

a granel: PCG93LL500X25

Fase movil: Separacion isocratica con TFA al
0,1% en 28% ACN: 72% agua

Velocidad de flujo: ~ Velocidad lineal 360 cm/h

0 Tiempo (min) 40

Separacion de leuprolide crudo de la carga en columna de 30 mg.

—m— % de pureza (antes de la impureza 1)
—e— % de pureza (leuprolide)

—o— % de pureza (posterior a la impureza)

Analisis fraccional: purificacion por sobrecarga de concentracion.
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Separaciones de oligonucleotidos de
ADN o ARN

Existe un renovado interés en los oligonuclectidos (oligos) que cada vez se utilizan en mas aplicaciones,
incluidos posibles tratamientos. El flujo de trabajo de la sintesis es similar al de la produccion bien
establecida de péptidos sintéticos: se usa una resina de sintesis de fase solida activada con la adicién
secuencial de nucledtidos especificos para crear la secuencia deseada.

El extremo hidroxilo 5" de los bloques de creacion de nucledtidos se protege con un grupo dimetoxitritilo
(DMT), vy el oligo objetivo escindido atin tendra unido este grupo protegido. Como el DMT es hidréfobo,
es un control util que se puede usar para el paso de la primera fase. Para aumentar la estabilidad del
oligonucleatido, especialmente la degradacion enzimatica, puede modificarse quimicamente, por ejemplo,
reemplazando el oxigeno por azufre para producir fosforotioatos.

Cuando se utiliza la sintesis quimica para producir biomoléculas, la eficacia del acoplamiento de cada ciclo
adicional nunca es del 100%. Después de la escision del soporte de sintesis en fase sélida, la muestra
contendra secuencias de eliminacion, oligos en los que falte uno o varios residuos y cierta cantidad de
oligos mayores producidos por doble acoplamiento o ramificacion. La mezcla de la muestra es compleja y
se requieren técnicas de gran eficacia para su analisis.

Normalmente se utilizan tres técnicas de UHPLC/HPLC para la separacion de oligonucledtidos:

Con tritilo: este procedimiento es relativamente sencillo de realizar y separa en toda su longitud el oligo
objetivo, que aln tiene unido el grupo DMT, de las secuencias de fallo desprotegidas. La informacion
analitica que se obtiene es limitada y normalmente se considera un método de purificacion.

Separaciones por intercambio ionico de oligos desprotegidos sin tritilo: este método usa la carga
negativa de la estructura del oligo para facilitar la separacion. La resolucion es buena para los oligos mas
cortos, pero se reduce cuando aumenta la longitud de la cadena. Se utilizan eluyentes acuosos pero los
oligos tienen una carga alta y se necesitan altas concentraciones de sal para lograr la elucién en la columna.

Separacion en fase reversa con par ionico de los oligos desprotegidos sin tritilo: en esta técnica
se utilizan disolventes organicos y agentes de par ionico volatiles, y es adecuada para LC/MS. La técnica se
realiza mejor con particulas de gran eficacia. Se necesitan condiciones que desnaturalicen por completo los
oligos y eviten la asociacion con secuencias complementarias. Por consiguiente, la separacion se realiza
mejor a temperaturas elevadas.




Seleccion de columnas para oligonucleotidos
de ADN y ARN

Columnas

Aplicacion Técnica : Notas
P Agilent
Oligonuclectidos Con tritilo Medios PLRP-S 50 um  La separacion se debe a las diferencias de hidrofobicidad. Es ideal para la
con y sin tritilo separacion de oligos con y sin tritilo, y se usa también para la separacion
Oligonucleotidos Separacion en fase PLRP-S3uma50pm & fase reversa con par ionico de oligos desprotegidos.
desprotegidos reversa con par ionico
de oligos desprotegidos
sin tritilo
Oligonuclectidos Separaciones por PL-SAX 1.000 A Separa los oligos desprotegidos en condiciones de pH alto desnaturalizante.
desprotegidos intercambio ionico de La funcionalidad de la amina cuaternaria en las particulas poliméricas permite
oligos desprotegidos sin la separacion por intercambio ionico a pH alto, lo que mejora la cromatografia
tritilo para secuencias autocomplementarias.
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Analisis de aminoacidos

La columna Agilent ZORBAX Eclipse AAA de alta eficiencia separa aminodcidos con rapidez siguiendo un
protocolo actualizado y mejorado. El andlisis total de inyeccion a inyeccion se puede completar en tan sélo
14 minutos (9 min de tiempo de andlisis) en las columnas mas cortas, de 7,5 cm de longitud, y en 24 minutos
(18 min de tiempo de andlisis) en las columnas de 15 cm de longitud. Se consigue una excepcional sensi-
bilidad (de 5 a 50 pmol con detectores de diodos o de fluorescencia) y fiabilidad usando ambas derivaciones
quimicas con OPA 'y FMOC en un procedimiento completamente automatizado que usa el sistema

LC Agilent 1200 Infinity.

Seleccion de columnas ZORBAX Eclipse AAA

Diametro x longitud Tamaiio de
Accesorios (mm) particula (pm)
Sensibilidad de rutina analitica 46x150 5.0
Sensibilidad de rutina analitica, alta resolucion 46 x 150 3.5
con FLD
Sensibilidad de rutina analitica, alto rendimiento 46x75 35
Columnas Solvent Saver: alta sensibilidad 3,0x 150 35

y alta resolucion

Para obtener mas informacion sobre la columna ZORBAX
Eclipse Plus C18, vaya a la pagina 248.
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Biomoléculas de amplia distribucion

Carbohidratos, lipidos y PEG

La cromatografia acuosa de exclusion por tamafio que emplea columnas rellenas con medios poliméricos
puede resultar extremadamente Util para la investigacion de biomoléculas y sus especies derivadas con
distribuciones amplias del peso molecular. Entre los ejemplos se encuentran las proteinas PEGiladas y los
polisacaridos complejos, de uso en aplicaciones de biofarmacia. La distribucion amplia del tamafio de poro
de las columnas para SEC poliméricas, en comparacion con las basadas en silice, es excelente para muestras
con polidispersiones mayores de uno.

Seleccion de columnas para biomoléculas de amplia distribucion

Polimeros y oligémeros 2 0 3 PL aguagel-OH La serie analitica PL aquagel-OH
de bajo PM, tiene un rango de pHde 2 a 10,
oligosacaridos, PEG, es compatible con disolventes
lignosulfonatos organicos (hasta un 50% de
metanol), dispone de estabilidad
 PL aguagel-OH; 8 um mecanica de hasta 140 bares
 PL aguagel-OH 20; 5 um (2 030 psi) y de presiones bajas
* PL aquagel-OH MIXED-M:; 8 ym de funcionamiento de columnas.
Biopolimeros 2 0 3 PL aguagel-OH

polidispersos,
polisacaridos, derivados e PL aquagel-OH MIXED-H; 8 pm

de la celulosa * PL aquagel-OH 60/50/40; 8 ym
Polimeros con peso PL aguagel-OH 60/50/40; 15 pm;
molecular muy alto, en serie

acidos hialuronicos,
almidones, resinas
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Tecnicas de UHPLC/HPLC

La cromatografia liquida de alto rendimiento, HPLC, es una técnica cromatografica que puede separar una mezcla de compuestos y que se utiliza en
bioguimica y quimica analitica para identificar, cuantificar y purificar los componentes individuales de la mezcla. Se ha producido una evolucion hacia

la cromatografia liquida de ultraalto rendimiento (UHPLC), ampliamente aceptada para separaciones de gran eficacia de moléculas de tamafio pequeiio
a medio, y que se ha utilizado para reducir el tiempo de analisis y aumentar la resolucion. El uso de UHPLC se ha ampliado a las biomoléculas grandes
con la introduccion de medios cromatograficos de poro extragrande en columnas que soportan presiones de 600 a 1.200 bares.

En las siguientes paginas vera la amplia gama de columnas que Agilent ofrece para la separacion mediante HPLC y UHPLC de proteinas y otras

biomoléculas.

Técnicas de UHPLC/HPLC para el analisis de biomoléculas

Técnica

Ventajas

Desventajas

Fase reversa

* Alta resolucion

* Alta capacidad

* Relativamente sencillo

* Muestra concentrada en columna

e Particula pequefia, 1,8 um, para separaciones de UHPLC

* Medios poliméricos para una estabilidad quimica y térmica
inigualables

 Condiciones de desnaturalizacion

* |as columnas de silice de gran eficacia no se pueden limpiar
con disolventes agresivos cuando se realizan las purificaciones

Intercambio
ionico

* Buena recuperacion de la actividad biolégica
* Alta capacidad
* Muestra concentrada en columna

* Compatibilidad limitada con MS debido a la presencia de sales

Exclusion por
tamano

* Buena recuperacion de la actividad biolégica
» Técnica no interactiva con buena recuperacion de la muestra

* Sin concentracion de la muestra
e Capacidad limitada

Afinidad

* Alta selectividad

* Buena recuperacion de la actividad biolégica
 Muestra concentrada en columna

» Con frecuencia, aislamiento en tan solo un paso

* Sin concentracion de la muestra
* Capacidad limitada
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HPLC de fase reversa

Lleve a cabo separaciones de alta resolucion
con confianza

La UHPLC/HPLC de fase reversa separa los solutos en funcion de sus diferencias de hidrofobicidad,
siendo el pico menos hidréfobo el que eluye primero. Esta técnica de alta resolucion es capaz de separar
peptidos, proteinas y oligonucledtidos que difieren tan solo en un resto de aminoacido o de nucledtido.

Debido a que en la HPLC se utilizan disolventes organicos (como acetonitrilo, metanol, etanol y propanol),
se trata también de una técnica desnaturalizante que altera la estructura tridimensional de la biomolécula.
Esto permite obtener informacion acerca de la estructura primaria y la secuencia de una molécula,

asi como variaciones en la secuencia que se va a identificar.

Agilent ofrece la gama mas amplia del mercado de columnas de fase reversa de poro extragrande, todas
respaldadas por especialistas en soporte técnico e ingenieros quimicos de aplicaciones de todo el mundo.
En esta seccion se describen las siguientes innovaciones de las columnas:

* Las columnas ZORBAX de silice con poro de 300 A, las primeras del mercado para separaciones
de fase reversa de proteinas y biomoléculas, estan disponibles en seis fases, ademas de en una amplia
variedad de tamaios. Para separaciones rapidas por UHPLC, también ofrecemos una opcion de tamafio
de particula de 1,8 um que soporta presiones de hasta 1.200 bares y se puede usar con instrumentos
de alta presion, como el sistema LC Agilent 1290 Infinity.

* Las columnas Agilent Poroshell incorporan la primera particula de nlcleo solido/cubierta porosa
del sector. Nuestras columnas Poroshell 300 de poro extragrande son ideales para cromatografia rapida,
y estan disponibles en diferentes fases.

* Las columnas PLRP-S Agilent contienen particulas de polimeros que se pueden usar para separar
péptidos y proteinas de diferentes tamarios y complejos de ADN o macromoleculares. Estas columnas
son Unicas porque son organicas al 100%, soportan temperaturas de hasta 200 °C y se pueden usar
en condiciones de pH 1 a pH 14.

* Elija entre la gama de tamarios de columna, tamafos de particula (3-8 pm para separaciones analiticas)
y tamaios de poro (de 100 A a 4.000 A). También hay disponibles columnas preparativas (10-50 pm),
preempagquetadas en columnas o a granel.
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Seleccion de columnas de fase reversa

Accesorios

Columnas Agilent

Notas

Proteinas y polipéptidos

ZORBAX 300 A, 1,8 pm

« RRHD 300SB-C18
« RRHD 300SB-C8
« RRHD 300SB-C3
« RRHD 300-Diphenyl
« RRHD 300-HILIC

Los procesos de relleno mejorados permiten una estabilidad de hasta 1.200 bares
para su uso con el sistema LC Agilent 1290 Infinity. Las columnas RRHD de 1,8 pym
estan disponibles en longitudes de 50 y 100 mm para ofrecer separaciones rapidas
o de alta resolucion (definicion verdaderamente alta) de las muestras mas
complejas.

ZOHBDAX StableBond de
300 A

 300SB-C18
* 300SB-C8
* 300SB-C3
* 300SB-CN

Se necesitan columnas de poro extragrande, 300 A, para la separacion eficaz de
proteinas y péptidos u otras moléculas grandes, de modo que los analitos tengan
pleno acceso a la fase ligada. C18 y C8 son ideales para la separacion de proteinas
complejas y digestiones de proteinas. StableBond ofrece estabilidad mejorada a pH
bajo.

ZORQAX Extend-C18 de
300 A

Incorpora un silano bidentado unico patentado combinado con un proceso de doble
desactivacion que evita la disolucion de la silice a pH alto (de hasta 11,5).

Péptidos y proteinas de hasta 1.000 kDa,
anticuerpos monoclonales y proteinas
intactas

Poroshell 300

* 300SB-C18

* 300SB-C8

* 300SB-C3

* 300Extend-C18

Las columnas Poroshell utilizan una particula Unica fabricada con una capa de silice
porosa sobre un nucleo solido de silice. De esta manera se reduce la distancia de
difusion de las proteinas para lograr separaciones de péptidos y proteinas con HPLC
practicas y rapidas.

Péptidos pequenios hidrofilos en
digestiones de proteinas

Poroshell 120

El tamario de poro de 120 A es ideal para analisis rapidos de alta resolucion de
pequerios peptidos hidrafilos en digestiones de proteinas.

Desde péptidos a ADN PLRP-S
* 100 A
*300A )
o 1.0006
*4.000A
Moléculas/péptidos/oligonucledtidos PLRP-S 100 A
pequerios
Proteinas/péptidos recombinantes PLRP-S 300A
Proteinas grandes PLRP-S 1.000 A
Separacion de ADN/alta velocidad PLRP-S 4.000 A

Las particulas son inherentemente hidréfobas por lo que no es necesaria una fase
ligada de grupo alquilico para las separaciones de fase reversa. Esto da como
resultado un material altamente reproducible libre de silanoles y de iones de
metales pesados.
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ZORBAX StableBond 300 A

Las columnas Agilent ZORBAX StableBond de 300 A son una opcion ideal para separaciones reproducibles
de proteinas y péptidos por dos razones clave. En primer lugar, se necesitan columnas de poro ancho,

300 A, para la separacion eficaz de proteinas y péptidos u otras moléculas grandes, de modo que los
analitos tengan pleno acceso a la fase ligada. En segundo lugar, las columnas 300StableBond no tienen
rival en cuanto a durabilidad a bajo pH, como es el caso con las fases moviles con TFA, habitualmente
utilizadas en las separaciones de proteinas y péptidos. Para separaciones de LC/MS a bajo pH, las columnas
300StableBond se pueden utilizar asimismo con &cido férmico o acido acético como modificadores de fase
movil. Estas columnas estan disponibles en cinco fases ligadas diferentes (C18, C8, C3, CN y Diphenyl*)
para optimizar la selectividad y la recuperacion de proteinas y polipéptidos. Para aumentar atin mas la
recuperacion de la muestra y mejorar la eficacia para proteinas dificiles, las columnas 300StableBond se
pueden utilizar a temperaturas de hasta 80 °C. Las columnas 300SB-C18 y 300SB-C8 son una opcion ideal
para separaciones complejas de proteinas y digestiones de proteinas. Estas columnas estan disponibles en
dimensiones capilares (0,3 y 0,5 mm de d.i.) y de nanocolumna (0,075 y 0,10 mm de d.i.) para separaciones
mediante LC/MS en fase reversa de las digestiones de proteinas. Las columnas capilares y las nanocolumnas
se pueden utilizar para separaciones protedmicas 1D o 2D.

*Diphenyl esta disponible solo en tamafio de particula de 1,8 pm.
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Fase ligada 300 StableBond protegida

estéricamente

Especificaciones de columnas

Tamaiio de Superficie Limites de Rango de Carga de
Fase ligada poro especifica temperatura® pH* Desactivacion carbono
Z0RBAX 300SB-C18 300 A 45 m?/g 90°C 1,0-8.0 No 2.8%
Z0RBAX 300SB-C8 300 A 45 m?/g 80 °C 1,0-8.0 No 1,5%
Z0RBAX 300SB-C3 300 A 45 m?/g 80 °C 1,0-8,0 No 1,1%
Z0RBAX 300SB-CN 300 A 45 m?/g 80°C 1,0-8,0 No 1,2%
Z0RBAX 300-Diphenyl 300 A 45 m?/g 80 °C 1,0-8.0 Si 1,9%

Las especificaciones solo representan los valores tipicos.

*Las columnas 300StableBond estan disefiadas para un uso 6ptimo a un pH bajo. A un pH de 6 a 8 se obtiene la mayor estabilidad de columna para las columnas con base de silice
si se trabaja a temperaturas <40 °C y se utilizan concentraciones menores de tampon en el rango de 0,01 a 0,02 M. A pH medio o alto se recomienda 300Extend-C18.
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Mayor resolucion de los anticuerpos
monoclonales intactos

Gradiente A
0,5 ml/min

300SB-C18 2,1 x 50 mm, 1,8 pm.

mAU Resolucion optimizad
Columna: ZORBAX RRHD 300SB-C8 250, eeolucion optimizaca
857750-906 200
2,1 x50 mm, 1,8 pm
150
Fase movil: A:H,0:IPA (98:2) + TFA al 0,1% (v/v) |
B: IPA:ACN:H,0 (70:20:10) + TFA al 0,1% (v/y) 100 Hombro Resuelto
50- Ve
Velocidad de flujo: ~ Entre 0,5 ml/min'y 1,0 ml/min 0 \
Gradiente: Elucion multisegmentada y lineal 2 4 6 3 10 min
Temperatura: 80°C mAU mAU Gradiente B
Detector: Sistema LC Agilent 1290 Infinity con i o ” 1.0 ml/min
etector: |stem§. gilent nllnlt\./ con inyector " Alta velocidad de analisis
automatico (ALS), bomba binaria, horno con 2501 Mayor 0
termostato y detector de diodos (DAD), UV, 225 nm sensibilidad w
150+
/ 20
50 Y12 14 16 18 20 22 24 26 28 min
0+~
0 2 4 6 8 10 min
Mayor resolucion del estudio de oxidacion
Columna: ZORBAX RRHD 300SB-C18 mAU 7
857750-902 @
2,1 x 50 mm, 1,8 pm 1757 = Cadenadeinsulina 3
idada B = i
Fase movil: A TFAEI0,1% 151 oxfada Vs Insulina
B: TFA al 0,01% + ACN al 80% 125
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 10
Gradiente: 33 al 50% de B, de 0 a 4 min i .
754 Cadena de insulina
Detector: Sistema LC 1290 Infinity con / oxidada A Subespecies de cadena de
detector de diodos a 280 nm 5 insulina oxidada B
Muestra: Insulina, cadena Ay cadena B de insulina, oxidada 254
(sigma bovino, 1 mg/ml)
01 T

05 1

1'.5 2 2'.5 min

Es evidente que las cadenas de insulina oxidadas se resuelven desde la insulina en menos de 2 minutos utilizando la columna Agilent ZORBAX RRHD

RECOMENDACIONES Y HERRAMIENTAS

Las fases moviles tipicas para las separaciones de proteinas y péptidos combinan un pH muy bajo con TFA (u otros acidos) para solubilizar las
proteinas. Las columnas StableBond tienen una vida Util extremadamente prolongada en estas condiciones. Estan disponibles con un tamafo de poro

de 300 A para proteinas de hasta 100-500 kDa.
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

mAT
Mejor reproducibilidad de anticuerpos monoclonales 400 12 inyeccion
Columna: ZORBAX RRHD 300$B-c8 | - 150" inyeccion
857750-906
2,1 x50 mm, 1,8 pm 3004
Fase movil: A:H,0:IPA (98:2), TFA al 0,1%
B: IPA:ACN:H,0 (70:20:10), TFA al 0,1% 200
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: 80 °C 100+
Detector: Sistema LC 1290 Infinity Y S
H ' ! ! T |
con detector de diodos a 225 nm 0 05 1 15 9 25 3 min
Muestra: MAb
Antes y después de la
mA7  columna de 150 bar
Escala de tiempo del gradiente 7004 invecciones, el andlisis de - 750
- - . bl
Tiempo (min) % de disolvente B anco se superpone /\//k
0.00 25
500+ - 500
3.00 36 presion
4.00 90
5.00 25 300+ .,
region de lavado con L 950
gradiente y reequilibrado
Excelente reproducibilidad de columna 1004 W
y recuperacion de proteinas con Agilent
Z0RBAX 300SB-C8. T
0 1 2 3 4 5 min
Mayor resolucion para el mapeo de péptidos
Columna: ZORBAX 300SB-C18
858750-902 Nom
2,1 x 100 mm, 1,8 pm 1
Fase movi A:TFA @I 0,1%
B: TFA al 0,01% + ACN al 80% =
Velocidad de flujo: 0,5 ml/min
Gradiente: 2% de B durante 1 min, de 2 al 45% de B durante |
8,8 min, de 45 al 95% de B durante 0,2 min, 95% de B "
durante 2 min, de 95 al 2% de B durante 0,2 min 0
Temperatura: 50°C i
Detector: Sistema LC 1290 Infinity con detector de diodos a 280 nm ]
Muestra: Digestion de proteinas enzimaticas (MAD) ‘ : : ‘ : i ’ ; e

La mayor longitud de la columna ZORBAX RRHD Agilent 300SB-C18, 100 mm, proporciona la maxima resolucion para las digestiones de
proteinas. En esta muestra, el tiempo total de analisis, incluido el lavado y el equilibrado, es inferior a quince minutos.
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Péptidos: efecto de la concentracion de TFA

Secuencia peptidica

Columna: ZORBAX 300SB-C8 S1
883995-906 4.05% TFA
4,6 x 150 mm, 5 pm T T T T T T T
6 8 10 12 14 20 22 24
Fase movil: A: Aguay TFA
B: ACNy TFA S4 S5
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 0,25% TFA A A
Gradiente: 0min0% B T T T T T T T
30 min 30% B 6 8 10 12 14 20 22 24
Temperatura: 40 °C sS4 Sb
. 52515
Detector: UV, 254 nm 1,0% TFA
Muestra: Péptidos estandar S1-Sb, decapéptidos
qye se d'ifgrencian sutiimente en la é é 1|0 1|2 1I4 2|0 2|2 2|4
hidrofobicidad, 6 pl Retention Time (min)
LCBPO21
Péptidos/proteinas: efecto de la 1. Leucina encefalina
temperatura elevada 2. Angiotensina Il
Columna: ZORBAX 300SB-C3 . f‘n’:j;ja“w)
883995-909 L
4,6 x 150 mm, 5 pm Ambiente N ©. Citocromo €
6. Lisozima
Fase movil: A: 5:95 ACN:agua con TFA al 7. Mioglobina
0,10% (v/v%) 8. Anhidrasa carbonica
B:95:5 ACN:agua con TFA al
0,085% (v/v%)
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 60 °C
Gradiente: 156-53% en 20 min,
tiempo posterior de 12 min
Temperatura: Ambiente — 60 °C
Detector: UV, 215 nm
T T T T T T T T 11 T T T T T T 1 T 11
Muestra: Polipéptidos 0 2 4 6 8 10121416 18 20 0 2 4 6 8 10121416 18 20

Time (min)

LCBP026
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

ZORBAX 300SB-C3 de cadena corta es estable

a nivel de pH bajo y a altas temperaturas 100 — 7y - —EEe o
Columna: ZORBAX 300SB-C3
883995-909 _ 907
4,6 x 150 mm, 5 pm £
g 80—
Fase movil: Gradiente 0-100% B en 80 min E%
A: TFA al 0,56% en agua 2 70— —=— ZORBAX 300 SB-C3
B: TFA al 0,5% en acetonitrilo E =@= C4 del competidor
Condiciones de la prueba de =
retencion isocraticas: £ 60—
1-fenilheptano 50% A, 50% B -
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 50 —
Temperatura: 60 °C
40

T T T T T I I 1
0 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000 8,000

Volume of Mobile Phase (mL)
LCSB00S

Cuatro fases ligadas 300SB distintas para optimizar ,

la separacion de polipéptidos de gran tamaiio ; mji:a
Columna A: ZORBAX RRHD 300SB-C18 3. Citocromo C
883995-902 4. lisozima
4,6 x 150 mm, 5 pm 5. Parvalbimina
B * 2 T 6. COR
Columna B: ZORBAX 300SB-C8 o 1 7. Mioglobina
883995-906 ! 8. Anhidrasa carbonica
4,6 x 150 mm, 5 pm — 1 9. $-100B
ColumnaC:  ZORBAX 300SB-C3 . 10 5:100cx
883995-909 [ A
4,6 x 150 mm, 5 pm J e
Columna D: ZORBAX 300SB-CN ‘ ‘
883995-905
4,6 x 150 mm, 5 pm 0 ! 234 5 1
Fase movil: Gradiente lineal, 25-70% B en 40 min —J o
A: TFA al 0,1% en agua ‘ ‘ ‘ ’ ‘ ‘ ‘ ‘ |
B: TFA al 0,09% en 80% de acetonitrilo/20% de agua  ° 5 10 15 Timffmin) %% % 40

Velocidad de flsjo: 1,0 ml/min

Las fases ligadas 300SB-C18, C8, C3 y CN proporcionan todas ellas separaciones diferentes

de este grupo de polipéptidos. Se afiade un parametro importante para la optimizacion rapida

Muestra: 3 pg de cada proteina de las separaciones de proteinas. La columna 300SB-CN ofrece selectividad Unica para
polipéptidos mas hidrofilicos.

Temperatura: 60 °C
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

ZORBAX StableBond 300 A

Tamaiio Tamaiio de 300SB-C18 300SB-C8 300SB-CN  300SB-C3  300-Diphenyl
Hardware Descripcion (mm) particula (pum) USP L1 USP L7 USP L10 USP L56 USP L11

Columnas estandar (no requieren hardware especial)

Semipreparativa 9,4 x 250 5 880995-202  880995-206 880995-205 880995-209
Analitica 4.6 x 250 5 880995-902  880995-906 880995-905 880995-909
Analitica 4,6 x150 5 883995-902  883995-906 883995-905  883995-909
Analitica 46 x50 5 860950-902  860950-906 860950-905 860950-909
Resolucion rapida 46x150 35 863973-902  863973-906 863973-905 863973-909
Resolucion rapida 4,6 x100 35 861973-902  861973-906

Resolucion rapida 4.6 x50 35 865973-902  865973-906 865973-905 865973-909
Solvent Saver Plus 3,0x 150 35 863974-302  863974-306 863974-309
Solvent Saver Plus 3,0x100 35 861973-306

Diametro estrecho 2,1x250 5 881750-902

Diametro estrecho 2,1 x150 5 883750-902  883750-906 883750-905 883750-909
Diametro estrecho RR 2,1 x150 35 863750-906

Diametro estrecho RR 2,1 x 100 35 861775-902  861775-906

Diametro estrecho RR 2,1 x50 35 865750-902  865750-906

RRHD de diametro 2,1x100 1.8 858750-902  858750-906 858750-909 858750-944
estrecho

RRHD de diametro 2,1 x50 1.8 857750-902  857750-906 857750-909 857750-944
estrecho

MicroBore 1.0 x 250 5 861630-902

MicroBore RR 1.0 x 150 35 863630-902  863630-906

MicroBore RR 1,0x50 35 865630-902  865630-906

Precolumna MicroBore, 1,0 x 17 5 5185-5920 5185-5920

3/paq.

[P Precolumna, 2/pag. 9,4x15 7 820675-124  820675-124 820675-124 820675-124
12GC) Precolumna, 4/pag. 46x125 5 820950-921  820950-918 820950-923  820950-924
12GC) Precolumna, 4/pag. 21x125 5 821125-918  821125-918 821125-924  821125-924
[P Kit de soporte de la 840140-901  840140-901 840140-901 840140-901

precolumna
12GC) Kit de soporte de la 820999-901  820999-901 820999-901  820999-901
precolumna
(continuacion)
372 CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




ZORBAX StableBond 300 A

COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Tamaiio Tamaiio de 300SB-C18 300SB-C8 300SB-CN  300SB-C3  300-Diphenyl
Hardware Descripcion (mm) particula (pm) USP L1 USP L7 USP L10 USP L56 USP L11
Columnas de cartucho PrepHT (requieren kit de conexiones 820400-901)
A Cartucho PrepHT 21,2 x 250 7 897250-102  897250-106 897250-105 897250-109
A Cartucho PrepHT 21,2x150 7 897150-102  897150-106 897150-109
A Cartucho PrepHT 21,2x150 5 895150-902  895150-906 895150-909
A Cartucho PrepHT 21,2x100 5 895100-902  895100-906 895100-909
A Cartucho PrepHT 21,2 x50 5 895050-902  895050-906 895050-909
A Conexione terminales 820400-901  820400-901 820400-901 820400-901
PrepHT, 2/paq.
A Precolumna PrepHT, 170x75 5 820212-921  820212-918 820212-924 820212-924
2/pagq.
A Hardware de precolumna 820444-901  820444-901 820444-901 820444-901
Columnas capilares forradas de vidrio
Capilar 0,5x250 5 5064-8266
Capilar 0,5x150 5 5064-8264
Capilar 0,5x35 5 5064-8294
Capilar RR 0,5x150 3,5 5064-8268
Capilar RR 0,5x35 3,5 5065-4459
Capilar 0,3x250 5064-8265
Capilar 0,3x150 5064-8263
Capilar 0,3x35 5064-8295
Capilar RR 0,3x150 3,5 5064-8267 5065-4460
Capilar RR 0,3x100 3,5 5064-8259 5065-4461
Capilar RR 0,3x35 3,5 5064-8270 5065-4462
Capilar RR 0,3 x50 3,5 5064-8300 5065-4463
Nanocolumnas (silice fundida/PEEK)
Nano RR 0,1x150 3.5 5065-9910
Nano RR 0,075 x 150 3,5 5065-9911
Nano RR 0,075 x50 3,5 5065-9924 5065-9923
Trampa/Precolumna, 0.3xb 5 5065-9913 5065-9914
5/pagq.
Kit de soporte de la precolumna/trampa 5065-9915 5065-991b
WWW.AGILENT.COM/CHEM/LC LCYLC/MS
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

ZORBAX RRHD 300-Diphenyl

Con la misma formulacion exclusiva que las columnas Pursuit de 3,5 umy 5 um Diphenyl, el exclusivo
tamanio de poro de 300A de la fase Diphenyl ofrece una selectividad adicional mediante interacciones
secundarias pi-pi con aminoacidos aromaticos en la secuencia primaria. Las columnas Agilent ZORBAX
de resolucion rapida y alta definicion (RRHD) de 1,8 pm y 300A aportan un rendimiento UHPLC a la
separacion en fase reversa de proteinas intactas y digestiones de proteinas.

La columna de difenilo se puede utilizar para:

* Analisis de proteinas y polipéptidos intactos y modificados, incluido anélisis estructural de proteinas
* Deteccion de modificaciones postraducionales
* Analisis de impurezas

* Confirmacion de la identidad de las proteinas

Z0RBAX RRHD 300-Dipheny! ofrece:

* Estabilidad a bajo pH, lo que permite realizar las separaciones de proteinas y péptidos hasta pH 1
utilizando acido trifluoroacético (TFA) y eluyentes de &cido formico con total confianza

* Estabilidad de temperatura, que permite realizar separaciones hasta a 80 °C para mejorar la eficacia y
reducir la viscosidad del eluyente sin que afecte a la vida Util de la columna

* Compatible con UHPLC, lo que permite una caracterizacion de orden superior con menos tiempo de

analisis
Especificaciones de columnas
Tamaiio de Superficie Limites de Rango Carga de
Fase ligada poro especifica temperatura de pH Desactivacion carbono
Z0RBAX RRHD 300-Diphenyl 300 A 45 m?/g 80 °C 1,0-8,0 Si 1.9%

Las especificaciones solo representan los valores tipicos.
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Separacion rapida de anticuerpos
monoclonales reducidos
Columna: Agilent ZORBAX RRHD 300-Diphenyl
858750-944
2,1 x 100 mm, 1,8 pm
Fase movil A: TFA al 0,1% en agua g
B: alcohol n-propilico al 80%, ACN al 10%, ]
aguaal 9,9% yTFA al 0,1% Kk Cadena ligera Cadena pesada 1 . Cadena pesada 2
Muestra: Anticuerpos monoclonales reducidos (IgG1) : T
(1,0 mg/ml) X 4
Inyeccion de »
muestra: 2.4l ! : 7 3 T 7
Velocidad de flujo: 0,5 ml/min U i
Gradiente: Bal 1% en 0 min, B al 20% en 2 min, o
B al 50% en 5 min . . / Cadena ligera Cadena pesada 1 Cadena pesada 2
Temperatura: 74°C i \ i /
407 2 @
Detector: uv, 280 ] 5s }5\
v 1 2 3 4 5 min
Tamaiio Tamaiio de particula
Descripcion (mm) (um) Referencia
Z0ORBAX RRHD 300-Diphenyl 2,1 x50 1.8 857750-944
Z0RBAX RRHD 300-Diphenyl 2.1x100 1.8 858750-944
WWW.AGILENT.COM/CHEM/LC LCYLC/MS
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

ZORBAX Extend-C18 de 300 A

0 ~gi C18 * Separaciones robustas, a pH alto y bajo, de polipéptidos y péptidos en el rango de pHde 2a 11,5
/ * Selectividad diferente posible a pH alto y bajo
¢ Alta eficiencia y buena recuperacion de péptidos hidrofobos a pH alto
\Si ¢ |deales para LC/MS con fases méviles modificadas con hidréxido amonico
0" >"™c18

La columna Agilent ZORBAX 300Extend C-18 es una columna HPLC de poro ancho para separaciones de

alta eficiencia de péptidos a pH de 2 a 11,5. La exclusiva fase ligada bidentada proporciona una excelente
Silica Support duracion y reproducibilidad a alto y bajo pH. A pH alto, la retencion y la selectividad de los péptidos y

polipéptidos puede cambiar drasticamente como resultado de los cambios en la carga de las moléculas.

Se han obtenido recuperaciones excelentes de polipéptidos hidrofobos a temperatura ambiente y a pH alto.

La sensibilidad de LC/MS de péptidos y polipéptidos se puede mejorar asimismo a alto pH usando una fase

Nueva unién C18-CT8 bidentada movil simple que contenga hidréxido aménico.

para fase ligada Extend-C18

Especificaciones de columnas

Tamaiio de Superficie Limites de Rango de Carga de
Fase ligada poro especifica temperatura® pH Desactivacion carbono
ZORBAX Extend-C18 de 300 A 300 A 45 m?/g 60 °C 2,0-115 Doble 4%

Las especificaciones solo representan los valores tipicos.
*Limites de temperatura: 60 °C hasta pH 8, 40 °C a partir de pH 8-11,5.

RECOMENDACIONES

Y HERRAMIENTAS

Seleccionar la columna adecuada es solo
una parte de la solucion total. No olvide
otros consumibles importantes como
nuestra amplia gama de lamparas de LC.
Vaya a la pagina 90.
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Analisis LC/MS de angiotensina en
Extend-C18
Columna: ZORBAX Extend-C18
773700-902
2,1 x 150 mm, 5 ym Velocidad de flujo: 0,2 ml/min Condiciones de  lones positivos, ESIVE 70V,
Fase movil: Condiciones acidas: : . ENO : MS: Vcap 4,5 kV,
A TFA a1 01% en agua Gradiente: 15-50% B en 15 min N2, 35 psi, 12 V/min, 325 °C
B: TFA al 0,085% en 80% acetonitrilo (ACN) ~ Temperatura: - 35°C Muestra: 2,5yl de muestra
Condiciones basicas: (50 pmol de cada)
A:NH,0H 10 mM en agua Angiotensina I, 11, Il
B: NH,0H 10 mM en 80% ACN
A 5.0E6 100 - g
Angiotensina | T T “;’ T §+3 T +2
Max.: 10889 E 4086 80
pH bajo B 306 AIL + AIII 60—
S =
X 2.0E6 40— 7 N =
2 g g Slo u“?”’.m E S E Ez“" @«
™ 1.0E6 20 [ 782 Sz S = S8z g
0 T T T T T /2
0 25 50 75 10 125 0 500 1000
Time (min)
B 5.0E7 100 2
Angiotensina | T T T I
Max.: 367225 E 4087 80 +
pHalo 2 3087 60—
S =
S <
™ 2.0E7 40—
=) +3
T 1.0e7 20— 3 =
& <41
0 | | | | I 0T T T ! y
0 25 50 75 10 125 0 500 1000 mz
Time (min)
LC30003
Tanto los péptidos pequefios como los grandes presentan cambios de selectividad a pH alto y bajo. A pH alto, debido al cambio en la carga, pueden resolverse las tres
angiotensinas. Ademas, la claridad espectral de la angiotensina | mejora drasticamente a pH alto con la fase movil de hidroxido amonico. La columna Extend-C18 puede ser
también utilizada para el analisis de péptidos pequefios a pH alto.
Referencia: B.E. Boyes. Separation and Analysis of Peptides at High pH Using RP-HPLC/ESI-MS, 4th WCBP. San Francisco, CA, Enero 2000.
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Vida util prolongada de 300Extend-C18 con 8 _e— 4-cloro-1-nitrobenceno
niveles de pH altos Trimipramina
Columna: ZORBAX Extend-C18 -

773450-902 6 —

4,6 x 150 mm, 5 pm

Fase movil: 20% 20 mM NH,0H, pH 10,5 IA'—I""—.\-/I\./.\I

80% metanol

k Values

Velocidad de flujo: 1,5 ml/min

Temperatura: Fermentacion 24 °C
Pruebas 40 °C )
Cada 10.000 volimenes de columna equivalen a 190009000

aproximadamente un mes de trabajo.

T T T T 1
10,000 20,000 30,000 40,000 50,000

Column Volumes of Mobile Phase
1C30001

Uso de ZORBAX Extend-C18 para A
una selectividad alternativa a pH alto
Columna: ZORBAX Extend-C18 3E7
773700-902 .
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 15877

1E7-]
A: 20 mM de NH,OH en agua

B: 20 mM de NH,0H en 80% de ACN 1

Velocidad de flujo: 0,25 ml/min 0 20
Gradiente: 5-60% B in 20 min

Temperatura: 25°C 3674

Condiciones de MS: lones positivos, ESI- Vf 70 V, Vcap 4,5 kV 25674

N, 35 psi, 12 1/min, 300 °C

4yl (50 ng cada péptido) 2%

1.5E74
1E74

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 0 2 4 6 § Timef'omm' R
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 Optima a pH alto.

LCBPO17
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

ZORBAX Extend-C18 de 300 A

Tamaiio Tamaiio de particula

Hardware Descripcion (mm) (pm) Referencia
Analitica 4.6 x 250 5 770995-902

Analitica 4,6 x 150 5 773995-902
Resolucion rapida 4,6 x 150 35 763973-902
Resolucion rapida 4,6 x100 35 761973-902
Resolucion rapida 4,6 x50 35 765973-902

Diametro estrecho RR 2,1 x150 3.5 763750-902

Didmetro estrecho RR 2,1x100 3.5 761775-902

Diametro estrecho RR 2,1x50 3.5 765750-902

an Precolumna, 4/paq. 46x125 b5 820950-932
(2GC) Precolumna, 4/pag. 21x125 5 821125-932
(zcc) Kit de soporte de la 820999-901

precolumna

Columnas capilares forradas de vidrio

Capilar RR 0,3x150 3.5 5065-4464
Capilar RR 0,3x100 3.5 5065-4465
Capilar RR 0.3x75 3.5 5065-4466
Capilar RR 0,3x50 3.5 5065-4467
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

380

Poroshell 300

Nucleo sdlido, 4,5 pm de didmetro

¢ Separaciones UHPLC de biomoléculas con particulas de superficie porosa

* El poro de 300A proporciona una gran eficacia y recuperacion de proteinas (hasta 1 000 kDa)
y de anticuerpos monoclonales.

¢ Consigue una larga vida util a un nivel de pH bajo con Poroshell 300SB; y a un nivel de pH alto
con 300Extend-C18.

* Optimice la recuperacion y la selectividad con cuatro fases ligadas distintas: 300SB-C18, 300SB-C8,
300SB-C3y 300Extend-C18.

Cubierta porosa,

0,25 pm de grosor — Las columnas Agilent Poroshell 300 son ideales para separaciones rapidas de proteinas y péptidos, porque
las particulas superficialmente porosas permiten usar flujos altos y mantener la eficacia y la definicion de los
picos. Las separaciones de péptidos y proteinas se llevan generalmente a cabo lentamente para reducir el
potencial ensanchamiento de pico de estos analitos de difusion lenta. Sin embargo, las columnas Poroshell
utilizan particulas superficialmente porosas hechas de una fina capa externa de silice porosa y un nucleo
sdlido de silice. Eso reduce la distancia de difusion de las proteinas, haciendo posible separaciones HPLC
rapidas de péptidos y proteinas de 500 a 1000 kDa. Las columnas Poroshell con fases ligadas StableBond
ofrecen excelentes opciones de estabilidad y selectividad con fases maviles que contienen TFA y &cido
férmico. La columna Poroshell 300Extend-C18 se puede utilizar en el rango de pH de 2 a 11, ofreciendo
separaciones exclusivas. Las columnas se pueden utilizar tanto para separaciones analiticas de proteinas
como para separaciones LC/MS.

Especificaciones de columnas

Tamaiio de Limites de Rango de
Fase ligada poro temperatura® pH Desactivacion
Poroshell 300SB-C18, C8, C3 300 A 90°C 1,0-8,0 No
Columnas Poroshell 300 Poroshell 300 Extend-C18 300 A 40 °C por encima de 2,0-11,0 Si
pH 8
60 °C por debajo de
pH 8

Las especificaciones solo representan los valores tipicos.

*Las columnas 300StableBond estan disefiadas para un uso 6ptimo a un pH bajo. A un pH de 6 a 8 se obtiene
la mayor estabilidad de columna para las columnas con base de silice si se trabaja a temperaturas <40 °C y se utilizan
concentraciones menores de tampon en el rango de 0,01 a 0,02 M. A pH medio o alto se recomienda 300Extend-C18.
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Las columnas Poroshell 300 separan
proteinas y péptidos en segundos

Columna:

Fase movil:

Velocidad de flujo:

Gradiente:
Temperatura:
Detector:

Muestra:

Poroshell 300SB-C18
660750-902
21 x75 mm, 5 pm

A:0,1% TFA en H,0
B: TFA al 0,07% en ACN

3,0 ml/min

5-100% B en 1,0 min

70 °C, presion 260 bares
215nm

Proteinas y péptidos

Esta separacion de ocho polipéptidos y proteinas se
completa en menos de 60 segundos. Todos los picos
obtenidos son nitidos y eficientes.

L

o

LA

N oUW N =

. Angiotensina Il

. Neurotensina

. RNasa

. Insulina

. Lisozima

. Mioglobina

. Anhidrasa carbonica
. Ovoalbiimina

I
0.5

Time (min)

LCPOO01

LCYLC/MS
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Reduccion del 90% del tiempo de analisis del
mapa de péptidos con Poroshell 300SB

realizarse en una décima parte de ese tiempo.

Columna A: Poroshell 300SB-C18 A
660750-902
21 x75 mm, 5 pm
Columna B: ZORBAX 300SB-C18
883750-902
2,1 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: A: 95% H,0, ACN al 5%, TFA al 0,1% 1 5 3 1 5 § ! 3
B: 5% H,0, ACN al 95%, TFA al 0,07% Time (min)
Velocidad de flujo: 1 ml/min B
0,208 ml/min
Gradiente: 0-100% B =12 min
0-100% B = 120 min
Temperatura: 70°C
.
Muestra: 20 pl (0,22 pg/1 pl) T T T T I I I )
Digesto triptico de BSA 10 20 30 40 50 60 70 80
(15 horas, 70 pmol) Time (min)

LCPO002

Un Unico andlisis cromatografico de una digestion triptica de proteinas puede precisar una o mas horas. Con las columnas Poroshell, la misma separacion compleja puede

Columnas Poroshell MicroBore 300 para
maximizar la sensibilidad del sistema de

LC/MS

Columna:

Fase movil:

Velocidad de flujo:
Gradiente:
Temperatura:

Condiciones de MS:

Muestra:

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

A: agua + acido formico al 0,1%,
B: ACN + 4cido formico al 0,1%

600 pl/min
20-100% B en 5,5 min
80°C

LC/MS: iones positivos, ESI —Vcap 6000 V
Flujo de gas de secado: 12 I/min
Temperatura de gas de secado: 350 °C
Nebulizador: 45 psi

Tension del fragmentador: 140 V
Barrido: 600-2 500

Tamafio del paso: 0,15 uma

Anchura de los picos: 0,06 min

Tl

1EB

80000000 —

60000000 —

40000000 —

0.5
0.75
1.0
25
5.0

20000000

intactas, incluso en presencia de estabilizantes y medios de cultivo tisular.

T T T T 1
1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0
Time (min)
LCPO003

Al ser de didmetros estrechos (2,1 mm, 1,0 mmy 0,5 mm), las columnas Poroshell son un complemento ideal para LC/MS. Cuando la muestra es muy limitada, las columnas
Poroshell de 1,0 mm o 0,5 mm de d.i. constituyen una opcion excelente para los analisis LC/MS de alta sensibilidad. Se puede determinar el peso molecular de MS sensible
con tan solo de 0,5 a b pmoles de proteinas en las columnas Poroshell. Las columnas Poroshell también se han usado para la rapida identificacion de MS de proteinas
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Cadenas de IgG1 monoclonales:
separacion en Poroshell 300SB-C8
Columna: Poroshell 300SB-C8
660750-906
21 x75 mm, 5 pm
Fase movil: A: Agua al 90%: ACN al 10% +
3 ml/I de PEG, PM 300
B: Agua al 10%: ACN al 90% +
3 ml/l de PEG, PM 300
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Gradiente: 0min 25% B
10 min 40% B
10,1 min 25% B
12 min 25% B
Temperatura: 70°C
Muestra: IgG1 monoclonal
Cortesia de:
Novartis AG, Basel.
Dr. Kurt Forrer
Patrik Roethlisberger

mAU
120

80

40

Cadenas pesadas

IgG tratada con: DTT

mAU

120 4

8 10 min

Cadenas ligeras Y‘A}\\
S T T T e

Glicosiladas? iNo glicosiladas?

IgG tratada con: DTT
Péptido-N-glucosidasa F

8 10 min

2

N

IgG tratada con: DTT
Péptido-N-glucosidasa F
Carboxipeptidasa-B

-LZJLJ\L

8 10 min
IgG_Poroshell
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Patron de elucion de proteinas en Temperatura de la columna 40 °C 1. Glicoproteina X, PM ~22 kDa
ZORBAX Poroshell 300SB-C8 5001 5 2. Proteina |, PM ~4 kDa
4534 5 6 7 3. Glucagdn, PM ~3,5 kDa
Columna: Poroshell 300SB-C8 106 3 4. Insulina humana biosintética,
660750-906 = 3501 PM ~6 kDa
2,1 x75 mm, 5 ypm E 4] 8 5. Proteina J, PM ~3 kDa
s 6. Proteina K, PM ~6 kDa
ool . © 2659
Fase movi: A:TFAal 0,1% en H,0 S el 7. Glicoproteina Y, PM ~45 kDa
B:TFAal 0.1% en ACN & 8. Glicoproteina Z, PM ~30 kDa
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 124 1 J
Gradiente: B: del 20 al 70% en 3 min ;; B
Detector UV (214 nm) 0 21 42 63 84 | 105 126 147 168 189 210
- Temperatura de la columna 60 °C fime )
4904 .
444 Al e

3981
362
3061
2604
2144
168
1221 1
=

30

Respuesta (mV)

0 21 42 63 84| 106 126 147 168 189 210

Temperatura de la columna 75 °C fimets)
480 5 5
435 4 4 d
390 ¥ ’
= 345 ]
% 300 4 ’
B 2%
2 20
& 165 ]
120 1 1
B e —
30 T T T T T T T T T 1
0 21 42 63 84 105 126 147 168 189 210
Time (s) Prot_Elution
Poroshell 300
Tamaiio Tamaiio de Poroshell Poroshell Poroshell Poroshell
Hardware Descripcion (mm) particula (pm) 300SB-C18 300SB-C8 300SB-C3  300Extend-C18
Diametro estrecho 21x75 5 660750-902 660750-906 660750-909 670750-902
MicroBore 1.0x75 5 661750-902 661750-906 661750-909 671750-902
Capilar 05x75 5 5065-4468
€B®  Precolumna, 4/paq. 2,1x125 5 821075-920 821075-918 821075-924
26O Kit de soporte de la precolumna 820999-901 820999-901 820999-901
Precolumna MicroBore, 3/paq. 1.0x17 5 5185-5968 5185-5968 5185-5968  5185-5968
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Poroshell 120

* Tamario de poro de 120 A para mapeo de péptidos de cadena mas corta
* Rendimiento de UHPLC en sistemas de 600 bares

* Hasta un 90% de la eficiencia que las columnas de menos de 2 pm

* El doble de eficiencia que 3,5 pm

¢ Hasta un 50% menos de presion que las columnas de menos de 2 pm

Las columnas Agilent Poroshell 120 poseen una particula de 2,7 pm con un ntcleo solido de 1,7 pmy
una capa externa porosa de 0,5 um. Este tamario de particula reducido consigue una alta eficiencia,
similar a la de columnas de menos de 2 pm, pero con un 40-50% menos de presion. Estas columnas
de alta eficiencia y alta resolucion se pueden utilizar con cualquier tipo de LC. La capa exterior porosa
y el ndcleo solido limitan la distancia de difusion y mejoran la velocidad de separacion, al tiempo que la
estrecha distribucion de tamaios de particula mejora la eficiencia y la resolucion. Las columnas pueden
soportar altas presiones y se pueden utilizar mltiples columnas para lograr las mayores resolucion y
eficiencia posibles. El tamafio de poro de 120 A, mas pequeio, es ideal para andlisis rapidos de alta
resolucion de pequefios péptidos hidrofilos en digestiones de proteinas.

Especificaciones de columnas

Tamaiio de Limites de Carga de
Fase ligada poro temperatura Rango de pH Desactivacion carbono
EC-C18 120 A 60 °C 2,0-8,0 Doble 10%
SB-C18 120 A 90°C 1,0-8,0 No 8%

Las especificaciones solo representan los valores tipicos.

Si desea obtener mas informacion sobre la gama completa
de las fases de Poroshell 120, consulte la pagina 228.

www.AGILENT.coMm/CHEM/Lc  LC Y LC/MS
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Poroshell 120

Tamaiio de particula EC-C18 SB-C18

Descripcion Tamaiio (mm) (pm) USP L1 USP L1

Analitica 4,6 x 150 2.7 693975-902 683975-902
Analitica 4,6x100 2,7 695975-902 685975-902
Solvent Saver 3.0x150 2.7 693975-302 683975-302
Solvent Saver 3.0x100 2.7 695975-302 685975-302
Didmetro estrecho 2.1x150 2.7 693775-902 683775-902
Diametro estrecho 2,1x100 2.7 695775-902 685775-902
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PLRP-S

* Contiene particulas duraderas y resistentes que proporcionan resultados reproducibles

durante mas tiempo.
* Térmicamente y quimicamente estable.
¢ Cumple con la designacion USP L21.

¢ Utilizada en los sectores de la biociencia, quimico, de investigacion clinica, energético,
medioambiental, alimenticio y agricola, de ciencia de los materiales y farmacéutico.

La familia de columnas PLRP-S estd compuesta por una gama de tamafios de poro y de particula, todos
con un relleno quimico idéntico y las caracteristicas de adsorcion fundamentales. Las particulas son
intrinsecamente hidrofébicas, por lo que no cuentan con fase ligada y es necesario un ligando alquilico
para las separaciones de fases reversas. Esto da como resultado un material altamente reproducible
libre de silanoles y de iones de metales pesados. Las columnas de la amplia gama de productos son

COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

A B c

Microscopios electronicos de barrido
(SEM) de particulas PLRP-S de 10 pm.
La diferencia de tamario del poro se observa
claramente.

A es el poro pequerio de 100 A

B el es poro mayor de 300 A

C es el gigaporo de 4000 A

apropiadas para las separaciones micro, incluidas protedmica de arriba a abajo y de abajo a arriba,
separaciones analiticas y purificaciones preparativas. Ademas, las columnas de proceso pueden

rellenarse con los medios a granel.

Especificaciones de columnas

Rango de pH 1-14
Contenido del tampon llimitado
Modificador organico 1-100%
Limites de temperatura 200 °C

Presion maxima

5-8 ym: 3000 psi (210 bares)

3 pm: 4000 psi (300 bares)

Aplicaciones PLRP-S

Tamaiio de poro Aplicacion

100 A Pequefias moléculas/péptidos/oligonucledtidos
300 A Proteinas/péptidos recombinados

1000 A Proteinas grandes

4000 A ADN/alta velocidad

LCYLC/MS

WWW.AGILENT.COM/CHEM/LC
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HPLC de marcador de ADN de 25 bp HPLC
A
Columna: PLRP-S, 2,1 x 150 mm
Fase movil: A: 0,1 M TEAA
B: 0,1 M TEAA en 50% de agua:50% de ACN
Velocidad de flujo: 200 pl/min PLRP-S 100A
Gradiente: 12,5-50% B en 150 min
£
=4
g :
=  PLRP-S 300A
jus )
g
g
&
PLRP-S 10004
PLRP-S 4000A
|
Time >
VLCPLRPSResp
Polietilenglicoles
Columna: PLRP-S 100 A PEG 400
PL1111-3500
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: A: Agua [ ‘
B: ACN 0 min 15
Gradiente: 10 - 30% B en 12 min,
retencion al 30% B durante 3 min.
Velocidad de flujo: 1.0 ml/min PEG 1080
Volumen de inyeccion: 10 pl
Concentracion [ :
de la muestra: 1 mg/ml 0 min 15

Detector:

ELS (neb =50 °C, evap =70 °C, gas = 1,6 SLM)

VLC0048
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Ventajas de la estabilidad quimica:
concentracion de TFA

Columna: PLRP-S 100 A
PL1512-5500
4,6 x 250 mm, 5 pm
Fase movil: A: TFA (varios porcentajes) en agua

B: TFA (varios porcentajes) en ACN

Gradiente: Lineal, 12-40% B en 15 minutos

1. Angiotensina Ill
2. Angiotensina Il
3. Angiotensina |

0.0025% NN\

) M

U

Buena separacion de patrones de péptidos
con la columna Agilent PLRP-S

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min min 15
Detector: ELS (neb = 75 °C, evap = 85 °C, oo

gas = 1,0 SLM)
Selectividad de la RP-LC de péptidos

. 1. YG

Columna: PLRP-S 100 A 2 OYG

PL1512-5500 3. PY

4,6 x 250 mm, 5 pm AW
Fase movil: A: TFA al 0,1%/2-propanol/agua al 1% 5. vy

B: TFA al 0,1%/2-propanol/ACN al 1% 3 sg
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 8: GFL
Gradiente: 95% de A (0-3 min) 9. YGGFM

hasta 50% de A (13 min) 10. Acido oxalico (marcador)

11. Acido benzoico (marcador)

Detector: UV, 220 nm

(consulte J.Chromatography 512
[1990] 315-23)

www.AGILENT.coMm/CHEM/Lc  LC Y LC/MS
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Ventajas de la estabilidad quimica:

concentracion de NH,0OH 1. Angiotensina Il

2
. o 2. Angiotensina |
Columna: :IL-:{:{ZS ;ggﬂA 1 3 3. Angiotensina Ill
4,6 x 250 mm, 5 ym 1 mM /\
Fase movil: A:NH,OH (varios mm) en agua

B: NH,OH (varios mm) en ACN
Gradiente: Lineal 10 - 100% B en 15 min. 10 mM

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Detector: ELS (neb =80 °C, evap = 85 °C,
gas = 1,0 SLM)

100 mM ,_J

0 min 10
VLC0049

Mezcla de prueba del Alberta Peptide Institute

2 5 1. Ala®-Gli* (sin ami
Columna: PLRP-S 100 A Vs eemne)
PL1512-5500 B (Nowacetiado)
3. Alad-Gli* (Nat-acetilado)
4,6 x 250 mm, 5 pm 4. VaP-Gli* (No-acetilado)
Fase movil: A: TFA al 0,1% en 99% de agua:1% de ACN 5. Val*Val* (Not-acetilado)
B: TFA al 0,1% en 70% de agua:30% de ACN 4
Gradiente: 0-100% B en 30 min. 3
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
2
Detector: UV, 220 nm !
I - 1
0 min 30

VLC0050
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Proteinas de suero en muestras de lacteos (leche)
Columna: PLRP-S 300 A

PL1512-3801 5

4,6 x 150 mm, 8 pm T
Fase movil: A: TFA al 0,1% en 99% agua:1% ACN 1 3 o

B: TFA al 0,1% en 1% agua:99% ACN 1. a-factoalbtmina

2. B-lactoglobulina (cadena B)

Gradiente: 36-48% B, 0-24 min, 48-100% B, 24-30 min 3. B-lactoglobulina (cadena A)

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 —J

[l] min 2|4 VLC0074

La temperatura se usa para mejorar
la transferencia de masa y aumentar

la resolucion de los oligonucleotidos en los 2’

. ey . 1
sistemas HPLC de fase reversa con par iénico. )
Columna: PLRP-S 100 A z e ; gg mer
PL1512-1300 s
4,6 x 50 mm, 3 pm 0
Fase movil: A: TEAA 100 mM T
B: TEAA 100 mM en ACN al 25% 0 min 125
25—
Gradiente: Cambio del 5% en tampon B en 5 minutos V2
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min z
60°C
Temperatura: 35°C,60°Cu80°C 0
Detector: UV; 254 nm
I
0 min 125
25— 1
2
>
E
0 —
I
0 min 125 VLC0072

www.AGILENT.coMm/CHEM/Lc  LC Y LC/MS



COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

392

Proteinas fibrosas grandes

Columna:

Columna:

Fase movil:

PLRP-S 300 A
PL1512-3801
4,6 x 150 mm, 8 pm

PLRP-S 1000 A
PL1512-3802
4,6 x 150 mm, 8 pym

A: TFA al 0,25% en agua
B: TFA al 0,25% en 5% de agua:95% de ACN

1. Colageno (PM 120,000)
2. Fibrinogeno (PM 340,000)

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 1
Gradiente: 20 - 60% B en 15 min. 2
Detector: UV, 220 nm
1
PLRP-S 300A PLRP-S 1000A

]

| - | i |

0 min 12 min 18 VLCO0051
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Columnas HPLC PLRP-S

COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

PLRI:-S PLRIT-S PLRP-§ PLRP-§
Tamaiio Tamaiio de particula 100 A 300 A 1.000 A 4.000 A
Hardware (mm) (pm) USP L21 USP L21 USP L21 USP L21
4,6 x 250 8 PL1512-5800 PL1512-5801 PL1512-5802
4,6 x150 8 PL1512-3800 PL1512-3801 PL1512-3802 PL1512-3803
4,6 x50 8 PL1512-1801 PL1512-1802 PL1512-1803
4,6 x 250 5 PL1512-5500 PL1512-5501
4,6 x150 5 PL1111-3500 PL1512-3501
46 x50 5 PL1512-1500 PL1512-1501 PL1512-1502 PL1512-1503
4,6 x150 3 PL1512-3300 PL1512-3301
46 x50 3 PL1512-1300 PL1512-1301
2.1x250 8 PL1912-5801
2,1x150 8 PL1912-3801 PL1912-3802 PL1912-3803
2.1x50 8 PL1912-1801 PL1912-1802 PL1912-1803
2.1x250 5 PL1912-5500 PL1912-5501
2,1x150 5 PL1912-3500 PL1912-3501
2,1x50 5 PL1912-1500 PL1912-1501 PL1912-1502 PL1912-1503
21x150 3 PL1912-3300 PL1912-3301
2,1x50 3 PL1912-1300 PL1912-1301
1,0 x50 8 PL1312-1802
1,0x 50 5 PL1312-1500 PL1312-1502
1,0x10 5 PL1C12-2502
1,0x 150 3 PL1312-3300
1,0 x50 3 PL1312-1300
@ Precolumnas PLRP-S para 5 x 3 mm, 2/paq. PL1612-1801 PL1612-1801 PL1612-1801 PL1612-1801
@ Soporte de precolumna para cartuchos PL1310-0016 PL1310-0016 PL1310-0016 PL1310-0016

de 3,0 x 5,0 mm

WWW.AGILENT.COM/CHEM/LC

RECOMENDACIONES Y
HERRAMIENTAS

Para obtener informacion
sobre pedidos de columnas
preparativas y medios,

vaya a las paginas 470-471.

Para obtener informacion sobre
pedidos de columnas Microbore,
vaya a la pagina 463.

LC Y LC/MS
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RECOMENDACIONES
Y HERRAMIENTAS

Encontrara mas informacion en la
siguiente publicacion:

High-Speed Amino Acid Analysis (AAA)
on 1.8 um Reversed-Phase (RP) Columns
(n.° de publicacion 5989-6297EN)

www.agilent.com/chem/library

30 CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA

Columnas y consumibles para analisis de
aminoacidos (AAA)

Columnas ZORBAX Eclipse para analisis de
aminoacidos (AAA)

* Analisis rapido de alta resolucion de 24 aminoacidos
* Contrastada para analisis de aminoacidos
* Utiliza conocidas derivaciones quimicas con precolumnas OPA y FMOC

* Sencilla automatizacion empleando un detallado protocolo de derivacion disponible en linea
para uso con inyectores automaticos Agilent 1100/1200

La columna Agilent ZORBAX Eclipse AAA de alta eficiencia separa aminoacidos con rapidez siguiendo un
protocolo actualizado y mejorado. El andlisis total de inyeccion a inyeccion se puede completar en tan solo
8 minutos (7 min de tiempo de analisis) en una columna de 1,8 pm, en 14 minutos (9 min de tiempo de
analisis) en las columnas mas cortas de 75 mm de longitud y en 24 minutos (18 min de tiempo de andlisis)
en las columnas de 150 mm de longitud. Se consigue una excepcional sensibilidad (5-50 pmol con DAD y
FLD) y fiabilidad usando ambas derivaciones quimicas con OPA'y FMOC en un procedimiento completamente
automatizado que usa el instrumento HPLC Agilent 1100/1200.

Las columnas ZORBAX Eclipse Plus C18 son otra opcion
excelente para los analisis de aminoacidos. Si desea obtener
mas informacion sobre las columnas ZORBAX Eclipse Plus,
consulte la pagina 248.

Columnas ZORBAX Eclipse para analisis de aminoacidos (AAA)

Tamaiio de particula

Hardware Descripcion Tamaiio (mm) (um) Referencia
Sensibilidad de rutina analitica 4,6 x 150 5 993400-902
Sensibilidad de rutina analitica, 4,6 x 150 3,0 963400-902
alta resolucion con FLD
Sensibilidad de rutina analitica, 4,6 x 75 3,6 966400-902
alto rendimiento
Columnas Solvent Saver: alta 3,0 x 160 3,6 961400-302
sensibilidad v alta resolucion

a0 Precolumnas, 4/paq. 46x125 5 820950-931
zcc) Kit de soporte de la 820999-901
precolumna




COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Patrones de aminoacidos

Cada patron de aminodcidos contiene los aminoécidos siguientes:

* Glicina * |-serina * L-arginina

* |-cisteina * |-alanina * |-treonina

* |-histidina e | -fenilalanina * |-valina

* |-tirosina * Acido L-glutamico * |-lisina

* L-leucina * L-prolina * Acido L-aspartico
* |-metionina e |-isoleucina

Patrones de aminoacidos, 10 ampollas de 1 ml*

Descripcion Referencia
1 nmol/pl 5061-3330
250 pmol/pl 5061-3331
100 pmol/pl 5061-3332
25 pmol/pl 5061-3333
10 pmol/pl 5061-3334
Kit complementario de aminoacidos 5062-2478

Incluye 1 g de cada de norvalina, sarcosina, asparagina, glutamina,
triptéfano y 4-hidroxiprolina

*Adquiera cantidades limitadas para evitar problemas de caducidad en almacenamiento, envios de ref. 5062-2478
con viales de 1 g.

Reactivos para separaciones de aminoacidos

Descripcion Referencia

Reactivo OPA, 10 mg/ml de cada en tampon borato 0,4 M de o-ftalaldehido (OPA) y 4cido ~ 5061-3335
3-mercaptopropionico, 6 ampollas de 1 ml

Reactivo FMOC, 2,5 mg/ml en acetonitrilo, 9-fluorenilmetilcloroformiato, 1 ml, 10 ampollas ~ 5061-3337
Tampon de borato, 100 ml 5061-3339
Reactivo DTDPA (ditiodiproprionico), para analisis de cisteina, 5 g 5062-2479
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Alta resolucion para 24 aminoacidos mediante

el protocolo ZORBAX Eclipse-AAA ;- gfup ]j— 5;5

Columna: ZORBAX Eclipse AAA 3. Asn 15. Met

963400-902 4. Ser 16. Nva

4,6 x 150 mm, 3,5 pm 5. Ghn 17. Trp

. ] 6. His 18. Phe

Fase movil: A: 40 mM NazHPO4, pH7.8 7. Gly 19, 1le

B: ACN:MeOH:Agua, 8. Thr 20, Leu

45:45:10 v/v ” N 9 Cit 2. lys

Velocidad de flujo: 2 ml/min 10. Arg 22. Hyp

1. Ala 23. Sar

Temperatura: 40°C 12, Tyr 24. Pro

Detector: Fluorescencia

Muestra: 24 aminoacidos 24

T T T T T T
0 5 10 15 20 25

Time (min)

LCPAHO1

Esta separacion de alta resolucion de 24 aminoacidos se completa en 18 minutos. Si se selecciona la version de resolucion rapida de 4,6 x 75 mm de la columna Eclipse AAA,
los aminodcidos se resuelven en 9 minutos.
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Cromatografia de intercambio ionico

Purificacion de proteinas y otras moléculas
con carga

La cromatografia de intercambio ionico (IEX) es una técnica de alta sensibilidad que permite separar iones
y moléculas polares en funcion de su carga. Al igual que la cromatografia de exclusion por tamario (SEC),
el intercambio ionico se puede usar para separar proteinas en su estado nativo.

Aplicacion de IEX al analisis de variante de carga

Durante la produccion y purificacion, los anticuerpos pueden mostrar cambios en la heterogeneidad de la

carga como resultado de sustituciones de aminoacidos, glicosilacion, fosforilacion y otras modificaciones

quimicas o posteriores a la traduccion. Debido a que estos cambios pueden afectar a la estabilidad y la

actividad, o provocar reacciones inmunoldgicamente adversas, el andlisis de la heterogeneidad de la carga

de las preparaciones de anticuerpos monoclonales (MAb) es critica para los productos biofarmacéuticos. B I 0

En el analisis de proteinas, las variaciones de la carga a un pH determinado indican un cambio en m
la estructura molecular primaria y, como resultado, formas adicionales de la proteina en cuestion.

Estas se denominan isoformas (o variantes de carga) y pueden resolverse mediante cromatografia

|[EX. El intercambio ionico también es Util como técnica preparativa.

En las paginas siguientes se describe la familia de intercambiadores ionicos fuertes y débiles de Agilent,
tanto anionicos como cationicos.

* Las columnas Agilent Bio IEX no porosas estan disefiadas para separaciones de alta resolucion,
alta eficacia y alta recuperacion.

* Las columnas Agilent Bio MADb estan optimizadas para la separacion de isoformas de carga de
anticuerpos monoclonales.

* Las columnas Agilent IEX porosas (PL-SAX y PL-SCX) son quimicamente estables y estan
disponibles con dos tamafios de poro, lo que permite separar péptidos, oligonucledtidos y proteinas
muy grandes.

* Las columnas Bio-Monolith IEX estan especialmente indicadas para la separacion de anticuerpos,
virus y ADN.
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Seleccion de columnas de intercambio ionico

Accesorios

Columnas Agilent

Notas

Anticuerpos monoclonales

Agilent Bio MAb

Una caracterizacion completa de anticuerpos monoclonales incluye la identificacion y
monitorizacion de isoformas 4cidas y basicas. Las columnas para HPLC Agilent Bio MAb
cuentan con una resina Unica disefiada especialmente para separaciones de alta
resolucion y en funcion de la carga de anticuerpos monoclonales.

Péptidos y proteinas Agilent Bio [EX Las columnas de intercambio ionico Agilent Bio se rellenan con particulas de intercambio
iénico poliméricas y no porosas. Las columnas Bio |EX estan disefiadas para obtener
separaciones de alta resolucion, alta recuperacion y alta eficacia.

Proteinas, péptidos y oligonucledtidos ~ PL-SAX La funcionalidad de intercambio anidnico fuerte, enlazada covalentemente a un polimero

sintéticos desprotegidos « 1000 A poroso quimicamente estable, amplia el rango de pH operativo. Asimismo, la capacidad

« 2000 A dg |nte.rcamb|0 anlénlcq es |ndepen.d.|ente del pH Para ollgonuc!ec')tldos sintéticos, estan
] disponibles las separaciones que utilizan condiciones desnaturalizantes de temperatura,

Proteinas y péptidos globulares PL-SAX1 000 A disolventes organicos y pH alto. Los medios de 5 pm permiten la separacion a una

Biomoléculas muy grandes/alta PL-SAX 4 000 A resolucjén superior: mientrgs que los medios de 30 ym se utilizan para la cromatografia

velocidad de liquidos de presion media.

Pequefios péptidos a grandes PL-SCX La PL-SCX es una matriz PS/DVB macroporosa con un recubrimiento muy hidrofilo y una

proteinas 1000 A fuerte ﬂ_mcionalidad de_ inter’cambio cationico. Se trata_de un proceso _c’or?trolado para

« 4000 A proporcionar una densidad optima para ]qs grupos de |ntercamb|0 cationico f_uerte
; durante el andlisis, la separacion y la purificacion de una amplia variedad de biomoléculas.

Proteinas globulares PL-SCX 1 000 A Los medios de 5 pm permiten la separacion a una resolucion superior con los medios de

Biomoléculas muy grandes/alta PL-SCX 4 000 A 30 pm para la cromatografia de liquidos de presion media.

velocidad

Anticuerpos (lgG, IlgM), ADN de Bio-Monolith Fases de intercambio cationico fuerte, intercambio aniénico fuerte y débil, y proteina A.

plasmidos, virus, fagocitos y otras
macrobiomoléculas

 Bio-Monolith QA

* Bio-Monolith DEAE

* Bio-Monolith S04

* Bio-Monolith Protein A

Las columnas Bio-Monolith HPLC son compatibles con sistemas de LC preparativa,
incluidos los sistemas HPLC Agilent 1100 y 1200.

Virus, ADN, proteinas grandes

Bio-Monolith QA

ADN de plasmidos, bacteriéfagos

Bio-Monolith DEAE

Proteinas, anticuerpos

Bio-Monalith SO,
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Columnas HPLC Agilent Bio MAb

¢ Un empaguetamiento compuesto de perlas rigidas y esféricas no porosas de
poliestireno/divinilbenzeno (PS/DVB) altamente entrecruzadas.

¢ Particulas injertadas con una capa polimérica hidrofila que elimina practicamente las uniones
inespecificas de las proteinas de los anticuerpos.

* Se utiliza un proceso diferente para revestir con la fase de intercambio cationico débil la particula,
lo que hace que tenga una mayor densidad que las particulas de la columna Agilent Bio WCX.

* Especificamente disefiado para la separacion de isoformas cargadas de anticuerpos monoclonales.

Una caracterizacion minuciosa de anticuerpos monoclonales incluye la identificacion y monitorizacion de
isoformas acidas y basicas. Las columnas Agilent Bio MAb HPLC cuentan con una resina Unica disefiada
especialmente para separaciones de alta resolucion y en funcion de la carga de anticuerpos monoclonales.
Compatible con tampones de disolucion acuosa, acetonitrilo/acetona/metanol y combinaciones acuosas.
Tampones utilizados normalmente: tampon fosfato, tris, MES y acetato.

Las columnas Bio MAb estan disponibles en tamafios de 1,7, 3, 5y 10, y proporcionan mayor resolucion
con particulas mas pequefas.

Especificaciones de columna

Limite de
Tamaiio de Estabilidad temperatura de Velocidad de
Fase ligada d.i. particula de pH  funcionamiento flujo
Intercambio cationico 21y46mm 1,7,3,5y10 2-12 80 °C 0,1-1,0 ml/min

débil (carboxilato) pm

LCYLC/MS
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Separacion de MAb por

intercambio ionico uniforme mAU
120
Columna: Bio MAb, PEEK 100
5190-2411 80 Primer analisis
2,1 x 250 mm, 5 pm
Tampon: A: Tampon de fosfato sodico, 20 mM
B: Tampon A + NaCl 400 mM
Gradiente: Tampon B al 15-35% desde 0-30 min 2 ! 6 8 oo i min
Velocidad de flujo: 0,65 ml/min mAU
140
Muestra: Anticuerpos monoclonales 120
humanizados anti-CHO, 1 mg/ml 100
y 80| Décimo analisis
Inyeccion: 2,5l
Detector: UV, 220 nm
Temperatura: Ambiente

VLC_IE_Mab

Para obtener una ruta de flujo libre de metales,
hay disponibles columnas Bio MAb PEEK.

Eliminacion practicamente total
de las variaciones del tiempo de

.y 2 3
retencion 1 1. Citocromo C

Columna: Bio MADb, acero 2. Lisozima
inoxidable 3. Ribonucleasa A
5190-2413
4,6 x 250 mm, 10 pm LotA
Fase movil: A: Fosfato, 10 mM, pH 6,0 —
B:A+NaCl, 1,0M
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Gradiente: 0-100% B en 42 minutos
Lot B
Temperatura: 25°C —
Detector: UV, 214 nm

Lot © A.JU

[ | I I I I I I I I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 min

La combinacion de la produccion de resina controlada correctamente, la composicion quimica de la superficie de la columna y el relleno de la
columna eliminan préacticamente en su totalidad las variaciones del tiempo de retencion entre columnas y entre lotes.
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Analisis de isoformas de carga de
anticuerpos monoclonales

Columna: Bio MAb, PEEK
5190-2407
4,6 x 250 mm, 5 pm
Fase movil: A: Fosfato de sodio 10 mM, pH 7,50

B: A+ NaCl 100 mM, pH 7,50
0,8 ml/min

15-95% de B en 60 min

5 pl, 5 mg/ml, MAb

Velocidad de flujo:
Gradiente:

Muestra:

Absorbancia (AU)
0.60

0.50

0.40

0.30

0.20

Isoformas

~—

0.10 4 F
0.00

Isoformas
basicas

~

0 2

T T T T 1T "1 "1 1T "“"T17 "1 "1 7T
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Separacion de alta resolucion mediante la columna Agilent Bio MAb NP5 de variantes de carga acida y basica.

Tiempo (min)

Columnas HPLC Agilent Bio MAb

Tamaiio de particula Bio MAb Bio MAb

Tamaiio (mm) (um) PEEK Limite de presion Acero inoxidable Limite de presion
4,6 x 250 10 5190-2415 275 bares, 4000 psi 5190-2413 275 bares, 4000 psi
4.6 x 50, Precolumna 10 5190-2416 275 bares, 4000 psi

4,6 x 250 5 5190-2407 400 bares, 5800 psi 5190-2405 400 bares, 5800 psi
4.6 x 50, Precolumna 5 5190-2408 400 bares, 5800 psi

4,6 x50 3 5190-2403 557 bar, 8000 psi
4.6 x50 1.7 5190-2401 600 bar, 8700 psi
4,0x 10, Precolumna 10 5190-2414 275 bar, 4000 psi
4,0x10, Precolumna 5 5190-2406 413 bar, 6000 psi
4,0 x 10, Precolumna 3 5190-2404 551 bar, 8000 psi
4,0x 10, Precolumna 1.7 5190-2402 600 bar, 8700 psi
2.1 x250 10 5190-2419 275 bares, 4000 psi

2,1 x50, Precolumna 10 5190-2420 275 bares, 4000 psi

2.1 x250 5 5190-2411 400 bares, 5800 psi

2,1 x50, Precolumna 5 5190-2412 400 bares, 5800 psi
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Columnas HPLC Agilent Bio IEX

¢ Particulas rigidas no porosas de poliestireno/divinilbenzeno (PS/DVB) muy entrecruzadas recubiertas
con una capa polimérica hidrofilica que elimina las uniones inespecificas.

* Grupos funcionales de intercambio ionico densamente empaquetados e uniformes unidos
quimicamente a la capa hidréfila (varios grupos de intercambio iénico por anclaje) para aumentar
la capacidad de la column.

* Las particulas, el revestimiento y las uniones son resistentes a altas presiones y facilitan separaciones
mas rapidas y con mayor resolucio.

¢ Se capturan varios grupos de intercambio i6nico en un anclaje para aumentar la capacidad.,

Las columnas Agilent Bio IEX HPLC estan empaquetadas con particulas poliméricas de intercambio ionico,
no porosas. Se han disefiado para lograr una alta resolucion, gran recuperacion y separaciones muy
eficaces de péptidos, oligonucledtidos y proteinas.

La gama Bio IEX ofrece fases de intercambio cationico fuerte (SCX), intercambio cationico débil (WCX),
intercambio anionico fuerte (SAX) e intercambio anionico débil (WAX). Todas las fases estan disponibles en
los siguientes tamafos de particulas no porosas: 1,7, 3, 5y 10 ym.

Especificaciones de columna

Limite de
Tamaiio de Estabilidad  temperatura de Velocidad de
Fase ligada d.i. particula de pH funcionamiento flujo
SCX (intercambio cationico fuerte), SO;H 2,1y 4,6 mm 1,7;3;5y 10 pm 2-12 80 °C 0,1-1,0 ml/min

WOCX (intercambio cationico débil), COOH

SAX (intercambio anionico fuerte), N(CH),

WAX (intercambio cationico débil), N(C,Hs),
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Poder de separacion excepcional

lisozima y proteina

mAU

Columna: Agilent Bio SCX, acero inoxidable 1 2 5 1. Ovoalbimina, 46 p

5190-2423 i s 2. Ribonucleasa A, 8,7 pl

4,6 x 50 mm, 3 m 40 3. Citocromo C, 9,6 pl
Tampon: Fosfato, 10 mM, pH 6,0 4. Aprotinina, 10,0 pl

. . . 3 5. Lisozima, 11,0 pl
Velocidad de flujo: 0,5 ml/min 30+ N > 100.000/50 mm para lisozima
Gradiente: NaCl, 0-1,0 M, 15 min
Detector: 280 nm
20+
La capa polimérica hidréfila y los grupos funcionales de intercambio ionico 104
densamente empaquetados proporcionan formas de picos de una u
extraordinaria nitidez y una resolucion alta para una mezcla de proteinas con ‘ k
un amplio intervalo de puntos isoeléctricos (pl). -
I I I I I
0 2 6 8 10 12 min

Separacion de patrones de proteinas en columnas
de intercambio ionico de 3 pm Agilent mediante
cromatografia de intercambio cationico
Columna A: Agilent Bio SCX, NP 3, 4,6 x 50 mm, SS 3
Columna B: Agilent Bio WCX, NP 3, 4,6 x 50 mm, SS
Columna C: Agilent Bio MAb, NP 3, 4,6 x 50 mm, SS 1
Fase movil: A: NaH,P04.2H,0 10 mM, pH 5,70 3

B:A+NaCl1M
Velocidad de flujo: 0,5 ml/min

SCX AS

Gradiente: 0'min-100% de A: 0% de B

25 min - 0% de A: 100% de B 2
Temperatura: Ambiente wceX
Detector: Sistema LC cuaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert 1 2 r

con detector de diodos a 220 nm MAb
Muestra: Mezcla de citocromo C, ribonucleasa A,

llustracion donde se muestra como las columnas Bio WCX, SCX y MAb son capaces de producir separaciones de proteinas

Nimero TR Altura Area Ancho
Columna Agilent pico Nombre pico [min] [mAU] [mAU*s] Placas [min] Resolucion
Bio WCX NP, 3 ym 1 Citocromo C 7.86 124 1833 7844 0.2089 -

2 ARNasa A 9.03 241 3358 10800 0.2044 3.32

3 Lisozima 1313 636 7274 44488 0.1466 13.73
Bio SCX NP, 3 ym 1 ARNasa A 7.06 396 2616 39847 0.0832

2 Citocromo C 7.66 297 2778 28920 0.1060 1.08

3 Lisozima 10.49 763 7186 44828 0.1167 1.37
Bio MAb NP, 3 pm 1 Citocromo C 10.04 203 2369 21814 0.1600 -

2 ARNasa A 11.37 256 2690 33314 0.1467 3N

3 Lisozima 12.59 652 6616 56734 0.1244 5.28
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Cromatografia de intercambio cationico débil para muestras de proteina terapéutica P128 en el sistema LC
cuaternario Agilent 1260 Bio-Inert con diferentes columnas de intercambio cationico
Columna A: Bio MAb, PEEK
5190-2407
4,6 x 250 mm, 5 pm
Columna B: Bio MAb, PEEK A g
5190-2415 il 1
4,6 x 250 mm, 10 pm -
300
Columna C: Brand B WCX-10 250 2
4,0 x 250 mm, 10 pm 150 s g8
. AL
Fase movil: A: Fosfato sodico 20 mM (pH = 6,0) 58 : ‘ ‘ — : ‘ : : : :
B: Fosfato sadico 20 mM (pH = 6,0) con 2 2 % 2 2% z 28 2 30 £l min
cloruro sadico 1,0 M B %
mAU <
Velocidad de flujo: 0,5 ml/min b
Gradiente: Bal 10% en 0 min, Bal 35% en 35min, B 2 -
al 10% en 36 min, B al 10% en 45 min 1509 g
1004
Detector: UV, 220 nm/4 nm, Referencia: desactivada Eofwkl
(datos adquiridos también a 220, 230, 240 °); 2 " % % 5 % % 2 a o
y 280 nm) o
Muestra: P128 mau; C &
1404
1204
1004
80 2
La muestra se desald mediante ultrafiltracion y se extrajo 603 ]
en fosfato sodico 20 mM. :g:f/ﬂ’
22 2‘3 2‘4 2‘5 2‘6 2‘7 2‘8 £9 3‘[] 3‘1 min‘
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Columnas HPLC Agilent Bio IEX, PEEK

Tamaiio de particula Bio SCX Bio WCX Bio SAX Bio WAX
Tamaiio (mm) (pum) Limite de presion Referencia Referencia Referencia Referencia
4,6 x 250 10 275 bares, 4000 psi 5190-2435 5190-2455 5190-2475 5190-2495
4.6 x 50, Precolumna 10 275 bares, 4000 psi 5190-2436 5190-2456 5190-2476 5190-2496
4,6 x 250 5 400 bares, 5800 psi 5190-2427 5190-2447 5190-2467 5190-2487
4.6 x 50, Precolumna 5 400 bares, 5800 psi 5190-2428 5190-2448 5190-2468 5190-2488
2.1x250 10 275 bares, 4000 psi 5190-2439 5190-2459 5190-2479 5190-2499
2,1 x50, Precolumna 10 275 bares, 4000 psi 5190-2440 5190-2460 5190-2480 5190-2500
2.1x250 5 400 bares, 5800 psi 5190-2431 5190-2451 5190-2471 5190-2491
2,1 x50, Precolumna 5 400 bares, 5800 psi 5190-2432 5190-2452 5190-2472 5190-2492

Columnas HPLC Agilent Bio IEX, acero inoxidable

Tamaiio de particula Bio SCX Bio WCX Bio SAX Bio WAX
Tamaiio (mm) (pm) Limite de presion Referencia Referencia Referencia Referencia
4,6 x 250 10 275 bares, 4000 psi 5190-2433 5190-2453 5190-2473 5190-2493
4,6 x 250 5 413 bares, 6000 psi 5190-2425 5190-2445 5190-2465 5190-2485
46 x50 3 551 bares, 8000 psi 5190-2423 5190-2443 5190-2463 5190-2483
4,6 x50 1,7 600 bares, 8700 psi 5190-2421 5190-2441 5190-2461 5190-2481
4,0x 10, Precolumna 10 275 bares, 4000 psi 5190-2434 5190-2454 5190-2474 5190-2494
4,0 x 10, Precolumna 5 413 bares, 6000 psi 5190-2426 5190-2446 5190-2466 5190-2486
4,010, Precolumna 3 551 bares, 8000 psi 5190-2424 5190-2444 5190-2464 5190-2484
4,0 x 10, Precolumna 1.7 275 bares, 4000 psi 5190-2422 5190-2442 5190-2462 5190-2482
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Columnas de intercambio anionico fuerte PL-SAX

¢ |as particulas pequefias ofrecen un rendimiento cromatografico excelente
* Amplia gama de tamafios de particula para obtener un andlisis flexible para una purificacion de escala
¢ Estabilidad excepcional para prolongar la vida (til de las columnas

La PL-SAX -N(CHy)+ es ideal para las separaciones HPLC de intercambio de aniénico de proteinas y
oligonucleatidos sintéticos desprotegidos en condiciones de desnaturalizacion. La funcionalidad de inter-
cambio anionico fuerte, enlazada covalentemente a un polimero quimicamente estable, amplia el rango

de funcionamiento del pH. Asimismo, la capacidad de intercambio anionico es independiente del pH.

Para oligonucleatidos sintéticos, estan disponibles las separaciones que utilizan condiciones desnaturalizantes
de temperatura, disolventes organicos y pH alto. La PL-SAX ofrece una cromatografia mejorada para
secuencias auto-complementarias o con alto contenido en G que puedan asociarse para formar agregados
o estructuras en horquilla. El material de 5 pm proporciona separaciones de gran eficacia de las secuencias
nyn-1. La amplia gama de tamarios de particula y geometrias de columna posibilitan la purificacion

del andlisis y el escalado. La fuerte funcionalidad de intercambio aniénico ofrece un material con una
excepcional estabilidad quimica y térmica, incluso con eluyentes de hidroxido de sodio, produciendo vidas
(tiles de columna prolongadas.

Especificaciones de columna

Diametro Tamaiio de particula Tamaiio de Estabilidad de Limite de temperatura
Fase ligada interno (mm) (pm) poro pH de funcionamiento
Intercambio anionico fuerte 2,1;4,6,7,5; 25; 5,8,10y 30 1.000 Ay 4.000 A 1-14 80 °C

50y 100
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Separacion de proteinas por 1. Mioglobina

intercambio iénico estandar 2. Anhidrasa.carbénica bovina
3. Ovoalbimina

Columna: PL-SAX 1000 A 4. Inhibidor de la tripsina de soja
PL1551-1502
4,6 x 50 mm, 5 pm

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

[ |
0 min 25
VLC0070

Analisis de colina:cinasa en
PL-SAX de 4 000 A

%B
Columna: PL-SAX 100
PL1551-1803
4,6 x 50 mm, 8 pm
Fase movil: A: Tris etilenglicol al 5% 20 mM,

pH 7.5 (se necesita lo
siguiente para retener la
actividad enzimatica)

Acido etilenglicol tetraacético
1,0 mM

R-mercaptoetanol 2,0 mM
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

0,2mM
B:A+KCITM
Velocidad de flujo: 3,0 ml/min 0
Detector: UV, 280 nm 0 min 40

Separacion cortesia de T. Porter, Purdue University, EE. UU.
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Analisis de proteinas de suero representativas

Columna: PL-SAX 1000 A

PL1551-1802 2

4.6 x 50 mm, 8 pm 1. Anhidrasa carbonica
Fase movil: A: Tris HCI 0,02 M, pH 7 2. a-lactoalbtmina

B: A+ CH,CO0Na 0,5 M, pH 7 3. p-lactoglobulina B

. . . 4. B-lactoglobulina A
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Gradiente: Lineal 0-50% de B en 10 min 4
Detector: UV, 280 nm
3

0 min 18

Separacion de alta resolucion de
oligonucledtido poli-T de tamaiio estandar
marcado con 10 mer, 15 mer, 30 mer y 50 mer
(picos principales) 2000 W 1B
Columna: PL-SAX 1000 A

PL1551-1802 30 50

4,6 x 50 mm, 8 pm
Fase movil: A:7:93 v/vACN: 0,1 M TEAA, pH 8,5

B: 7:93 v/v ACN: 0,1 M TEAA, 1 M cloruro

amonico, pH 8,5
Gradiente: 0-40% B en 10 min, seguido de 40 - 70% B

en 14 miny 70 - 100% B en 25 min A M\ L/\./\/\ﬂ

0_
Velocidad de flujo: 1,5 ml/min
Temperatura: 60 °C 1
0 min 50

Detector: UV, 220 nm VLC0045
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Columnas de intercambio anionico fuerte PL-SAX

COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Tamaiio Tamaiio de particula PL-SAX PL-SAX
(mm) (pm) Limite de presion 1000A 4000A
1,0x50 5 207 bares, 3000 psi PL1351-1502 PL1351-1503
2.1x50 5 207 bares, 3000 psi PL1951-1502 PL1951-1503
4,6 x50 5 207 bares, 3000 psi PL1551-1502 PL15561-1503
2.1x50 8 207 bares, 3000 psi PL1951-1802 PL1951-1803
2.1x150 8 207 bares, 3000 psi PL1951-3802 PL1951-3803
4,6 x50 8 207 bares, 3000 psi PL1551-1802 PL15561-1803
4,6 x 150 8 207 bares, 3000 psi PL1551-3802 PL1551-3803
4,6 x 250 10 207 bares, 3000 psi PL1551-5102 PL1551-5103
4,6 x150 10 207 bares, 3000 psi PL1551-3102 PL15651-3103
25 x50 10 207 bares, 3000 psi PL1251-1102 PL12561-1103
25 x 150 10 207 bares, 3000 psi PL1251-3102 PL1251-3103
50 x 150 10 207 bares, 3000 psi PL1751-3102 PL1751-3103
100 x 300 10 207 bares, 3000 psi PL1851-2102 PL1851-2103
4,6 x 250 30 207 bares, 3000 psi PL1551-5702 PL1551-5703
4,6 x150 30 207 bares, 3000 psi PL1551-3702 PL1551-3703
25 x 150 30 207 bares, 3000 psi PL1251-3702 PL12561-3703
50 x 150 30 207 bares, 3000 psi PL1751-3702 PL1751-3703
100 x 300 30 207 bares, 3000 psi PL1851-3102 PL1851-3103

Medios a granel para intercambio ionico fuerte PL-SAX

Tamaiio de particula PL-SAX PL-SAX
Tamaiio (cc) (pm) 1000A 4000A
100 g 10 PL1451-4102 PL1451-4103
1kg 10 PL1451-6102 PL1451-6103
100 g 30 PL1451-4702 PL1451-4703
1kg 30 PL1451-6702 PL1451-6703
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Columnas de intercambio cationico fuerte PL-SCX

* Diserio optimizado para la separacion eficaz de biomoléculas
* Tamaiios de poro adecuados para una amplia variedad de tamafos de solutos

* Estabilidad excepcional para prolongar la vida Util de las columnas

La PL-SCX -S0,- es una matriz PS/DVB macroporosa con un recubrimiento muy hidrofilico y una fuerte
funcionalidad de intercambio cationico. Se trata de un proceso controlado para proporcionar una densidad
oOptima para los grupos de intercambio cationico fuerte durante el analisis, la separacion y la purificacion
de una amplia variedad de biomoléculas, entre las que se incluyen los péptidos de tamafio reducido y las
proteinas de gran tamafio. Hay dos tamafios de poro disponibles (1000 Ay 4000 A) para proporcionar
unas caracteristicas de transferencia de masa optimas para una amplia variedad de tamafo de solutos.
Los medios de b um permiten la separacion a una resolucion superior con los medios de 30 pm para la
cromatografia de liquidos de presion media.

Especificaciones de columna

Diametro Tamaiio Limite de
interno de particula Tamaiio de Estabilidad temperatura de
Fase ligada (mm) (um) poro de pH funcionamiento
Intercambio cationico 21,46;75, 5810y30 1.000 Aﬁy 1-14 80 °C
fuerte 25; 50y 100 4.000 A
Separacion proteica estandar
. 12 3 1. Mioglobina
Columna: PL-SCX 1000 A 2. Quimotripsindgeno A
:Il-i‘l 54;:]'1502 5 3. Citocromo C
0 X mm, 9 pm b U 4. Lisozima
LotA
Fase movil: A: 20 mM de KH,PO,, pH 6.0 ! -
B: A+ 1M NaCl
Gradiente: 0-100% B en 20 min.
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min Lot B L,J U
Detector: UV, 280 nm
Lot C
ot U
0 2 ! 6 8 10 1 1 15 18 min
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Columnas de intercambio cationico fuerte PL-SCX

COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Tamaiio Tamaiio de particula PL-SCX PL-SCX
(mm) (pm) Limite de presion 1000 A 4000 A
1,0x50 5 207 bares, 3000 psi PL1345-1502 PL1345-1503
2.1x50 5 207 bares, 3000 psi PL1945-1502 PL1945-1503
4,6 x50 5 207 bares, 3000 psi PL1545-1502 PL1545-1503
2.1x50 8 207 bares, 3000 psi PL1945-1802 PL1945-1803
2.1x150 8 207 bares, 3000 psi PL1945-3802 PL1945-3803
4,6 x50 8 207 bares, 3000 psi PL1545-1802 PL1545-1803
4,6 x 150 8 207 bares, 3000 psi PL1545-3802 PL1545-3803
4,6 x150 10 207 bares, 3000 psi PL1545-3102 PL1545-3103
4,6 x 250 10 207 bares, 3000 psi PL1545-5102 PL1545-5103
25 x50 10 207 bares, 3000 psi PL1245-1102 PL1245-1103
25 x 150 10 207 bares, 3000 psi PL1245-3102 PL1245-3103
50 x 150 10 207 bares, 3000 psi PL1745-3102 PL1745-3103
100 x 300 10 207 bares, 3000 psi PL1845-2102 PL1845-2103
4,6 x150 30 207 bares, 3000 psi PL1545-3702 PL1545-3703
4,6 x 250 30 207 bares, 3000 psi PL1545-5703 PL1545-5703
25 x 150 30 207 bares, 3000 psi PL1245-3702 PL1245-3703
50 x 150 30 207 bares, 3000 psi PL1745-3703 PL1745-3703
100 x 300 30 207 bares, 3000 psi PL1845-3102 PL1845-3103

Medios a granel para intercambio catidnico fuerte PL-SCX

Tamaiio Tamaiio de particula PL-SCX PL-SCX
(cc) (um) 1000 A 4000 A
100 g 10 PL1445-4102 PL1445-4102
1kg 10 PL1445-6102 PL1445-6103
100 g 30 PL1445-4702 PL1445-4703
1kg 30 PL1445-6702 PL1445-6703
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Columnas HPLC de intercambio ionico Agilent

Bio-Monolith

¢ Columnas de HPLC monoliticas, basadas en polimeros, disefiadas para separaciones de

macrobiomoléculas

* Separaciones independientes del flujo; la ausencia de difusion, poros y volimenes muertos hacen
muy rapido el transporte entre las fases movil y estacionaria

* Disco monolitico de 5,2 mm x 4,95 mm (volumen de columna de 100 pl) con canales continuos,
lo que elimina la transferencia de masa por difusion

* Separaciones tremendamente rapidas que agilizan el tiempo de desarrollo de métodos y reducen
los costes. La fijacion de los parametros del método requiere mucho menos tiempo y tampon

Columna HPLC de intercambio idnico Bio-Monolith

Las columnas HPLC de intercambio ionico Agilent Bio-Monolith proporcionan una gran resolucion y una

rapida separacion de anticuerpos (IgG, IgM), plasmidos de ADN, virus, bacteriéfagos y otras biomoléculas.
Esta gama de productos ofrece fases de intercambio cationico fuerte, intercambio aniénico fuerte y débil

y proteina A. Las columnas HPLC Bio-Monolith son compatibles con sistemas de HPLC y LC preparativa,
incluidos los sistemas HPLC Agilent 1100 y 1200.

Guia de seleccion de columnas HPLC Agilent Bio-Monolith

Columna Descripcion Aplicaciones clave Referencia
Bio-Manalith QA La fase ligada de amina cuaternaria (intercambio * Control de calidad y supervision del proceso de 5069-3635
anionico fuerte) esta totalmente cargada en un rango adenovirus
de pH de funcionamiento de 2-13, y se une a las * Control de calidad y supenvision de la purificacion de IgM
biomoléculas cargadas negativamente. * Supervision de la eliminacién de impurezas en ADN
e Supervision de la eliminacion de endotoxinas
e Purificacion de HSA
Bio-Monolith La fase ligada de dietilaminoetilo (intercambio aniénico * Supervision y control de calidad del proceso de 5069-3636
DEAE débil) proporciona una mayor selectividad de fabricacion y purificacion de bacteriofagos
biomoléculas con una carga negativa en un rango * Supervision y control de calidad del proceso de
de pH de funcionamiento de 3-9. purificacion de ADN plasmido
Bio-Monolith SO, La fase ligada de sulfonil (intercambio cationico fuerte) e Separaciones analiticas de resolucion rapida y alta de 5069-3637

esta totalmente cargada en un rango de pH de
funcionamiento de 2-13, y une biomoléculas cargadas
positivamente.

moléculas grandes, como proteinas y anticuerpos
* Analisis rapido de hemoglobina Alc

RECOMENDACIONES Y HERRAMIENTAS

Agilent ofrece ademas una columna de Proteina A Bio-Monolith para procedimientos de cromatografia por afinidad.

Para obtener mas informacion, consulte las paginas 434-436.
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Especificaciones de columnas

COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Dimensiones

5,2 mmx 4,95 mm

Volumen de columna 100 pl

Presion maxima

150 bares (15 MPa, 2.200 psi)

Valor minimo/maximo de temperatura Trabajo: 4-40 °C

Almacenamiento: 4-30 °C

pH recomendado

Rango operativo: 2-13

Limpieza in situ: 1-14

Materiales de construccion

Carcasa: acero inoxidable

Relleno: poli(glicidil metacrilato-co-etileno dimetacrilato) monolitico muy poroso

Identificador del anillo de color

Bio-Monolith QA: azul

Bio-Monolith DEAE: verde

Bio-Monolith SO5: rojo

Fecha de caducidad

S0, Control de calidad, DEAE: 24-36 meses
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Expansion de la linea base de una separacion de
patrones de proteinas

Columna: Agilent Bio-Monolith CM15
5,5 x 15 mm
Fase movi: A: Na,HPO, 10 mM, pH 6,0 ro2 3
B:A+NaCl0,56M lo Na,HPO, 0,5 M, pH 6,0 mAU 2l B g
aLimo M0 50To Az B0 L PR, 124 =| || Acon gradiente de NaCl |3
Velocidad de flujo: 2 ml/min 12
Gradiente: Retencion durante 0,5 min con fase movil A seguida 101 2
de un gradiente lineal hasta 45% de B en 15 min 8 - ©
(tiempo transcurrido, 15,5 min); a continuacion, o §

el 60% de B a los 15,6 min contintia hasta 20 min.
Lavado de columna con 100% de B durante 15 min
antes del reequilibrado para el siguiente anélisis.

4

10 12 14 16 18

Gradiente de pH: A: Na,HPO, 5 mM, tamponada pH AU _ - mn

5,5y B: NA,HPO, 40 mM (no tamponada, pH 8,9). 101 E - ;

2% de B/min a 1 ml/min durante 15 min, seguido de s

un lavado de columna con 90% de B durante 5 min. 121 ~

10 1

Detector: UVa 220 nm N B con gradiente de Na,HPO,
Muestra: Un mg por cada ml en la fase movil A. 6

1. ARNasa de pancreas bovino (pl 9,6) 4

2. Citocromo C de corazén bovino (pl 10,37-10,8)

3. Lisozima de huevo de gallina (pl 11,35) (0,5 mg) ] 6 8 10 12 14 16 18 min
Instrumento: Agilent 1200 SL con detector de diodos B muestra una resolucion mejor de los contaminantes de proteinas.
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

La columna Bio-Monolith DEAE monitoriza la

-y .y 50 120
produccion de fagos durante la fermentacion T
] 45+ “t —— Tiempo: 36 min
Columna: DEAE ol 4 —— Tiempo: 158 min paLl
5069-3636 = | Tiempo: 191 min
5,2 x 4,95 mm z 59 | ---- Porcentaje de tampon B | g
£ D
Fase movil: A: tampon fosfato de 125 mM, pH 7,0 S 30+ ] s
B: tampdn fosfato de 125 mM + 1 M NaCl, ‘% ” i Bacteriofagos y otros 60 o
pH7.0 s | 1§ componentes e
o ©
Velocidad de flujo: 1 ml/min g a w0 3
= Lgo S
Gradiente: Tampon A 100% (2,5 min) 2 ™ <
Tampon B 0-100% (10 min) 10
Tampon A 100% (2 min) . M2
Detector: UVa 280 nm ‘ —~
0 T T T T T —L 0
Instrumento: Sistema HPLC con gradiente a alta presion, 0 2 4 8 8 10 12
LC Agilent 1200 Infinity min

A medida que avanza la proliferacion de fagos, la concentracion de ADN genomico (ADNg) aumenta y las células huésped se someten al
proceso de lisis. Durante las Ultimas fases de la fermentacion, el ADNg empieza a desintegrarse en fragmentos. Estos fragmentos de ADNg
no se eliminan facilmente mediante el proceso de purificacion, por lo que es de vital importancia detener el ciclo de fermentacion antes de
que se degrade el ADN gendmico. El cromatograma anterior refleja tres muestras tomadas del biorreactor en los minutos 36, 158 y 191.

El pico 1 representa el fago, el soporte y las células huésped; el pico 2 representa el ADNg intacto, y el pico 3, el ADNg fragmentado.
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS
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Cromatografia de exclusion por tamaiio
(SEC)

Determinacion precisa de la agregacion,
fragmentacion y ligadura/modificacion
quimica de biomoléculas

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) es una técnica para separar proteinas, oligonucledtidos
y otros biopolimeros complejos por su tamafio mediante eluyentes acuosos.

Aplicacion de SEC a estudios de agregacion

El tamafio, tipo y contenido de los agregados presentes en los productos biofarmacéuticos de proteinas
pueden afectar tanto a la eficacia como a la formulacion, o peor adn, inducir una respuesta inmunolégica.
La formacién de agregados se produce por distintos mecanismos, incluida la formacion de enlaces disulfuro
e interacciones no covalentes.

Debido a que el tamario de los agregados de proteinas, incluidos los dimeros, es suficientemente diferente
del monomero de proteina, puede separar las distintas formas mediante SEC. De hecho, SEC con UV o
dispersion de luz es una técnica estandar para la cuantificacion de la agregacion de proteinas.

Aplicacion de SEC a la cuantificacion y determinacion del
peso molecular

En el caso de proteinas y otras moléculas de peso molecular moderado se puede usar SEC para detectar
y cuantificar monomeros, dimeros, agregados y fragmentos. SEC también puede separar mezclas de
oligonucleatidos.

Para biopolimeros de diferentes tamafios, como almidones y otros polisacaridos, SEC puede proporcionar
datos sobre la distribucion del peso molecular y las ramificaciones (con los detectores apropiados).




COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Como fabricante lider de columnas e instrumentos de SEC durante mas de 30 afios, Agilent desarrolla
continuamente nuevos productos de SEC que proporcionan separaciones alin mas rapidas y de mayor
resolucion. Esta seccion destaca la amplia gama de columnas SEC de Agilent para el andlisis de
hiopolimeros de proteinas:

* Las columnas Bio SEC-3 y Bio SEC-5 estan disponibles en diferentes tamafios de poro y estan
indicadas para el analisis de proteinas, especialmente para determinar la presencia de dimeros
y agregados en productos bioldgicos terapéuticos. Tenga en cuenta que las columnas Bio SEC-3
de 3 pm proporcionan una resolucion mayor que nuestras columnas estandar Bio SEC-5 de 5 pm.

* Las columnas ProSec 3008 funcionan bien con proteinas globulares en condiciones de alta
salinidad.

* Las columnas ZORBAX GF-250 y GF-450 son mas adecuadas para la SEC preparativa de
proteinas debido a su mayor longitud de columna y mayor velocidad de flujo.

* Las columnas PL aquagel-OH se pueden usar para analizar biopolimeros de diversos pesos
moleculares, como PEG, oligo y polisacaridos, almidones y resinas.

Cromatografia de exclusion por tamaiio (SEC)

Accesorios Columnas Agilent Notas

Péptidos, proteinas Agilent Bio SEC-3 Mayor resolucion y separaciones mas rapidas, con particulas a partir
de 3 pym y tamafios de poro de 100 A, 150 Ay 300 A.

Biomoléculas grandes y muestras  Agilent Bio SEC-5 Més opciones de tamafio de poro (100 A, 150 A, 300 A, 500 A, 1 000 Ay

con componentes con varios pesos 2000 A) para cubrir un mayor rango de analitos.

moleculares

Proteinas globulares, anticuerpos ProSEC 300S Opcion de una sola columna para andlisis de proteinas en condiciones de
alta salinidad.

Proteinas, proteinas globulares Z0RBAX GF-250/450 Mayor capacidad de velocidad de flujo y mayor tamafio de columna para

preparacion y semipreparacion de SEC.

Polimeros y oligémeros de bajo 2 0 3 PL aquagel-OH La serie analitica PL aquagel-OH tiene un rango de pH de 2 a 10, es
PM, oligosacaridos, PEG, compatible con disolventes organicos (hasta un 50% de metanol),
lignosulfonatos dispone de estabilidad mecanica de hasta 140 bares (2 030 psi) y de
presiones bajas de funcionamiento de columnas.

e PL aquagel-OH; 8 pm
* PL aquagel-OH 20; 5 ym
e PL aquagel-OH MIXED-M; 8 pm

Biopolimeros polidispersos, 2 0 3 PL aquagel-OH
Eglllegg:'ridos, derivados de la « PL aquagel-OH MIXED-H; 8 um

e PL aquagel-OH 60/50/40; 8 ym
Polimeros con peso molecular PL aquagel-OH 60/50/40; 15 pm;
muy alto, acidos hialurénicos, en serie

almidones, resinas

www.AGILENT.coMm/CHEM/Lc  LC Y LC/MS
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Agilent Bio SEC-3

* Excepcional capacidad de carga, estabilidad y reproducibilidad en separaciones de biomoléculas por
tamafio

¢ Picos mas marcados, mayor resolucidn y mejor recuperacion de proteinas

¢ Separaciones mas rapidas que con las columnas SEC de particulas grandes

¢ Compatibilidad con la mayoria de los tampones acuosos

* Magnifica estabilidad en condiciones con alto o bajo contenido en sal

Las columnas HPLC Agilent Bio SEC-3 cuentan con la mas moderna tecnologia para la cromatografia de
exclusion por tamafio (SEC). Estan empaquetadas con particulas esféricas de silice de 3 pm con una
estrecha distribucion y recubiertas de una capa hidrofilica patentada. Esta fina capa polimérica se une

quimicamente a la silice puro mecanicamente estable en condiciones controladas, lo que garantiza una
particula de exclusion por tamafio muy eficaz.

Las columnas HPLC Agilent Bio SEC-3 estan disponibles con tamafrios de poro de 100A, 1504 y 300A para
acomodarse a la mayoria de las separaciones por exclusion de tamafios de proteinas y péptidos.

Especificaciones de columna

Tamaiio de poro Tamaiio de particula  Rango de PM  Intervalo de pH Presion maxima Velocidad de flujo

100 A 3pm 100-100 000 2-85 240 bares, 3500 psi 0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)
0.1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)

150 A 3um 500-150 000 2-8,5 240 bares, 3500 psi  0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)
0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)

300 A 3um 5000-1 250 000 2-8,5 240 bares, 3500 psi  0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)

0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)

- eigse e T




COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Curvas de calibracion - Bio SEC-3
Columna: Bio SEC-3
7.8 x 300 mm, 3 pm
Fase movil: Tampon de sodio, 150 mM, pH 7,0
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 1.000.000,000
Detector: uv 100,000,000
10,000,000
S 1,000,000
@
° o ° o
Proteinas PMt 300A 150A 100A g 100,000 =
3 10,000 -m- 300 A
Tiroglobulina 670000 6.34 5.50 5.63 * T = 150 A
Gammaglobulina 158000 803 624 574 1000 1 <= 100 A
100
Seroalbtimina bovina 67000 8.90 7.00 6.03 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13
MWvsRet
Ovoalbimina 45000 9.57 7.70 6.41 Volumen de retencion (ml)
Mioglobina 17000 1012 850 7.10
Ribonucleasa A 12700 10.40 8.80 7.46
Vitamina B12 1350 11.90 11.40 10.20
Separacion de monomeros y dimeros de N
MADb intactos "
. . 300
Columna: 31'3:?5:11 300A Monémero
7.8 x 300 mm, 3 pm 250
Tampon: Tampon de fosfato sédico, pH 7,0, 150 mM
200 Dimero
Isocrética: Tampon A al 0-100% desde 0-30 min \
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 150 —
Muestra: Anticuerpo monoclonal de CHO humanizado,
5 mg/ml, intacto 100
Inyeccion: 5l
Detector: UV, 220 nm 507
Temperatura: Ambiente
0_
T T T T 1
4 6 8 10 12 14 min
VLC_MD_Mab
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Comparacion de Agilent Bio SEC-3 con una
columna de otro fabricante en el analisis de

un anticuerpo monoclonal mAU mAU
. 204 40+ Mondomero
Columna: Bio SEC-3, 300A Monémero
5190-2511
7.8 x 300 mm, 3 ym ] 7 Dimero
i M
Columna: Competidor 7,8 x 300 mm 20 Consal Dimero 204
Fase movil: Fosfato sodico 150 mM + sulfato sodico Y AN
100 mM (con sal) 104 104
Fosfato sodico 1560 mM (sin sal) Sin sal Sin sal
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 0 8 minuos 0] 8 minutes
Detector: 220 nm Agilent Bio SEC-3 Columna del competidor
Muestra: MADb (2 mg/ml) 0 é A (Ii é 1I0 min 0 é 4; (Ii é 1I(] min

Mono_Dimer1

Analisis de monomeros y dimeros de anticuerpos monoclonales mediante

Agilent Bio SEC-3 y una columna de otros fabricantes

Relacion resolucion Eficacia Porcentaje
Eluyente Columna mondémero: dimero monomero dimero
Con sal Agilent 2,04 7518 0,59
Con sal Otros fabricantes 1,88 3.967 0,59
Sin sal Agilent 2,08 7.942 0,60
Sin sal Otros fabricantes 1,92 4164 0,57
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Seleccion de tamafio de poro

producira muy poca separacion.

La seleccion del tamafio de poro del medio influira en la resolucion de la SEC. Puesto que la separacion se basa en las diferencias de tamafio
molecular en disolucion, la muestra debe ser capaz de penetrar la estructura porosa de las particulas. Si los poros son demasiado pequefios,
excluiran las muestras, que se eluiran en el volumen muerto de la columna; si son demasiado grandes, todas las particulas penetraran y se

. ~ . . 1. Agregados de tiroglobulina
Seleccidn de tamaiio de poro: proteinas 2. Tiroglobulina
ColumnaA:  Bio SEC-3, 100A 3.lgA

5190-2503 4. y-globulina
4.6 x 300 mm, 3 pm 5. Ovoalbiimina
' o 6. Mioglobina
Columna B: Bio SEC-3, 150A mAU 5 g 7 Viamina 812
5190-2508 2500+
4,6 x 300 mm, 3 pm 7
Columna C: Bio SEC-3, 300A 20004
5190-2513
4,6 x 300 mm, 3 pm
Fase movil Na,HPO, 50 mM, NaH,P0, 50 mM + 1200
NaCl 0,15 M, pH 6,8
Velocidad de flujo: 0,35 ml/min 1000 150A
Detector: UV a 220 nm
Muestra: Mezcla de patrones de filtracion por 500
gel BioRad
100A
04
T T T T T T T 1
0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0
PoreSz_Proteins
Seleccion de tamaiio de poro:
IgG de raton
Columna A:  Bio SEC-3, 100A A
5190-2503 m
4,6 x 300 mm, 3 pm 14004 1. Dimero
ColumnaB:  Bio SEC-3, 1504 B o
5190-2508 1200 4' Adida
4,6 x 300 mm, 3 pm '
R 1000
Columna C: Bio SEC-3, 300A
5190-2513 800
4,6 x 300 mm, 3 pm
600
Fase movil: Na,HPO, 50 mM, NaH,P0, 50 mM +
NaCl 0,15 M, pH 6,8 400 1504
Velocidad de flujo: 0,35 ml/min
200
Detector: UV, 220 nm 100A
Muestra: IgG de raton 07
T T T T T T T 1
0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0
PoreSz_Mouse
WWW.AGILENT.COM/CHEM/LC LCYLC/MS
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Longitud de la columna

Cuando el tiempo de separacion es un parametro critico, se utilizan columnas mas cortas rellenas con medios de 3 um de la maxima eficacia.
En las columnas mas cortas se utilizan velocidades de flujo mayores para reducir el tiempo de analisis sin comprometer la calidad de los datos
(cuantificacién de monémeros y dimeros de anticuerpos monoclonales).

Comparacion de la longitud de columna de Comparacion de la longitud de columna
Agilent Bio SEC-3, 150 mm Agilent Bio SEC-3, 300 mm
Columna: Bio SEC-3, 300A Columna: Bio SEC-3, 300A
5190-2512 5190-2511
7.8 x 150 mm, 3 pm 7,8 x 300 mm, 3 pm
Fase movil: Fosfato sddico 150 mM Fase movil: Fosfato sédico 150 mM + sulfato sodico 100 mM
(con sal)

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min (56 bar), 1,5 ml/min (75 bar) Fosfato sodico 150 mM (sin sal)

Detector 220nm Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Muestra: MADb (2 mg/ml) Detcior UV, 220 nm

Muestra: MAb (2 mg/ml)
150 mm 300 mm

1,5 ml/min 1.0 ml/min

mAU ] mAU
Monémero 40
40 Mondémero
30
30 Dimero
20 /—/—J\J 204  con sal Dimero
Monémero M~ M
107 Dimero 10
0 Sin sal

-10

10 min

o
~—
o]
(==

0 1 2 3 4 5 min
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Agilent Bio SEC-3

COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Bio SEC-3  Bio SEC-3  Bio SEC-3
Tamaiio de particula 100 A 150 A 300A
Tamaiio (mm) (um) USP L33 USP L33 USP L33
7.8 x300 3 5190-2501  5190-2506  5190-2511
7.8 x150 3 5190-2502  5190-2507  5190-2512
4,6 x 300 3 5190-2503  5190-2508  5190-2513
4,6 x 150 3 5190-2504  5190-2509  5190-2514
7,8 x50, Precolumna 3 5190-2505 5190-2510  5190-2515
WWW.AGILENT.COM/CHEM/LC

LC Y LC/MS
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Bio SEC-5 Agilent

* Recuperacion maxima en una amplia gama de separaciones de biomoléculas por tamafio

¢ Magnifica reproducibilidad y vida util de la columna

* Excelente estabilidad, incluso en condiciones de pH alto, y alto y bajo contenido en sal

* Compatibilidad con la mayoria de los tampones acuosos

Las columnas HPLC Agilent Bio SEC-5 se rellenan con particulas de silice de 5 pm recubiertas con

una capa hidrofila neutra patentada para lograr la maxima eficacia y estabilidad. El relleno especialmente
disefiado también suministra un gran volumen de poro, que mejora tanto la resolucion y capacidad de picos.

Las columnas Bio SEC-5 estan disponibles con particulas de 5 ym con unos tamafios nominales de poro
de 100 A, 150 A, 300 A, 500 A, 1.000 Ay 2.000 A.

Especificaciones de columna

Tamaiio de poro Tamaiio de particula Rango de PM Intervalo de pH  Presion maxima Velocidad de flujo
100 A 5 pm 100-100 000 2-85 240 bares, 3500 psi  0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)
0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)
150 A 5 pm 500-150 000 2-8,5 240 bares, 3500 psi  0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)
0.1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)
300 A 5pum 5000-1 250 000 2-8,5 240 bares, 3500 psi ~ 0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)
0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)
500 A 5 pm 15 000-5 000 000 2-8,5 240 bares, 3500 psi  0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)
0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)
1000 A 5 pm 50 000-7 500 000 2-8,5 240 bares, 3500 psi~ 0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)
0.1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)
2000 A 5 pm >10,000,000 2-85 240 bares, 3500 psi  0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)

0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)

a2 CATALOGO ESENCIAL
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Curvas de calibracion - Bio SEC-5

Columna: Bio SEC-5 1,000,000,000
7.8 x 300 mm, 5 pm
100,000,000

Fase movil: Tampon de sodio, 150 mM, pH 7,0

_ 10,000,000
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min <

2 1,000,000
Detector: uv s

E 100,000

3

e- 10,000

1,000 )
100 A
100 a's
., 4 5 6 7 8 9 10 " 12 13
Volumen de retencion CalCurves, SECS
Peso - - - - - Volumen de retencion (ml) B

Proteinas molecular 1000 A 500 A 300A 150 A 100 A
Tiroglobulina 670000 1007 823 703 582 577
Gammaglobulina 158000 10.88 980 857 655 579
Seroalbdmina bovina 67000 1113 1044 944 729 6.00
Ovoalbiimina 45000 11.28 1083 989 790 6.40
Mioglobina 17000 11.44 11.28 1042 866 7.05
Ribonucleasa A 12700 11.52 11.41 1058 893 7.32
Vitamina B12 1350 12.00 1259 11.78 11.49 10.30

400

200

mAu 214 nm

Descripcion comparativa

Agilent Bio SEC-5,
1504 Columna: Bio SEC-5
> 5190-2521
7.8 x 300 mm, 5 pm
Fase movil: Tampon de sodio, 150 mM, pH 7,0

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Detector: uv
1 _J
T T 1T T T T T T T T T 1
01 2 3 4 6 7 8 9 10 1 1213 1415 1. Tiroglobulina, 5,43 min 1. Tiroglobulina, 5,64 min
2. Dimero de seroalbtimina bovina, 2. Dimero de seroalbtimina bovina, 6,23 min
400 6,19 min 3. Monémero de seroalbimina bovina,
c TSK GZﬂOﬂSle 3. Monémero de seroalbimina bovina, 7,02 min
- B 6,93 min 4. Ribonucleasa A, 9,22 min
o 4. Ribonucleasa A, 8,74 min 5. Poli-DL-alanina (1-5 kDa), 10,02 min
E 200 5. Poli-DL-alanina (1-5 kDa), 9,90 min 6. Uracilo, 11,81 min
6. Uracilo, 12,13 min
0 Separacion de una mezcla de proteinas en una columna de HPLC
0 1' '2 é zll é } é é 1'0 1'1 1'2 1'3 1'4 1'5 Agilent Bio SEC-5 y una columna Tosoh TSK-Gel. Se puede observar una
min

mayor nitidez y resolucion en la columna de HPLC Agilent Bio SEC-5.

www.AGILENT.coMm/CHEM/Lc  LC Y LC/MS
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Reproducibilidad excepcional entre
lotes Vida atil Reproducibilidad
Columna: Bio SEC-5, 1504 gg
5190-2521 ! 1. Tiroglobulina 1
7.8 x 300 mm, 5 pm 70 o )
2. Seroalbtimina bovina 3 4
Fase movil: Tampon de fosfato, 150 mM, 60 3. Ribonucleasa A
pH 70 50 4. Uracilo 2
40 Lot 1
30 2 3
Lot 2 J
20 4
10
La mezcla de cuatro proteinas presenta .uo.—J Lot3 )

- . T T T T T T T T T T T T T T
una excelente reproducibilidad del tiempo 0 2 4 6 8 10 12 14 min 0 2 4 6 8 10 12 14 min
de retencion en 300 inyecciones y en —
tres columnas de distintos lotes de Tercer analisis

P Después de
fabricacion. 300 inyecciones
Comparacion entre Agilent Bio SEC-3 y Agilent Bio SEC-5
Analisis de anticuerpo monoclonal o
i . AU . imero
Columna: Bio SEC-3, 300A " 2. Monémero
5190-2511 120 3. Fragmento de monémero
7.8 x 300 mm, 3 pm 3
Columna: Bio SEC-5, 300A 100 3
5190-2526 pm
7.8 x 300 mm, 5 pm 807 :
2
Fase movil: Fosfato sédico 150 mM, pH 7 60—
Velocidad de flujo: 1 ml/min
40+
Detector: UVa220 nm
Muestra: Anticuerpo monoclonal humanizado 20 /\J 5 pm
1
L 0 2 3
La columna de 3 pm ofrece una separacion mejor. : : : : : : : : : .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 min
Mono_Antibody
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Bio SEC-5 Agilent

Bio SEC-5 Bio SEC-5 Bio SEC-5 Bio SEC-5 Bio SEC-5 Bio SEC-5
Tamaiio Tamafiode 100 A 150 A 300 A 500 A 1000 A 2000 A
(mm) particula (um)  USP L33 USP L33 USP L33 USP L33 USP L33 USP L33
7.8x300 5 5190-2516 5190-2521 5190-2526 5190-2531 5190-2536 5190-2541
7.8x 150 5 5190-2517 5190-2522 5190-2527 5190-2532 5190-2537 5190-2542
46300 5 5190-2518 5190-2523 5190-2528 5190-2533 5190-2538 5190-2543
46150 5 5190-2519 5190-2524 5190-2529 5190-2534 5190-2539 5190-2544
7.8 x50, Precolumna 5 5190-2520 5190-2525 5190-2530 5190-2535 5190-2540 5190-2545
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

ProSEC 300S

* Particulas de polimero mecénicamente resistentes que no destifien durante su uso

¢ Columna Unica con rango de resolucion lineal ampliado

* Dimensiones de columna para su uso con sistemas con detectores multiples

La columna Agilent ProSEC 300S esta especificamente disefiada como solucion de columna Unica para el
andlisis de proteinas globulares. La seleccion y optimizacion del tamafio del poro permite ampliar el rango

de resolucion lineal, por lo que esta tnica columna se puede usar para analizar todo el rango de proteinas
globulares.

Las particulas son extremadamente resistentes y no se fragmentan durante su uso para el filtrado por
arrastre de sustancias particuladas. El resultado son unas lineas base excepcionalmente estables que
hacen que esta columna sea la opcion ideal para usar con detectores de dispersion de luz.

Dos dimensiones de columna, d.i. de 7,5 mmy d.i. de 4,6 mm, aptos para la cromatografia de exclusion
por tamafio con detectores multiples, ofrecen opciones para el analisis de pequefias masas.

Especificaciones de la columna ProSEC 300S

Tamaiio Tamaiio de Rango de PM Intervalo
Fase ligada de poro particula de proteinas de pH Velocidad de flujo Presion maxima
ProSEC 300S 300 A 5um 1500-800 000 2-15 <1.5ml/min (7,5 mmd.i.) 250 bares,
<05 m/min (46 mmdj) ©/00psi
ProSEC 300S
Tamaiio (mm) Tamaiio de particula (um) Referencia
4,6 x 250 5 PL1547-5501
7,5x300 5 PL1147-6501
Precolumna
4,6 x50 5 PL1547-1501
7,5x50 5 PL1147-1501

128 CATALOGO ESENCIAL
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Calibracion de la columna ProSEC 3008
con proteinas globulares

Fase movil: KH,P0,-K,HPO, 50 mM (pH 6,8)
con NaCl 0,3 M
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 6 -
Detector: UV, 280 nm
Muestra: Muestras de proteinas 551
5 -
@
Pesos moleculares de las proteinas =
S 45 - o
PM/Daltons Proteina -
670.000 Tiroglobulina 44
155.000 y-Globulina
66.430 Seroalbimina bovina
44.287 Ovoalbimina 35 1
29.000 Anhidrasa carbonica
16.700 Mioglobulina 3 . . !
12.384 Citocromo C 5 9 10 13
1.423 Bacitracina Retention time (min) PSEC300Sglob
Analisis de seroalbiumina bovina mediante
dispersion de luz con el uso de columnas
ProSEC 3008
Columna: ProSEC 300S
PL1147-6501 Monémero
7.5 x 300 mm, 5 pm
Fase movil: Agua + 120 mM NaCl, 2,7 mM KCI,
10 mM NaH,PO,
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: indice de refraccion diferencial + detector de £
dispersion de luz de doble angulo PL-GPC 50 % Trimero Dimero
L . 3 Tetramero
Muestra: Seroalbumina bovina < \
\\I_/\J k
Pesos moleculares
Monémero 66.900 daltons, 88,5% Agregacion
Dimero 134.900 daltons N
(2,02 x peso molecular del monomero), 9,8%
Trimero 197.000 daltons
(2,94 x peso molecular del monomero), 1,2% 1
Tetramero 279.300 daltons Tiempo de retencion (min) 14
(5,17 x peso molecular del monomero), 0,5% BovineSerAlb

Superposicion de un ejemplo de indice de refraccion diferencial y dispersion de luz de doble angulo.

WWW.AGILENT.COM/CHEM/LC
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Superposicion de radiacion UV y dispersion de
la luz de 90° para una muestra de y-globulinas,
que ilustra los picos de monameros, dimeros y
trimeros
Columna: ProSEC 300S z

PL1147-6501 e

7.5 x 300 mm, 5 pm 3
Fase movil: KH2P04 0,1 M con NaCl 0,3 M, pH 8,0 <
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min B s
Temperatura: 5°C
Detector: UV a 310 nm + detector de dispersion - —

de luz de doble angulo PL-GPC 50 Tiempo de retencion (min)

UV_Overlay

Muestra: Proteinas
Superposicion de radiacion UV y dispersion
de la luz de 90° para una muestra de BSA,
que ilustra los picos de monomeros, dimeros,
trimeros y agregados
Columna: ProSEC 300S =

PL1147-6501 =

7.5 x 300 mm, 5 pm g
Fase movil: KH,PO, 0.1 M con NaCl 0,3 M, pH 8.0 é
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min N o
Temperatura: 5°C
Detector: UV a 310 nm + detector de dispersion Tiempo de retencion (min)

de luz de doble &ngulo PL-GPC 50 UV_Overlay_BSA
Muestra: Proteinas
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Columnas de filtracion en gel ZORBAX
GF-250 y GF-450

* Alta eficacia y reproducibilidad un tiempo corto de andlisis.

. . . . . Columnas de filtracion en gel GF-250
* Dimensiones de columna preparativa 0 semipreparativa.

* Compatible con modificadores organicos y desnaturalizantes.
* Amplio rango de pH utilizable (pH de 3 a 8).

Las columnas de exclusion por tamanio (filtracion en gel) Agilent ZORBAX GF-250 y GF-450 son

ideales para separaciones por tamafio de proteinas y otras biomoléculas. El rango de separacion es de
4.000 a 900.000 para proteinas globulares usando las columnas GF-250 y GF-450 en serie. Las columnas
de exclusion por tamafio GF-250/GF-450 tienen una fase ligada diol hidrofilica para conseguir una alta
recuperacion de proteinas (generalmente >90%) y una exclusiva modificacion con zirconio de la silice para
ampliar el rango de pH de 3 a 8. Las columnas GF-250 y GF-450 estén rellenas con microesferas porosas
de silice de tamaiio bien definido, con estrechas distribuciones de tamafio de poro y tamafio de particula.
El resultado es una columna de exclusion por tamafio altamente eficiente, robusta y reproducible para la
separacion de proteinas con flujos de hasta 3 ml/min. Estas columnas son compatibles con modificadores
organicos (<25%) y desnaturalizantes afadidos a la fase movil para impedir que se agreguen proteinas y
asi conseguir una correcta determinacion de tamarios. Entre sus aplicaciones habituales estan las separa-
ciones de monomeros, dimeros y agregados proteicos, la desalinizacion, la estimacion de pesos moleculares
de proteinas y separaciones de proteinas modificadas.

Especificaciones de columnas

Tamaiio de Tamaiio de Rango de Superficie  Rango de Velocidad Presion
Fase ligada poro particula PM especifica pH de flujo maxima
Z0RBAX GF-250 150 A 4um 4.000-400.000 140 m%/g 3,0-80  <3,0ml/min 350 bares
Z0RBAX GF-450 300 A 6 um 10.000-900.000 50 m%/g 3,0-80  <3,0ml/min 350 bares

Las especificaciones solo representan los valores tipicos.
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Tiroglobulina (670 kDa)
Gammaglobulina (158 kDa)

Ovoalbumina (44 kDa)
Mioglobulina (17 kDa)

Vitamina B, (1,35 kDa) o

Volumen de retencion frente a log (PM) 7.00
para los patrones Bio-Rad separados
en una columna Agilent ZORBAX GF-250 6.00
Columna: ZORBAX GF-250
884973-901 5.00-
9,4 x 250 mm, 4 pm
Fase movil: Fosfato sddico 200 mM, pH 7,0 § 4.00-
Temperatura: Ambiente k|
Detector: UV (254 nm) 3.00+
2,00
1.00
6

Retention volume (mL)

Separaciones de proteinas en columnas

preparativas
Columna: ZORBAX GF-250 1. Tiroglobulina
884973-901 2 Catalasa
ZORBAX GF-250 ' ) )
9.4 x 250 mm, 4 am 3. Seroalbtimina bovina
Columna: ZORBAX GF-450 4. Blactoglobulina B
884973-902 5. Mioglobina
9.4 x 250 mm, 6 pm 6. Tir-Gli-Gli
Fase movil: Na,HP0, 0.2 M, pH 7,0
Velocidad de flujo: 5,0 ml/min
Detector: 280 nm I I 1I[] I 1I5
Muestra: 200 pl
ZORBAX GF-450 5 .
3 4
2
1
I T T T T T T
0 5 10 15

Tiempo de retencion (min)

432 CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Columnas de filtracion en gel ZORBAX GF-250 (USP L33) y GF-450 (USP L35)

Tamaiio Tamaiio de
Hardware Descripcion (mm) particula (um) Referencia
GF-250, 150 A 9,4 x 250 4 884973-901
GF-250, 150 A 4,6 x 250 4 884973-701
GF-450, 300 A 9.4 x 250 6 884973-902
Salvacolumnas (requieren soporte)
P Pre-columna GF-250 Diol, 2/paq. 94x15 6 820675-111
z6c) Pre-columna GF-250 Diol, 4/paq. 46x125 6 820950-911
P Pre-columna GF-450 Diol, 2/paq. 9,4x15 6 820675-111
zec) Pre-columna GF-250 Diol, 4/paq. 46x%x125 6 820950-911
P Kit de hardware de precolumna prep. 840140-901
zoc) Kit de soporte de la precolumna 820999-901
Columnas PrepHT
A PrepHT GF-250, 150 A 21,2 x 250 6 877974-901
A PrepHT GF-450, 300 A 21,2 x 250 6 877974-910
A Conexione terminales PrepHT, 2/paq. 820400-901
A Precolumna PrepHT GF-250, 2/paq. 170x 75 5 820212-911
A Precolumna PrepHT GF-450, 2/paq. 170x75 5 820212-911
A Hardware de precolumna 820444-901
WWW.AGILENT.COM/CHEM/LC
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Columna Bio-Monolith proteina A, 5069-3639

RECOMENDACIONES
Y HERRAMIENTAS

Para obtener informacion sobre
columnas de intercambio ionico

Bio-Monolith, vaya a las
paginas 412—415.

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA

Cromatografia por afinidad

La cromatografia por afinidad es una técnica eficaz que aprovecha las ventajas de las interacciones
moleculares de gran especificidad, con frecuencia entre proteinas especificas (por ejemplo, antigeno-
anticuerpo). Agilent ofrece varios productos especializados de afinidad, una columna de proteina A
monolitica para el aislamiento y la cuantificacion de IgG, y una serie de varios sistemas de eliminacion
por afinidad mdltiple para la eliminacion de proteinas de alta abundancia en muestras bioldgicas.

Columnas para
HPLC de proteinas A Agilent Bio-Monolith

* Disefiadas para la separacion analitica de todas las IgG (humanas y de ratén),
excepto la IgG de clase 3.

* Separaciones independientes del flujo; la ausencia de difusion, poros y volumenes
muertos hacen que el transporte entre las fases movil y estacionaria sea muy rapido.

* Separaciones tremendamente rapidas que agilizan el tiempo de desarrollo de métodos
y reducen los costes.

* La fijacion de los parametros del método requiere mucho menos tiempo y tampon.

Las columnas para HPLC de proteinas A Agilent Bio-Monolith forman parte de la familia
de columnas Agilent Bio-Monolith. Las columnas para proteinas A Bio-Monolith son compatibles
con sistemas de HPLC y LC preparativa, incluidos los sistemas HPLC Agilent 1100 y 1200.




Especificaciones de columnas

Dimensiones 5,2 mm x 4,95 mm

Volumen de columna 100 pl

Presion maxima 150 bares (15 MPa, 2.200 psi)

Valor minimo/maximo de Trabajo: 4-40 °C

temperatura Almacenamiento: 4-30 °C

pH recomendado Rango operativo: 2-13
Limpieza in situ: 1-14

Materiales de construccion Carcasa: acero inoxidable

Relleno: poli(glicidil metacrilato-co-etileno dimetacrilato)
monolitico muy poroso

Identificador del anillo de color  Bjo-Monolith proteina A: blanco

Fecha de caducidad Proteina A: 12 meses

Bio-Monolith proteina A

Columna Descripcion Aplicaciones clave Referencia
Bio-Monolith La columna de proteina A por afinidad esta  Determinacion cuantitativa de IgG 5069-3639
proteina A disenada para la separacion analitica de todos los (clculo del valor cuantitativo de la fermentacion)

IgG (procedentes de humanos y de ratones),
excepto IgG clase 3.
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mediante la columna para HPLC de proteina A
Agilent Bio-Monolith

Cuantificacion rapida de la IgG policlonal humana

tampon By se eluye la IgG en 1,5 min.

Andlisis SDS PAGE de las fracciones resultantes de la separacion.

Clave:

Via 1: suero completo antes de la separacion

Via 2: IgG estandar

Via 3: pico 1 (fraccion de flujo continuo)

Via 4: pico 2 (fraccion ligada a la proteina A; es decir IgG1 e IgG2)

Porcentaje de gradiente

Columna: Proteina A
5069-3639
5,2 x 4,95 mm
Fase movil: Tampon PBS, pH 7,4 Gradiente: Gradiente en el proceso completo: 100% del tampon
Acido acético 0,5 M, pH 2,6 A-100% del tampon B-100% del tampén A (0,5 min cada paso)
Velocidad de flujo: 1 ml/min Detector: Un sistema HPLC con gradiente a alta presion,
Agilent 1200 - UV a 280 nm
Muestra: Plasma humano diluido con tampan de ligado
(tampon PBS, pH 7,4)
1200 120
1000 — 100
2 800 - L 80
E
2
S 600 - 60
£
o
2
< 400 - 40
200 - 20
0 I T T 0
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Tiempo [min]

Selectividad de la columna de proteina A Bio-Monolith para la IgG a partir de plasma humano. La IgG se enlaza a la proteina A, se aplica un gradiente gradual del 100% del
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Reactivos protedmicos y sistema de
fraccionamiento de proteinas de Agilent

* Analisis mediante LC/MS de muestras biologicas

* Preparacion para analisis electroforético

* Preparacion de muestras para deteccion de biomarcadores
* Validacion de instrumentos y flujos de trabajo

* Inmunodeplecion econémica

* Desalinizacion, concentracion y fraccionamiento de muestras

Para poder aislar e identificar mas facilmente las proteinas de muestras bioldgicas, como suero, plasma

y liquido cefalorraquideo (LCR), se ha disefiado el sistema de eliminacion por afinidad mltiple de Agilent
para eliminar cromatograficamente las proteinas de alta abundancia interferentes de las muestras biologicas.
La eliminacion de estas proteinas abundantes mejora el analisis posterior de la muestra mediante LC/MS y
electroforesis porque amplia significativamente el rango dinamico.

Para el fraccionamiento y desalinizacion de muestras se ha disefiado la columna de alta recuperacion de
proteinas Agilent mRP-C18, que desaliniza, concentra y fracciona simultdneamente en un sencillo paso,
con una recuperacion de muestras extremadamente alta en comparacion con las columnas RP HPLC
convencionales, y es completamente compatible con el andlisis de LC/MS.

Ademas hay disponible una gama de reactivos validados para la preparacion de muestras en la deteccion
de biomarcadores y otras aplicaciones protedmicas, incluido un patron complejo, tripsina de grado pro-
tedmico y una solucion de extraccion de proteinas embebida en parafina fijada en formalina (FFPE).

Para su comodidad, estos reactivos son completamente compatibles con los métodos de LC/MS de
Agilent y no requieren tratamientos previos adicionales de las muestras. Nuestras configuraciones
personalizadas solucionaran sus necesidades para grandes volimenes.

Requisitos de gran volumen o columnas con medidas especiales también se pueden abordar con nuestras
configuraciones personalizadas.
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Sistema de eliminacion por afinidad mltiple

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA

Sistema de eliminacion por afinidad maltiple

El sistema de eliminacion por afinidad multiple Agilent permite identificar y caracterizar proteinas y
biomarcadores de baja abundancia y alto valor presentes en el suero, el plasma y otros fluidos biolégicos.

El sistema de eliminacion por afinidad mdltiple elimina, de manera reproducible y especifica, 14 proteinas
muy abundantes en fluidos biolégicos humanos y 3 proteinas muy abundantes en fluidos biologicos de raton.

El sistema de eliminacion por afinidad mdiltiple esta disponible en diversos tamarios de columna LC y en
formato de cartucho centrifugo. Al combinarse con tampones optimizados Agilent, filtros centrifugos
adecuados y concentradores, el sistema de eliminacion por afinidad mdiltiple Agilent crea una solucion
automatizada, reducida e integra compatible con la mayoria de instrumentos de LC (columnas) y
centrifugadores compactos (cartuchos centrifugos).

Las muestras reducidas con el sistema de eliminacion por afinidad multiple estan preparadas para
realizar analisis posteriores, como electroforesis en gel 2-D, LC/MS y otras técnicas analiticas.
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Guia para la seleccion del sistema de eliminacion por afinidad miltiple

Proteina total

Producto Proteinas eliminadas eliminada Dimensiones Capacidad de carga Referencia
MARS Human-14 Albmina, IgG, antitripsina, IgA, 94% Cartucho 8-10ul 5188-6560
transferrina, haptoglobina, fibrinageno, centrifugo

proteina All, complemento C3, 4,6 x 100 mm 40 pl 5188-6558

transtiretina 10,0 x 100 mm 250 5188-6559

MARS Human-7 Albmina, 1gG, IgA, transferrina, 88-92% Cartucho centrifugo 12-14 4l 5188-6408
haptoglobina, antitripsina y fibrindgeno. 4.6 x50 mm 30- 35l 5188-6409

4,6 x 100 mm 60 - 70 pl 5188-6410

10,0 x 100 mm 250 - 300 5188-6411

MARS Human-6 Albmina, IgG, IgA, transferrina, 85-90% Cartucho centrifugo 7-10ul 5188-5230
haptoglobina y antitripsina. 4.6 x50 mm 15-20 4l 5185-5984

4,6 x 100 mm 30 - 40 pl 5185-5985

MARS Human-6 Albmina, IgG, IgA, transferrina, 85-90% Cartucho centrifugo 14-16 5188-5341
de alta capacidad haptoglobina y antitripsina. 4.6 x50 mm 30- 40 5188-5332
4,6 x 100 mm 60 - 80 pl 5188-5333

10,0 x 100 mm hasta 340 pl 5188-5336

MARS Human-2 Albmina, IgG 69% Cartucho de centrifuga 50 pl 5188-8825
4,6 x50 mm 100l 5188-8826

MARS Human-1 Albimina 50-55% Cartucho de centrifuga 65 pl 5188-5334
4,6 x50 mm 130l 5188-6562

MARS Mouse-3 Alblimina, IgG, transferrina. 80% Cartucho centrifugo 25-30 pl 5188-5289
4,6 x50 mm 37-50 pl 5188-5217

4.6 x 100 mm 75-100 pl 5188-5218
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llustracion de las proteinas de alta abundancia eliminadas por las columnas y cartuchos
centrifugos de eliminacion por afinidad maltiple de Agilent
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Kits de iniciacion del sistema de eliminacion por
afinidad multiple

Los kits de iniciacion de reactivos de columna de LC y de cartucho centrifugo incluyen todos los consumibles
necesarios para el sistema de eliminacion por afinidad multiple. Estos tampones proporcionan unas
condiciones éptimas para la vida Util de la columna y la reproducibilidad de la muestra.

* Los kits proporcionan suficiente Tampon Ay Tampon B para, aproximadamente, 200 reducciones
de muestras, utilizando columnas de LC de 4,6 x 50 mm y, aproximadamente, 100 reducciones de
muestras, con columnas de LC de 4,6 x 100 mm y 200 usos de cartuchos centrifugos. Kit de iniciacion de reactivos de columna de LC,

* El Tampdn A, tampon de carga, minimiza las interacciones de proteina a proteina, y permite 5185-5986

que las proteinas de baja abundancia, con frecuencia enlazadas a proteinas de alta abundancia,
atraviesen la columna, mientras que las proteinas de alta abundancia diana quedan unidas a sus
anticuerpos asociados.

* A continuacion, el Tampon B, tampon de elucion, interrumpe la interaccion entre anticuerpos
y proteinas y eluye las proteinas de alta abundancia fuera de la columna.

Adaptadores de cierre Luer 5188-5249

Kits de iniciacion del sistema de eliminacion por afinidad multiple

Descripcion Referencia
Kit de iniciacién de reactivos de columna de LC 5185-56986
Incluye:
Tampon A, 11, para cargado, lavado y equilibrado, 5185-5987
Tampon B, 11, para elucion 5185-5988
Acetato de celulosa de 0,22 pm, 25/paq, 5185-56990
Concentradores centrifugos, MWCO de 5 KDa, 4 ml, 25/paq 5185-5991
Kit de reactivos para cartuchos centrifugos de eliminacion por afinidad mdltiple 5188-5254 Adaptadores de cierre luer 5188-5250
Incluye:
Tampon A, 11, para cargado, lavado y equilibrado 5185-5987
Tampon B, 11, para elucién 5185-5988
Filtros centrifugos, Acetato de celulosa de 0,22 pm, 25/paq, cantidad: 2 5185-5990
Concentradores centrifugos, MWCO de 5 KDa, 4 ml, 25/paq 5185-5991
Adaptadores de cierre luer, 2/paq. 5188-5249
Jeringas de plastico de 5 mly cierre luer, 2/paq. 5188-5250
Microtubo, 1,5 ml, rosca, 100/paq, cantidad: 6 5188-52561
Tapones y cierres, 6/pag 5188-5252
Agujas de PTFE, cierre luer, 10/pag. 5188-5263
Tampon para dilucion de muestras de alta concentracion, 50 ml 5188-8283

Adaptadores de cierre luer 5188-5253
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Columna de proteinas de alta recuperacion
mRP-C18, 4,6 x 50 mm, 5188-5231
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Columnas de proteinas de alta recuperacion
mRP-C18

La columna de proteinas de alta recuperacion mRP (fase inversa macroporosa) C18 esta disefiada
para una alta recuperacion, alta resolucion de separacion y fraccionamiento y la desalinizacion simultanea
de muestras complejas de proteinas (como suero inmunorreducido o proteinas plasmaticas).

* Se ha observado una recuperacion de muestra de proteina superior al 95-99% con suero
inmunorreducido utilizando la columna LC del sistema Agilent de eliminacion por afinidad multiple.

* Puede cargar hasta 380 pg de masa proteica total sin reducir la resolucion cromatografica de las
proteinas.

* Columna rellena con particulas de silice de 5 um ultrapura macroporosa ligada con C18 disefiadas
para reducir o eliminar la fuerte adsorcion de proteinas.

* Presion maxima de funcionamiento de 250 bares (4.000 psi).

* Compatible con agua v disolventes organicos comunes.

Columnas de proteinas de alta recuperacion mRP-C18

Descripcion Capacidad de carga de proteinas Referencia
mRP-C18, 0,5 x 100 mm 10 ng - 5 ug 5188-6510
mRP-C18, 2,1 x 75 mm 8-85ug 5188-6611
mRP-C18, 4,6 x 50 mm 40 - 380 g 5188-5231

Reactivos proteomicos para el analisis mediante
LC/MS

El patron protedmico complejo de Agilent es un extracto de proteinas Pfu soluble que contiene mas
de 1500 proteinas. Junto con nuestra tripsina apta para proteémica, tratada con TPCK, constituye
la combinacion ideal para la validacion del flujo de trabajo en la deteccion de biomarcadores
mediante LC/MS y otros estudios proteomicos.

Reactivos protedmicos para el analisis mediante LC/MS

Descripcion Referencia
Patron protedmico complejo 400510
Tripsina apta para proteémica 204310
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Fraccionamiento de proteinas de muestras complejas en la

columna mRP
mRP-C18, 4.6 x 50 mm

7
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Preparacion de rafts de lipidos de membrana de cerebro humano

Columna de alta recuperacion de proteinas mRP-C18, 0,5 x 100 mm, 5188-6510
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Desarrollo de metodos

Meétodos para columnas ZORBAX

Esta estrategia de seleccion de columnas ZORBAX para proteinas y péptidos proporciona informacion critica sobre el desarrollo de métodos para proteinas o

polipéptidos.

Elija la columna y las condiciones iniciales para péptidos, polipéptidos y proteinas

Péptidos, polipéptidos, proteinas
PM <50 kDa

Péptidos, polipéptidos, proteinas
PM >50 kDa

Fase ligada inicial

StableBond 300SB-C8
Las columnas 300SB son columnas de poro extragrande con una vida
(til inigualable en fases maviles que contienen TFA. Esto las convierte
en la opcion ideal para separaciones de péptidos y proteinas.

* (8 es una excelente opcién de fase ligada inicial por su
hidrofobicidad moderada

* 18y C8 suelen seleccionarse para péptidos y digestiones
de proteinas, pero también se pueden usar para proteinas

* (3, C4 y CN suelen seleccionarse para proteinas y polipéptidos
hidrofobos mas grandes, pero también se pueden usar para
péptidos

* PLRP-S cuando se necesita estabilidad quimica y térmica

Poroshell 300SB-C18

Las columnas Poroshell 300SB utilizan una tecnologia de particulas
innovadora para ofrecer separaciones de proteinas rapidas. Con las
columnas Poroshell se obtienen tiempos de analisis cortos con picos
eficaces.

* C18 es una buena opcion de fase ligada inicial con Poroshell
para la mayoria de péptidos, polipéptidos y proteinas gracias
a su maxima retencion

* (8 suele seleccionarse para proteinas de tamario medio pero
se puede usar con polipéptidos o proteinas muy grandes

* C3 suele seleccionarse para anticuerpos o proteinas grandes,
pero puede usarse para péptidos y polipéptidos

Condiciones iniciales de la separacion

Columna: StableBond 300SB-C8
4,6 x 150 mm, 3,505 pm
883995-906
863973-906
Fase movil: A: 95% de H,0: ACN al 5% con TFA al 0,1%
B: 5% de H,0: ACN al 95% con TFA al 0,085%
Gradiente B al 0-60% en 60 min
Temperatura: 35-40°C
Velocidad de flujo: 1 ml/min

Columna: Poroshell 300SB-C18
21 x75 mm, 5 pm
660750-902
Fase movil: A:95% de H,0: ACN al 5% con TFA al 0,1%
B: 5% de H,0: ACN al 95% con TFA al 0,085%
Gradiente B al 0-60% en 60 min
Temperatura: 35-40°C

Velocidad de flujo: 2 ml/min
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Comience con un pH bajo con gradiente acuoso/organico simple

Normalmente se usa un gradiente de agua/acetonitrilo con TFA al 0,1% para eluir todos los componentes de interés. Un gradiente de alta resolucion
tipico en una columna con tamafio de poro de 300 A requiere de 30 a 50 min. Una columna Poroshell requiere un tiempo de analisis menor y una
velocidad de flujo mayor y, alin asi, proporciona una resolucion excepcional. Para mejorar la resolucion, aumente el tiempo de gradiente, reduzca

la longitud de la columna o aumente la velocidad de flujo.

Optimice la solubilidad de la muestra

Para obtener una forma de pico y una recuperacion mejores con cualquier pH, es importante solubilizar la muestra por completo. Con ZORBAX
300StableBond y Poroshell 300SB se pueden usar disolventes muy acidos o neutros, mientras que con ZORBAX 300Extend-C18 se pueden usar
disolventes neutros y bases diluidas.

Opciones de disolvente para solubilizar proteinas y péptidos

Agua/tampon fosfato El mas débil
Acido diluido (TFA, 4cido acético o HCI)

pH neutro, hidrocloruro de guanidina o isotiocianato 6-8 M

HOAc al 5%/urea 6 M

Acido diluido + disolventes acuosos/organicos (ACE, MeOH, THF)
Base diluida (hidroxido aménico)

DMSO0 0 0,1-1% en DMSO ]

Formamida El mas fuerte

Aumente la temperatura

Las separaciones de proteinas y péptidos se ven influidas por la temperatura; una mayor temperatura de la columna puede mejorar drasticamente
tanto la resolucion como la recuperacion de proteinas y de péptidos hidrafobos y de agregacion.

StableBond 300SB, hasta 80 °C Poroshell 300SB, hasta 80 °C

Optimice el pH de la fase movil
Pruebe un pH medio o alto si el pH bajo no funciona

Si un método optimizado de pH bajo no proporciona una separacion ideal, se puede usar una fase mavil con pH medio o alto. Con pH alto,
la selectividad suele ser muy diferente porque los aminoacidos acidos pasan a tener carga negativa y algunos aminoacidos basicos pueden
perder su carga. ZORBAX 300Extend-C18 es una opcion excelente para la separacion a pH medio a alto.

Columna: ZORBAX 300Extend-C18 Gradiente B al 5-60% en 30 min
4,6 x 150 mm, 5 pm
773995-902 Temperatura: 25-30 °C (<60 °C)
Fase movil: A:NH,0H 20 mM en H,0 Velocidad de flujo: 1 ml/min

B: de NH,0H 20 mM en ACN al 80%

WWW.AGILENT.COM/CHEM/LC LCYLC/MS 445



COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Opciones de columnas iniciales para la separacion analitica de péptidos, polipéptidos y proteinas

pH bajo pH medio y alto
PM <50 kDa PM <1 000 kDa PM <25 kDa
ZORBAX 300SB-C8 Poroshell 300SB-C18 ZORBAX 300Extend-C18
4,6 x 150 mm, 3,5 pm 21 x75 mm, 5 pm 2,1 x 150 mm, 3,5 pm
863973-906 660750-902 763750-902

Métodos de LC/MS de fase reversa

La LC/MS de proteinas y péptidos se usa para proporcionar informacion para la caracterizacion de proteinas, para identificar de forma precisa las
modificaciones posteriores a la traduccion de las proteinas y para determinar el peso molecular de péptidos naturales y sintéticos. La LC/MS también se usa
para llevar a cabo la identificacion de proteinas en separaciones 2D en aplicaciones proteémicas. Por consiguiente, la LC/MS de proteinas y péptidos es un
area de separacion critica que precisa algunas recomendaciones especiales en cuanto a las columnas y la fase mavil. Por lo general, para LC/MS se utilizan
los tamafios de columna mas pequefios y normalmente no se usa TFA en la fase mévil debido a que, con este aditivo, se reduce la sensibilidad de la MS.

Opciones de columna iniciales para la separacion de LC/MS de proteinas y polipéptidos

Aplicaciones de LC/MS analiticas: las columnas con un d.i. de 2,17 mm proporcionan buena sensibilidad cuando el tamafio de la
muestra no esta limitado. Con las columnas Poroshell, se utilizan columnas con un d.i. menor, T mm.

pH bajo pH medio y alto
PM <50 kDa PM <1 000 kDa PM <25 kDa 300
ZORBAX 300SB-C8 Poroshell 300SB-C18 ZORBAX 300Extend-C18
21 x 150 mm, 3,5 pm 1,0 x 75 mm, 5 pm 2.1 x 150 mm, 3,5 pm
863750-906 661750-902 763750-902

Aplicaciones de alta sensibilidad/proteomicas

Las columnas capilares se utilizan para aplicaciones con proteinas y péptidos de alta sensibilidad. Las columnas con d.i. de 0,56 mm se utilizan
para separaciones de proteinas y digestiones de proteinas, mientras que las columnas con d.i. de 0,3 mm se suelen utilizar para las digestiones
de proteinas. Estas se pueden analizar con pH alto con una fase mévil de hidroxido amonico. Las nanocolumnas (d.i. de 0,1 y 0,075 mm) suelen
utilizarse en sistemas de LC/MS 2D para aplicaciones proteomicas y la opcion inicial es C18 de fase ligada.
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Meétodos para columnas de intercambio i6nico Bio

Intercambio cationico

(SCX, WCX) Intercambio anidnico
Anticuerpos monoclonales Anticuerpos monoclonales, (SAX, WAX)
Bio MAb proteinas, péptidos y Oligonucledtidos, proteinas
glicoproteinas

Condiciones iniciales recomendadas

Fase movil: A: Fosfato sodico Fase movil: A: Fosfato sodico Fase movil: A: Tampon Tris 10 mM,
20 mM, pH 5,5 20 mM, pH 5,0 pH 8 para WAX o
B: Tampon A més para WCX o pH 9.0 para SAX
NaCl 400 mM pH 6,0 para SCX B: Tampon A
B: Tampon A mas NaCl 400 mM
Gradiente B al 10-35% en 50 min mas NaCl 500 mM
Gradiente Bal 1-100%
Tamaiio de 2 mg/ml; Gradiente Bal 1-100% en 30 min para
muestra: inyeccion de 5 pll en 30 min para columnas de 50 mm,
_ _ columnas de 50 mm; 60 min para
Temperatura:  Ambiente 60.min para columnas de 250 mm
) columnas de 250 mm
Deteccion: UV, 220 nm . .
Tamaiio de 2 mg/ml;
Tamaiio de 2 mg/ml; muestra: inyeccion de 5 pl

muestra: inyeccion de 5 pl
Temperatura:  Ambiente

Temperatura:  Ambiente
Deteccion: UV, 220/280 nm

Deteccion: UV, 220/280 nm

Seleccione la velocidad de flujo en funcion del diametro de la columna y el tamaiio de particula

Columnas de 2,1 mm de d.i. Columnas de 4,6 mm de d.i.
Tamaiio de particula, pm Velocidad de flujo, ml/min Tamaiio de particula, pm Velocidad de flujo, ml/min
5 0.1-05 1,7 0.1-0,3
1,7 0.1-0,8 3 0.1-0,5
5 01-0,8
10 0.1-1,0
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Optimice las condiciones
Algunas separaciones podrian requerir un tampon, una fuerza iénica, un pH o una temperatura especificos

Fuerza ionica

Se necesita una fuerza idnica determinada para mantener la funcion de las columnas. Normalmente se necesita una concentracion minima de sal
de 10-20 mM. Sin embargo, una fuerza superior a 20 mM podria impedir la adsorcion de biomoléculas en la columna. Las sales que se Utilizan
habitualmente son el cloruro sadico y potasico, y el acetato. Para la elucion, la concentracion tipica de sal es de 400-500 mM.

Nota: no utilice nunca agua sola para lavar las columnas ya que provoca un aumento importante de la contrapresion.

Seleccion de tampones y pH

Los tampones juegan un papel clave en la optimizacion de las separaciones. Los tampones
de fosfato suelen utilizarse para anticuerpos y numerosas biomoléculas. Se recomiendan
también los siguientes tampones: MES, Tris y ACES. Utilice tampones con un pH 5,0-6,5.
Normalmente el pH se puede ajustar en +/- 0,2 unidades. Para algunas proteinas
especificas podrian ser necesarios tampones con un pH mayor (pH >6,5). Para ajustar

el pH se puede utilizar acido fosforico, acido acético, HCl y NaOH.

Para la elucion también se pueden usar gradientes de pH.

Aditivos

Disolventes organicos

Se puede usar acetonitrilo, etanol, metanol y
otros disolventes similares hasta el 50%.
Detergentes

Se pueden usar detergentes no ionicos,
anionicos y zwitterionicos. No se recomiendan
los detergentes cationicos.

Temperatura

Seleccion de tampones y pH

Para el intercambio aniénico se recomiendan
tampones de acetato y fosfato de pH 8,0-9,0.
Normalmente el pH se puede ajustar en +/- 0,2
unidades. Para algunas proteinas determinadas
podrian ser necesarios tampones con un pH
mayor o menor. Para ajustar el pH se puede
utilizar &cido fosforico, acido acético, HCl y
NaOH.

Para la elucion también se pueden usar
gradientes de pH.

Aditivos

Disolventes organicos

Se puede usar acetonitrilo, etanol, metanol y
otros disolventes similares hasta el 50%.

Detergentes

Se pueden usar detergentes no ionicos,
cationicos y zwitterionicos. No se
recomiendan los detergentes anionicos.

Las columnas Agilent Bio MAb e |IEX son estables hasta 80 °C. Sin embargo, muchas proteinas y biomoléculas son termolabiles.
Asegurese de establecer |a estabilidad de la temperatura de la muestra antes de usar altas temperaturas para la separacion.
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Métodos para columnas de SEC

Elija las columnas y condiciones iniciales para la separacion basada en tamaiio de biomoléculas,
analisis de agregacion: péptidos, polipéptidos y proteinas

Péptidos, polipéptidos, proteinas Péptidos, polipéptidos, proteinas
PM >0,1-1.250 kDa PM >0,1-10.000 kDa

Seleccione la columna en funcion del rango de pesos moleculares y del tamaiio de poro

Agilent Bio SEC-3 (3 pm) Agilent Bio SEC-5 (5 pm)
Tamaiio de poro Rango de PM, kDa Tamaiio de poro Rango de PM, kDa
100 A 0,1-100 100 A 0,1-100
150 A 0,5-150 150 A 0,5-150
300 A 5-1.250 300 A 5-1.250
500 A 15-5.000
1.000 A 50-7.500
2.000 A >10.000

Condiciones iniciales de separacion recomendadas

Columna: Agilent Bio SEC (3 pmy 5 pm) Temperatura: Recomendado: 10-30 °C, méximo: 80 °C
Fase movil: Tampon fosfato, 150 mM, pH 7,0 Velocidad de flujo:  0,1-0,4 ml/min para columnas de 4,6 mm de d.i.
Gradiente Isocratica en rango de 30-60 min

0,1-1,25 ml/min para columnas de 7,8 mm de d.i.

Tamaiio de muestra: < 5% del volumen total de la columna

*Se pueden usar otros tampones acuosos con alta o baja concentracion de sal.

Para obtener mas informacion, consulte la nota de aplicacion: Defining the Optimum Parameters for Efficient Size Separations of Proteins
(n.° de publicacion 5990-8895EN).

www.agilent.com/chem/library
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Después del cromatograma inicial, puede ser necesario realizar cambios adicionales para mejorar la separacion, mantener la solubilidad de las
proteinas o para reducir la interaccion de la muestra con los medios cromatogréaficos. Se puede aumentar o disminuir la fuerza iénica de la fase movil
para obtener una separacion optima. Normalmente también se puede ajustar el pH en + 0,2 unidades. Si fuera necesaria una mayor optimizacion,
debe ampliarse el rango hacia arriba o hacia abajo. También se puede modificar la temperatura o agregar un disolvente orgénico.

Estos son los tampones tipicos para los protocolos que requieren sal adicional:

Cloruro sadico 100-150 mM en fosfato sadico 50 mM, pH 7,0.
Sulfato sodico 100-150 mM en fosfato sodico 50 mM, pH 7,0.
Urea 50-100 mM en fosfato sodico 50 mM, pH 7,0.

También se pueden utilizar otras sales similares (como KCl) e hidrocloruro de guanidina.

Intervalo de pH:

2,0-856

Las posibles adiciones de disolventes organicos incluyen:

Etanol al 5-10% (u otros disolventes similares) en fosfato sédico 50 mM, pH 7,0.

DMSO0 al 5% en fosfato sodico 50 mM, pH 7,0.

Temperatura:

Normalmente, las separaciones por SEC se realizan a 20-30 °C. La separacion de proteinas y péptidos podria requerir temperaturas mayores
para mejorar tanto la resolucion como la recuperacion de proteinas y péptidos hidréfobos.

La temperatura maxima de las columnas Bio SEC es de 80 °C.

CATALOGO ESENCIAL
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Meétodos para columnas capilares de alta sensibilidad

Consideraciones de la fase movil

pH bajo pH medio y alto
Por lo general no se utiliza TFA para separaciones mediante LC/MS La LC/MS también se puede llevar a cabo con un pH alto,
de proteinas y péptidos. Normalmente, el primer paso es reemplazar con 10-20 mM de NH,0H como aditivo de fase movil.

el TFA con acido férmico al 0,1-1%. También se puede usar &cido
acético, hasta el 1%, como modificador alternativo de fase movil.

Aln es posible obtener la mejor separacion con un pH bajo, con TFA
en la fase mavil. En algunos casos, el TFA puede desplazarse después
de la columna con un &cido alternativo, por ejemplo, &cido propidnico.

WWW.AGILENT.COM/CHEM/LC
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Nanocolumnas

RECOMENDACIONES
Y HERRAMIENTAS

Agilent ofrece diferentes e-seminarios y
formacion presencial para ayudarle a
convertirse en un experto eficiente en
cromatografia.

Para obtener mas informacion, visite
www.agilent.com/chem/education

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA

Columnas capilares y nanocolumnas

* Méxima sensibilidad para sus muestras mas pequefas
¢ Compatibilidad con todas las interfases LC/MS
¢ Diametros internos de 0,5, 0,3, 0,1y 0,075 mm

* Rellenos/fases para moléculas tanto pequefias como grandes (tamarios de poro de 80 Ay 300 A,
respectivamente)

* |deales para aplicaciones 1D y 2D (protedmicas)

Las columnas capilares (0,5 mm, 0,3 mm de d.i.) y nanocolumnas (0,1 mm, 0,075 mm de d.i.) Agilent
Z0RBAX estan ahora disponibles en una amplia variedad de fases, tamafios de poro y dimensiones.
Estas columnas son ideales para aplicaciones con severas limitaciones de muestra porque ofrecen una
sensibilidad mejorada reduciendo la dilucion de la muestra en la columna. Esa alta sensibilidad se puede
conseguir con excepcional reproducibilidad usando columnas e instrumentos HPLC de baja dispersion de
Agilent. La aplicacion de mayor crecimiento para las columnas capilares y nanocolumnas es el analisis
LC/MS 2D de complejas muestras protedmicas. Agilent proporciona todas las columnas necesarias para
la separacion 2D: las columnas SCX para la primera dimension, la columna trampa de fase reversa y

la columna de fase reversa para la segunda dimension.
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Nanocolumnas ZORBAX para el analisis
de alta sensibilidad mediante LC/MS de
digestos proteicos

Columna: ZORBAX 300SB-C18

5065-9911

0,075 x 150 mm, 3,5 pm
Fase movil: A: Agua + acido formico al 0,1%

B: ACN + &cido formico al 0,1%
Velocidad de flujo: 600 nl/min
Gradiente: De 2% B a 52% B en 25 min
Detector: MS con nanoelectrospray de i6n positivo
Muestra: Digestion de 8 proteinas 100 fm (1 pl)

Intens.

0.5

!

T T T T
2.5 5.0 7.5 10.0

Time (min)

T
125

T T T T
150 176 200 225

LCSBO08

Para el andlisis de alta sensibilidad mediante LC/MS de una muestra de digestos proteicos se utiliza una nanocolumna de HPLC ZORBAX, d.i. 0,075 mm.

Alta sensibilidad con columnas capilares

ZORBAX SB-C18
5064-8255
0,3 x 150 mm, 5 pm

ZORBAX SB-C18
5064-8256
0,5 x 150 mm, 5 pm

ZORBAX SB-C18
863600-902
1,0 x 150 mm, 3,5 pm

ZORBAX SB-C18
883975-902
4,6 x 150 mm, 5 pm

200 ng bifenil

Columna:

Columna:

Columna:

Columna:

Muestra:

mAU

1400 0.3 mm

1200
1000
800
600—
400~
300

0.5 mm

' 1.0 mm

200 A ”\L
0 :N‘A_r:’)L/\— 46 mm’

v

1 1 1
0 2.5 5.0 75

1
10.0

I I I
12.5 15.0 17.5

Time (min)

LCCNO002

Las aplicaciones con limitaciones de muestra requieren dimensiones de columna capilar para minimizar la dilucion de la muestra en la columna y mejorar la sensibilidad. El
capilar de 0,3 mm de este ejemplo ofrece una sensibilidad 100 veces mayor que la columna estandar de 4,6 mm. Las columnas Agilent Nanobore (d.i. de 0,1 mm a 0,075 mm)
pueden proporcionarle una sensibilidad hasta 2 000 veces superior para las aplicaciones de muestras mas limitadas.

WWW.AGILENT.COM/CHEM/LC
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Suero humano: aislamiento de proteinas
de baja abundancia e identificacion
mediante LC/MS

Columna: ZORBAX 300SB-C18
Trampa: 0,3 x 5 mm, 5 pm,
5065-9913
Analitica: 0,3 x 150 mm, 5 pm,
5064-8263

Cromatograma de picos base

Intens.
Fase movil: A: Agua + &cido formico al 0,1% x107

B: Acetonitrilo + &cido formico al 0,1%
Velocidad de flujo: 6 pl/min

Gradiente: 0 min 3% B
5 min 3% B (cargando)
50 min 45% B
52 min 80% B
57 min 80% B
60 min 3% B

Muestra: Banda en 1-D en gel con digestos

Proteinas identificadas
1. a-1-Antiquimiotripsina

2. Antitrombina-Ill, precursor

3. Complemento del Factor B, precursor

I JMMWWJ\ x\:'(\.«l N\AAA
20 25 30 35 40 45

50 55
Time (min)

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 100mm (P/N 5185-5985) seguida por un digesto en gel 1-D.

LCBPO14

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

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

Fase movil: A: Agua + acido formico al 0,1%

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

Velocidad de flujo: 5,5 pl/min

Gradiente: 5-55% B en 50 min
85% B en 55-57
Detector: UV, 206 nm

Condiciones de MS: LC/MS: iones positivos,
ESI con trampa LC/MSD

Vcap: 4000V
Flujo de gas de secado: 7 I/min
Temperatura de gas
de secado: 250 °C
Nebulizador: 15 psi
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: 1,0V

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

% Relative Abundance

UV at 206 nm

phosphopeptide

Full Scan MS

x10°
25

688.4

% Relative Abundance
s
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05
___MKMMJMJ o ® g Bl e 0
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Time (min)

J;'uh.u-.J‘L"(
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25+ 982510929
I
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1
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LCBPO37
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Columnas capilares para analisis HPLC con
deteccion UV y MS
Columna: ZORBAX 300SB-C18 uv
5064-8263 100
0,3 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: 5-55% de B en 50 min, hasta el 85% de B desde 80
55-57 min =
A: Agua + cido formico al 0,1% § 60 -
B: Acetonitrilo + acido férmico al 0,1% N
Velocidad de flujo: 5,5 pl/min 3 40—
Detector: UV, 206 nm
20
Condiciones de MS: LC/MS: lones positivos,
ESI con trampa LC/MSD
Veap 4000V 0 | | | | | T T T I
Flujo de gas de secado: 7 I/min 0 1% 20 2% T"ﬁg 1min?5 40 45 50
Temperatura de gas de secado: 250 °C
Neb.u’llzador: 15 psi - MS
Tension de salida de la =
columna capilar: 50 V
Tiempo de acumulacion max: 300 ms » 08—
Promedios totales: 3 §
Anchura del aislamiento: 3 m/z g 06
Amplitud de fragmentacion: 1,0V 2 7
Muestra: 100 nl = 044
Digesto de beta caseina (4 pmol) :\5
0.2
Para la separacion de la digestion de proteinas se utiliza una
columna capilar ZORBAX 300SB-C18 (d.i. 0,3 mm). La deteccion 0.0 T T T T T T T T T
se realiza mediante UV y MS de electrospray. La deteccion con MS 0 15 20 26 ) 30 ) 3% 40 45 B0
se puede utilizar para la identificacion de fragmentos de péptidos. Time {min) -
WWW.AGILENT.COM/CHEM/LC LCYLC/MS
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Analisis 2-D LC/MS con columnas capilares y
nanocolumnas LC ZORBAX

Configuracion tipica de columna para 2-D HPLC

Bomba cuaternaria

Inyector automatico Serie 1100/1200

de microplacas
de pocillos serie

Columna de enriquecimiento

de fase reversa
Residuos

1100/1200
Nanobomba
=
v ”
> Deteccion (trampa
LC/MSD serie
1100/1200)

Columna de intercambio
cationico fuerte SCX

Compartimento de columna de las serie
1100/1200 de columna de fase reversa

Bomba cuaternaria
Inyector automatico serie 1100/1200
de microplacas
de pocillos serie

Columna de enriquecimiento
de fase reversa

Residuos

1100/1200
Nanobomba
&
v = Deteccion (trampa
LC/MSD serie
1100/1200)

Columna de intercambio
cationico fuerte SCX

Compartimento de columna de las serie
1100/1200 de columna de fase reversa

Ruta de flujo de un sistema Agilent personalizado para solucion proteémica de nanoflujo.

1. Carga de las muestras, elucion desde SCX y confinamiento en la columna de enriquecimiento.

2. Conmutacion de las valvulas en el compartimento de la columna, elucion desde la columna de enriquecimiento,
separacion en fase reversa y andlisis mediante MS.
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Determinacion de proteinas de una muestra compleja
mediante HPLC 2D con nanocolumnas para HPLC
Columna: ZORBAX 300SB-C18
5065-9913
0,3 x5 mm, 5 pm
Columna: ZORBAX 300SB-C18
5065-9911
0,075 x 150 mm, 3,5 pm
Fase movil: Bomba cuaternaria: Condiciones de MS: Fuente: Nano ESI, flujo de gas de secado:
acetonitrilo al 3%/4cido fc’)rmico al '0,1 % 5 I/min, temp. de gas de secado: 225 °C
Nanobomba:_ A= agga, acido formico al 0,1%, Trampa de iones: Skim: 1:35V, desfase de salida del tapon: 115V,
B = ACN, &cido formico al 0,1% octopolo 1:12V, octopolo 2:3,5 V, unidad de trampa: 80 V. ICC:
Velocidad de flujo:  Bomba cuaternaria: 30 pl/min activado, promedios: 4, tiempo prec. max.: 150 ms; objetivo 60.000,
Nanobomba: 300 nl/min positivo modo ion, modo MS/MS.
Gradiente: Bomba cuaternaria: Isocratico Muestra: Digesto triptico de seroalbimina bobina
Nanobomba: Volu‘men: Tag8ul ‘
6 min = 3% B, 120 min = 60% B, 125 min = 80% B, Elucion de paso de sal: 8 ml de 10 mM-100 mM KCI (incrementos
130 min = 80% B, 131 min = 3% B, 140 min=3% B de 10 ml\/l), 125 ml\/l, 150 ml\/l, 200 ml\/l, 300 ml\/I, 500 ml\/I, 1TM.
Intens.
106+
o 30 mM KCI
0.5
5
x10 60 mM KCI
6_
4_
2_
X105
6 75 mM KCI
4_
Digesto triptico de seroalblimina bobina (BSA). 2
Los cromatogramas de picos basicos muestran
una seleccion de fracciones de una separacion x1105— 120 mM KCI
2-D HPLC. Los cromatogramas simples 0
representan péptidos de BSA en elucion a una
. . . 0.5
concentracion de sal determinada seguida de
una cromatografia de fase reversa y
IS T T T T T T T T
enriquecimiento. 5 10 15 20 25 30 35 40
Time (min)
LCCNOO4
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ZORBAX Bio-SCX Serie Il

Z0RBAX tiene también columnas Bio-SCX Serie |I, disefiadas para separaciones 2D optimizadas de
péptidos y proteinas usando LC/MS. Este relleno se basa en particulas de silice ultrapura ZORBAX de
3,5 um ligadas con un polimero biocompatible funcionalizado con grupos de &cido sulfénico. Eso aporta

una fuerte retencion y buena forma de pico en el paso de intercambio ionico del andlisis 2D de péptidos
Nanocolumnas

y proteinas.
Especificaciones de columnas
Tamaiio de Superficie Rango de
Fase ligada poro especifica pH Funcionalidad Presion maxima
Z0RBAX Bio-SCX Serie Il 300 A 90 m?/g 2,5-85 Acido sulfonico 350 bares

ZORBAX Bio-SCX Serie Il

Tamaiio Tamaiio de particula  Bio-SCX
Descripcion (mm) (um) Serie Il
Capilar 0.3x35 35 5065-9912
Capilar 0,8x50 35 5065-9942

158 CATALOGO ESENCIAL
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Retencidn superior de péptidos de tamaiio
pequeiio con ZORBAX Bio-SCX serie Il

Columna: ZORBAX Bio-SCX Serie Il
5065-9912
0,3 x 35 mm, 3,5 pm 1 : 1. Tp-Tyr
AU
Fase movil: 95% de NaCL 40 mM: ACN al 5%, i 2. Met-Tip
Acido formico al 0,3% 20
Velocidad de flujo: 5 pl/min - | | , : :
Detector: 230 nm 0 2 4 ) ) 6 8 10
Time (min)
Muestra: Dipéptidos sintéticos )
mAU 1
40
20
0
T T T T T T
6 8 10
Time (min)

LCIE002

La nueva columna ZORBAX Bio-SCX Serie Il ofrece una mayor retencion de péptidos de menor tamaio que otras columnas SCX. El resultado es una mayor resolucion de mas
fragmentos de péptidos hidréfilos y una identificacion mas precisa en el empleo de estas columnas para andlisis 2-D HPLC.
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Columnas capilares de HPLC ZORBAX (acero inoxidable forrado de vidrio)

Tamaiio Tamaiio de particula Poroshell Bio-SCX
Descripcion (mm) (um) 300SB-C18 300SB-C8 300SB-C8 300Extend-C18 Serie ll
Capilar 0.8x50 35 5065-9942
Capilar 0,5 x 250 5 5064-8266
Capilar 0,5 x 150 5 5064-8264
Capilar RR 0,5 x150 35 5064-8268
Capilar 05x75 5 5065-4468
Capilar 0,5x35 5 5064-8294
Capilar RR 0,5x35 35 5065-4459
Capilar 0,3x250 5 5064-8265
Capilar 0,3x150 5 5064-8263
Capilar 0.3x35 5 5064-8295
Capilar 0.3x35 35 5065-9912
Capilar RR 0,3x150 35 5064-8267  5065-4460 5065-4464
Capilar RR 0.3x100 35 5064-8269  5065-4461 5065-4465
Capilar RR 0.3x75 35 5064-8270  5065-4462 5065-4466
Capilar RR 0.3x50 35 5064-8300  5065-4463 5065-4467
Pantallas de repuesto, 10/paq. 5065-4427  5065-4427 5065-4427 5065-4427
Nanocolumnas de HPLC ZORBAX (PEEK)
Tamaiio Tamaiio de particula 300SB-C18 300SB-C8
Descripcion (mm) (um) USP L1 USP L7
Nano RR 0.1x150 35 5065-9910
Nano RR 0.075x 150 35 5065-9911
Precolumna/trampa ZORBAX 300SB-C18, Nano RR 0,075 x 50 35 5065-9924  5065-9923
5065-9913 Trampa/Precolumna, 03x5b 5 5065-9913 5065-9914
5/paq.
Kit de soporte de la precolumna/trampa 5065-9915 5065-9915
CATALOGO ESENCIAL
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Columnas MicroBore (1.0 mm d.i.)

* Alta sensibilidad para pequefios tamafios de muestra
* Compatibles con interfases LC/MS
* Amplia variedad de fases ligadas

* Particulas poliméricas y de silice

Las columnas Agilent ZORBAX MicroBore (diametro interno de 1,0 mm) suelen ser una buena opcion si los
volimenes de muestra son limitados. Permiten aumentar los limites de deteccion b veces en las columnas
con un didmetro interno de 2,1 mm si se usa la misma masa de muestra. Este aumento de la sensibilidad
puede ser fundamental. Las columnas MicroBore usan velocidades de flujo bajas (normalmente, ~ 50 pl/min).
Por lo tanto, estas columnas son ideales para su uso con detectores que requieren velocidades de flujo
bajas, como determinados espectrometros de masas y sistemas capilares para LC.

Las columnas MicroBore ofrecen un rendimiento optimo con los sistemas de HPLC adquiridos o modificados

para el uso de microbore. Hay disponible una amplia variedad de fases ligadas para su uso hasta 400 bares,

incluidas las columnas StableBond SB-C18, SB-C8, 300SB-C18, Eclipse XDB-C18 y XDB-C8, Bonus RP,

Extend C-18 y Poroshell. Ademas, hay disponibles precolumnas con una profundidad de tope de tubo

ajustable para permitir una conexion perfecta de volumen muerto cero en cada proceso. Fase ligada 300 StableBond

protegida estéricamente

Separacion de una digestion triptica
con ZORBAX MicroBore 300SB-C18

Columna: ZORBAX 300SB-C18
863630-902
1,0 x 150 mm, 3,5 pm

Fase movil: Gradiente: 2-60% de B en 60 min

A:TFAal 0,1%
B: TFA al 0,075%/ACN al 80%

Velocidad de flujo: 50 pl/min
Temperatura: 50°C
Detector: UV, 215 nm
Muestra: 24l
Digesto triptico de rhGH
15} s ]
. . . [ I I T I [ I I I I I T
Este ejemplo de una digestion triptica separada con 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
una columna MicroBore muestra la alta sensibilidad Time (min) .
y resolucion que se pueden obtener con columnas
de 1,0 mm de d.i.
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HPLC Microbore para analisis peptidicos sensibles

Columna: PLRP-S, 100 A
5 pm, 150 mm x varios diametros internos
Fase movil: A: Tris HCI 0,01 M, pH 8
B: A+ NaCl 0,35 M, pH 8
Velocidad de flujo: 1 ml/min
Gradiente: Lineal 20% de ACN, TFA al 0,1%

hasta 50% de ACN, TFA al 0,1% en 15 min

Volumen de inyeccion: 0,5 pl
Conc. de muestra: 0,25 mg/ml
Detector: UV, 220 nm

Identificacion de picos

A. 1,0 mm d.i. (velocidad de flujo 47 pl/min)
B. 2,1 mm d.i. (velocidad de flujo 200 pl/min)
C. 4,6 mm d.i. (velocidad de flujo T ml/min)

1. Oxitocina

2. Angiotensina Il
3. Angiotensina |
4. Insulina

A
B
Separacion de péptidos en columnas de 5 ymy 100 A PLRP-S Agilent. C
0
|dentificacion de picos
¢ 1.0mm
= 271mm
A 46mm
90~ Insulina 1207 Oxitocina
80
70
60
8 8
S 50 =]
3 3
8 40+ 3
= <
30
20
10+
L —
0 T T 1
0 50 100 150 0 50 100 150
conc. (ng) conc. (ng)

Grafico de curva estandar en columnas Agilent PLRP-S.

Area de pico

min 8

160  Angiotensina Il

Angiotensina |

140+
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100+
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0
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MicroBore (1,0 mm d.i.)

Tamaiio Tamaiio de particula 300SB-C18  300SB-C8
Descripcion (mm) (um) USP L1 USP L7
MicroBore 1,0 x 250 5 861630-902
MicroBore RR 1,0 x 150 35 863630-902  863630-906
MicroBore RR 1,0 x50 35 865630-902  865630-906
Precolumna MicroBore, 3/paq. 1.0x17 5 5185-5920 5185-5920
Tamaiio Tamaiio de particula Poroshell Poroshell Poroshell Poroshell
Descripcion (mm) (um) 300SB-C18  300SB-C8 300SB-C3 300Extend-C18
MicroBore 1.0x75 5 661750-902  661750-906  661750-909  671750-902
Precolumna MicroBore, 3/pagq. 1,0x17 5 5185-5968  5185-5968  5185-5968
PLRP-S PLRP-S PLRP-S PLRP-S
Tamaiio Tamaiio de particula 100 A 300 A 1.000 A 4.000 A
Descripcion (mm) (pm) USP L21 USP L21 USP L21 USP L21
MicroBore 1,0 x 150 3 PL1312-3300
MicroBore 1,0 x50 3 PL1312-1300 PL1312-1301
MicroBore 1,0 x50 5 PL1312-1500 PL1312-1501 PL1312-1502 PL1312-1503
MicroBore 1.0 x50 8 PL1312-1802 PL1312-1803
Tamaiio Tamaiio de panicula PL-SAX PL-SAX PL-SCX PL-SCX
Descripcion (mm) (pm) 1000A 4000A 1000 A 4000 A
MicroBore 1.0x50 5 PL1351-1502 PL1351-1503 PL1345-1502 PL1345-1503
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Purificacion — HPLC preparativa

Agilent dispone de una completa gama de columnas y medios para HPLC de silice y poliméricos disefiados
para la purificacion de biomoléculas. Son columnas preparativas para particulas pequenas de gran eficacia
para la purificacion de cantidades de pg y mg de un candidato a farmaco biofarmacéutico, y medios a
granel completamente porosos para rellenar las columnas de desarrollo y procesamiento para purificar
cantidades de 100 g, kg y multi-kilogramos de API.

Algunas columnas estan disefadas especificamente para satisfacer las necesidades de purificacion de gran
eficacia, mientras que otros productos ofrecen una escalabilidad sencilla desde columnas analiticas para
particulas pequefias hasta la produccion de APl a gran escala. En la Tabla 1 se muestran las opciones de
columnas y medios preparativos y la cantidad de producto que se puede purificar.

Columnas poliméricas HPLC preparativa

Ciclo de vida biofarmacéutico Deteccion Desarrollo Produccion
Hg mg g kg multi-kg
Gran eficacia alto rendimiento

>
NE—

VariTide RPC

PLRP-S 100A, 300A,
1000A, 4000A

PL-SAX
Intercambio idnico PL-SCX

Exclusion por ZORBAX GF-250/450
tamaiio

Il

Tabla 1: Columnas y medios de Agilent para la purificacion de biomoléculas: tipo cromatografico, familia de productos y escala de purificacion.
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Seleccion de columnas para purificacion

Accesorios Técnica Notas Columnas Agilent
Proteomica Fase reversa Columna especializada de gran recuperacion para aplicaciones proteémicas. mRP-C18

Esta disefiada para la purificacion de cantidades de pg con la méxima recuperacion.
Todas las Fase reversa Particulas con base de silice de 300 A de gran eficacia. Z0RBAX PrepHT 300SB
biomoléculas
Péptidos Fase reversa Material polimérico disefiado para la purificacion de péptidos sintéticos. Es una solucion VariTide RPC
sintéticos muy eficaz de una sola columna para toda la gama de péptidos sintéticos (acidos, bases,

hidrafobos e hidrofilos) y cubre la gama completa de péptidos producidos mediante

sintesis en solucion y en fase sélida.
Todas las Fase reversa Gama de productos de fase reversa poliméricos de la mejor calidad, con una gama de PLRP-S
biomoléculas tamafios de poro y tamafios de particula que permite obtener una purificacion en el

laboratorio altamente eficaz usando una columna preparativa para particulas pequefas,

y ampliar el sistema para una purificacion de procesamiento a gran escala con particulas

mas grandes. Utilice PLRP-S cuando la purificacion se vaya a ampliar para producir APl'y

necesite documentacion relativa al cumplimiento de la normativa.

e 3 umy 5 pm para una gran eficacia

o Particulas de 8 ym, 10 pm, 10-15 pm, 15-20 pm, 30 umy 50 pm para la purificacion a

una escala mayor y a baja presion

Todas las Intercambio Intercambiador anionico fuerte completamente poroso PL-SAX
biomoléculas 1onico » Tamano de particula de 5 um para separaciones de gran eficacia

e Particulas de 8 um, 10 ymy 30 pm para la purificacion media y de baja presion a

una escala mayor
Intercambiador cationico fuerte completamente poroso PL-SCX

* Tamafio de particula de 5 um para separaciones de gran eficacia
e Particulas de 8 um, 10 pmy 30 pm para la purificacion media y de baja presion
a una escala mayor
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Columnas de cartucho
Zorbax PrepHT StableBond 300A

ZORBAX StableBond 300 A

ZORBAX PrepHT

Las columnas Agilent Zorbax PrepHT permiten conseguir facilmente unos niveles altos de pureza,
recuperacion y rendimiento. Estas columnas estan disponibles con una amplia variedad de fases ligadas
(StableBond 300 A, C18, C8, C3'y CN) para optimizar la resolucion y capacidad de carga en cualquier
condicion.

Las columnas Zorbax PrepHT se rellenan con tamafos de particula de 5y 7 pm para lograr una resolucion
muy alta. Esta alta resolucion permite a su vez alta capacidad de carga, rendimiento y pureza de los
compuestos. Las columnas con un didmetro mayor y las particulas ZORBAX, mecanicamente mas
resistentes, permiten unas velocidades de flujo de hasta 100 ml/minuto, lo que aumenta el rendimiento.

Las columnas Zorbax PrepHT estan disefiadas para un escalado rapido a partir de la escala preparativa

sin perder el nivel de resolucion. En el caso de separaciones complejas en columnas de mayor tamafio
(diametro interno de 21,2 mm vy longitud a partir de 150 mm), Agilent ha seleccionado cuidadosamente el
tamafio de particula de 7 um para lograr el equilibrio entre el alto rendimiento v la alta capacidad de carga.

Hardware Descripcion

Tamaiio Tamaiio de particula  300SB-C18  300SB-C8 300SB-CN  300SB-C3
(mm) (pm) USP L1 USP L7 USP L10 USP L56

Columnas de cartucho PrepHT (requieren kit de conexiones 820400-901)

2/paq.

Hardware de precolumna

A Cartucho PrepHT 21,2 x 250 7 897250-102  897250-106 897250-105 897250-109
A Cartucho PrepHT 21,2 x 150 7 897150-102  897150-106 897150-109
A Cartucho PrepHT 21,2 x 150 5 895150-902  895150-906 895150-909
A Cartucho PrepHT 21,2 x 100 5 895100-902  895100-906 895100-909
A Cartucho PrepHT 21,2x50 5 895050-902  895050-906 895050-909
A Conexione terminales PrepHT, 820400-901  820400-901 820400-901 820400-901
2/paq.

A Precolumna PrepHT, 17.0x75 5 820212-921  820212-918 820212-924 820212-924
A

820444-901  820444-901 820444-901 820444-901
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PLRP-S para preparacion para proceso

* La fase de deteccion hasta la de produccion de multi-kg de conformidad con ¢cGMP reduce el tiempo
de desarrollo del método.

* La estabilidad quimica para las separaciones, la optimizacion, el saneamiento y la regeneracion
aumentan la selectividad y la vida util de las columnas.

* Un dnico lote de relleno para varias columnas reduce el tiempo de inactividad del sistema y los costes
de validacion.

Los medios PLRP-S (particulas rigidas de poli[estireno/divinilbenzeno]) estan disponibles en una variedad
de tamanios de poro para purificacion de moléculas pequefas, biomoléculas sintéticas y macromoléculas.
Su estabilidad térmica y quimica las hace ideales para purificaciones que requieran condiciones extremas
para la preparacion de muestras, elucion de compuestos y regeneracion de columnas.

La capacidad y la resolucion son dos pardmetros clave para maximizar el rendimiento de una purificacion.
Con una gran seleccion de tamafios de poro y el amplio rango de condiciones operativas, PLRP-S ofrece
mas opciones para conseguir el mejor proceso. Los tamafrios de particula varian desde 3 pm hasta 50 um
para escalado desde la fase de deteccion de pg/mg hasta la produccion de multi-kg de conformidad con
cGMP. La excelente estabilidad quimica, de hasta 1 M de NaOH, permite el saneamiento y la regeneracion
que aumentan la vida util de las columnas. Disponemos de lotes de medios de hasta 600 |, que permiten
rellenar varias columnas con un solo lote.

Como parte de nuestro compromiso con la calidad y el suministro continuo, todo el proceso de fabricacion
se lleva a cabo siguiendo un proceso totalmente documentado. Disponemos de un archivo maestro de
medicamentos (DMF) del tipo Il y de archivos de conformidad con la normativa, ya que se realizan de
forma rutinaria auditorias de los materiales del proceso y de las instalaciones.
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Guia de aplicacion del proceso preparativo PLRP-S

Tamaiio de poro medio PLRP-S

Aplicacién 100A 300A 1000A 4000A
Biomoléculas, péptidos y oligonucleétidos sintéticos v v

Biomoléculas, péptidos y proteinas recombinadas v v

Biomoléculas grandes, anticuerpos y fragmentos de ADN v v
Moléculas pequefias, compuestos inestables incluyendo sensibilidad v

al metal

Especificaciones de columnas

Rango de pH 1-14

Contenido del tampon llimitado

Modificador organico 1-100%

Limites de temperatura 200 °C

Presion maxima 5-8 pm: 3000 psi (210 bares)

3 um: 4000 psi (300 bares)
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Purificacion de un oligonucledtido sin tritilo de B
g .y i .y 20 Pureza (CE): 90.54%

25 mer y cuantificacion analitica de la fraccion
con PLRP'S 100 A, 4,6 X 50 mm Recuperaciﬂn: 83.20%
Columna: PLRP-S 100 A

PL1512-1300 z

4,6 x 50 mm, 3 pm
Fase movil: A: acetato de trietilamonio (TEAA) 100 mM

B: TEAA 100 mM en 25:75 de acetonitrilo:agua 7

1
Velocidad de flujo: 1 ml/min 0 min 2%
80

Gradiente: B al 25% en 0 min, B al 35% en 2 min,

B al 45% en 22,5 min, B al 45% en 23 min,

B al 25% en 23,05 min, B al 256% en 26 min
Temperatura: 80°C z

1
o/
1
0 min 125

Carga prep. de bradiquinina en crudo

Columna: PLRP-S 100 A
PL1512-5100
4,6 x 250 mm, 10 pm

Muestra: 30 pl con 1,5 mg de péptidos en crudo

Fase movil: TFAal 0,1% en 21% de
ACN:79% de agua

Velocidad de flujo: 1 ml/min (360 cm/h)

min 30
VLCbradykinin

o —

Analisis fraccional: purificacion

- % de pureza con HPLC
por sobrecarga de concentracion 100

Los andlisis mediante HPLC de las fracciones
recogidas en el pico mostraron que las fracciones

1 a 4 contenian solo el péptido de interés, y que el
nivel de impureza aumentaba al aumentar el nimero
de fraccion. Gracias a la columna PLRP-S de gran
eficacia se pudo obtener una recuperacion del 97%
con una pureza del 100% a partir de crudo con un
91,7% de pureza. Para obtener mas informacion,
consulte la nota de aplicacién 5990-7736EN. Nimero de fraccién

—— % de pureza (bradiquinina)
—=— % de pureza (impureza)

% de pureza con HPLC
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Prep. para proceso PLRP-S

PLRP-S
100A

PLRP-S
300A

PLRP-S
1000A

PLRP-S
4000A

PL1812-3102

PL1812-3103

PL1812-6200

PL1812-6201

PL1812-6400

PL1812-6401

PL1812-6100

PL1812-6101

PL1812-6800

PL1812-6801

PL1712-6800

PL1712-6801

PL1712-3702

PL1712-3703

PL1712-3200

PL1712-3201

PL1712-3400

PL1712-3401

PL1712-3100

PL1712-3101

PL1712-3102

PL1712-3103

PL1712-3800

PL1712-3801

PL1212-6200

PL1212-6201

PL1212-6400

PL1212-6401

PL1212-6100

PL1212-6101

PL1212-6800

PL1212-6801

PL1212-3702

PL1212-3703

PL1212-3100

PL1212-3101

PL1712-3102

PL1712-3103

PL1212-3800

PL1212-3801

PL1212-1102

PL1212-1103

PL1512-5702

PL1512-5703

PL1512-5200

PL1512-5201

PL1512-5400

PL1512-5401

PL1512-5100

PL1512-5101

PL1512-5102

PL1512-5103

PL1512-5800

PL1512-5801

PL1512-3702

PL1512-3703

PL1512-3200

PL1512-3201

PL1512-3401

PL1512-3100

PL1512-3101

PL1512-3102

PL1512-3103

Tamaiio Tamaiio de particula
(mm) (um)
100 x 300 30
100 x 300 15-20
100 x 300 10-15
100 x 300 10
100 x 300 8
50 x 300 8
50 x 150 30
50 x 150 15-20
50 x 150 10-15
50 x 150 10
50 x 150 8
25x 300 15-20
25x 300 10-15
25x 300 10
25x 300 8
25x 150 30
25x 150 10
25x 150 8
25x 50 10
Columnas para desarrollo de métodos PLRP-S
4,6 x 260 30
4,6 x 250 15-20
4,6 x 250 10-15
4.6 x 250 10
4,6 x 260 8
4,6 x 150 30
4,6 x 150 15-20
4,6 x150 10-15
4,6 x150 10
4,6 x150 8

PL1512-3800

PL1512-3801




Medios a granel PLRP-S

COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Tamaiio de particula PLRP-S PLR!’-S PLRP:S PLRP:S
(um) Unidad 100A 300A 1000A 4000A
50 1 kg PL1412-6K00 PL1412-6K01 PL1412-6K02
100 g PL1412-4K00  PL1412-4K01  PL1412-4K02
30 1kg PL1412-6702 PL1412-6703
100 g PL1412-4702 PL1412-4703
15-20 1 kg PL1412-6200 PL1412-6201
100 g PL1412-4200 PL1412-4201
10-15 1 kg PL1412-6400 PL1412-6401
100 g PL1412-4400 PL1412-4401
10 1kg PL1412-6100 PL1412-6101 PL1412-6102 PL1412-6103
100 g PL1412-4100 PL1412-4101 PL1412-4102 PL1412-4103
8 1 kg PL1412-6800 PL1412-6801

Para pedir grandes cantidades, pongase en contacto con el personal local de ventas de Agilent.
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PL-SAX y PL-SCX para la preparacion
del proceso

* Purificaciones de intercambio ianico con un intervalo de pH mas amplio para mas aplicaciones.

* \elocidades de flujo y equilibrado rapido del proceso de HPLC para reducir el tiempo del ciclo de
purificacion.

* Gran tamafio de poro y transferencia de masa mejorada para purificaciones con una velocidad y
resolucion altas.

Estos materiales rigidos de intercambio ionico fuerte son extremadamente hidrofilos y estan disefiados

para la purificacion de biomoléculas. Los materiales PL-SAX y PL-SCX son totalmente poliméricos y ofrecen
estabilidad quimica y térmica en todos los procesos de HPLC. La funcion de intercambio ionico fuerte,
con un enlace covalente a un polimero quimicamente estable, facilita las purificaciones de intercambio
iénico en un rango de pH mas amplio. Esta estabilidad se puede aprovechar para sanear y limpiar la
columna. La estabilidad térmica también permite usar procesos de desnaturalizacion y productos estabilizantes
y solubilizantes para la purificacion de los compuestos de interés, como los que se encuentran en la purificacion
de oligonucledtidos sintéticos con secuencias autocomplementarias.

Los materiales con un gran tamario de poro (1000 Ay 4000 A) son mecanicamente estables y resistentes,
y se pueden aplicar a un amplio intervalo de velocidades lineales ademas de permitir el procesamiento
rapido de la carga de diluciones y ciclos de lavado. Las velocidades de flujo y el equilibrado rapido del
proceso de HPLC reducen el tiempo del ciclo de purificacion.

El relleno del hardware de la columna de compresion axial dinamica es sencillo y el resultado son columnas
de alto rendimiento con una reproducibilidad excelente y una vida Util prolongada. El tamafio de poro de
1000 A es apto para las purificaciones de alta capacidad y las particulas de gigaporos (4000 A) con una
transferencia de masa mejorada se destinan a las purificaciones de moléculas de gran tamafio con una
velocidad y resolucion altas.




COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Especificaciones de columna

PL-SAX PL-SCX
Matriz Totalmente poliméricos Totalmente poliméricos
Tamaiios de poro 1000A, 4000A 10004, 4000A
Tamaiios de particula 10 pm, 30 pm 10 pm, 30 pm
Forma de perla Esférica rigida Esférica rigida
Funcionalidad Amina cuaternaria Acido sulfonico
Estabilidad de presion 3000 psi 3000 psi
Estabilidad de temperatura 80°C 80 °C
Rango de pH 1-14 1-14
Compatibilidad eluyente Todos los tampones de Todos los tampones de
intercambio anionico intercambio catiénico
Densidad del lecho empaquetado 0,39 g/ml 0,39 g/ml
Purificacion de un oligonucledtido grande 80
Columna: PL-SAX 1000A, 8 pm
Fase movil: A:93% 0,1 M TEAA, pH 7:7% de ACN
B:93% 0,1 M TEAA, 3,24 M acetato amonico, -
pH 7:7% de ACN =
Gradiente: 0-100% B en 20 min.
Velocidad de flujo: 1,5 ml/min

Temperatura: 60 °C 07

Detector: UV, 290 nm . '

VLC005¢

Fraccionamiento preparativo de un filtrado de cultivo
que contiene amiloglucosjdasas con la columna
Agilent PL-SAX de 4 000 A Fraccionamiento preparativo

Columna: PL-SAX
PL1551-1803
4,6 x 50 mm, 8 pm

Fase movil: A: Tris HCI 0,01 M, pH 8
B: A+ NaCl0,5M, pH 8

Velocidad de flujo: 4,0 ml/min
Gradiente: Lineal 0-100% de B en 2 min
Detector: UV, 280 nm
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PL-SAX y PL-SCX para la preparacion del proceso

Tamaiio Tamaiio de particula PL-SAOX PL-SAOX PL-SQX PL-SQX
(mm) (um) 1000 A 4000 A 1000 A 4000 A
100 x 300 30 PL1851-3102 PL1851-3103 PL1845-3102 PL1845-3103
100 x 300 10 PL1851-2102 PL1851-2103 PL1845-2102 PL1845-2103
50 x 150 30 PL1751-3702 PL1751-3703 PL1745-3702 PL1745-3703
50 x 150 10 PL1761-3102 PL1751-3103 PL1745-3102 PL1745-3103
25 x 150 30 PL1251-3702 PL1251-3703 PL1245-3702 PL1245-3703
25 x 150 10 PL1251-3102 PL1251-3103 PL1245-3102 PL1245-3103
25 x 50 10 PL1251-1102 PL1251-1103 PL1245-1102 PL1245-1103
7.5 150 8 PL1151-3802 PL1151-3803
7,5 x50 8 PL1151-1802 PL1151-1803 PL1145-1802 PL1145-1803
Columnas para desarrollo de métodos PL-SAX y PL-SCX
) 4,6 x 250 30 PL1561-5702 PL1561-5703 PL1545-5702 PL1545-5703

CO';ES”Z;(iep’ifggayc';lgiifae'gf;ﬁgfso 4,6 x 250 10 PL1551-5102 PL1551-5103 PL15455102 PL15455103
4,6x150 30 PL1551-3702 PL1551-3703 PL1545-3702 PL1545-3703
4,6x 150 10 PL1561-3102 PL1551-3103 PL1545-3102 PL1545-3103

Medios a granel PL-SAX y PL-SCX

Tamaiio de particula PL-SAX PL-SAX PL-SCX PL-SCX

(pm) Unidad 1000A 4000A 1000A 4000A

30 1kg PL14561-6702 PL1451-6703 PL1445-6702 PL1445-6703
100 g PL14561-4702 PL1451-4703 PL1445-4702 PL1445-4703

10 1kg PL1451-6102 PL1451-6103 PL1445-6102 PL1445-6103
1009 PL14561-4102 PL1451-4103 PL1445-4102 PL1445-4103

Para pedir grandes cantidades, pongase en contacto con el personal local de ventas de Agilent.
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Purificacion de péptidos

VariTide es una solucion rentable para la produccion de péptidos sintéticos. Con esta columna podra

gestionar el coste y la eficacia de un gran volumen de produccion de péptidos sintéticos, desde cantidades

de pg a g. VariTide proporciona una solucion para las empresas de péptidos que fabrican pequenas Columnas VariTide RPC
cantidades de cientos o miles de péptidos en las que el tiempo de fabricacion se convierte en un factor

econdmico a tener en cuenta.

Columnas VariTide RPC para peéptidos sintéticos

* Una sola columna para toda la gama de péptidos sintéticos.

* Tamario de particula pequefio para obtener la maxima eficacia, incluso con columnas preparativas
de 1y 2 pulgadas.

* Medios a granel para rellenar columnas preparativas de 1y 2 pulgadas para la purificacion
de cantidades desde mg a g.

Las columnas y los medios VariTide RPC forman parte de la solucion para péptidos VariPep. Esta opcion
se recomienda para una separacion y purificacion rentables de péptidos sintéticos mediante métodos
genéricos.

Columnas VariTide RPC para péptidos sintéticos

Tamaiio (mm) Referencia

21,2 x 250 PLTE12-5A05
10,0 x 250 PL1012-bA05
4.6 x 250 PL1512-5A05

Medios a granel VariTide RPC

Descripcion Referencia
100 g PL1412-4A05
1kg PL1412-6A05
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Evaluacion de péptidos en crudo

Columna: VariTide RPC
PL1512-5A05
4,6 x 250 mm
Fase movil: Acido

A: TFA al 0,1% en 95% de agua:5% de ACN  Acido
B: TFA al 0,1% en 50% de agua:50% de
ACN
Bésico
A: 5% de ACN, 95% 20 mm de carbonato
de amonio, pH 9,5
A: 50% de ACN, 50% 20 mm de carbonato
de amonio, pH 9,5

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min (360 cm/h)
Gradiente: 0-100% B en 30 min.
Detector: UV, 220 nm

Impurezas principales no
separadas en pH acido

[ 1
0 min 30
VLCO052

VariPure IPE

* Preenvasada para mayor comodidad
* Retirada de agentes de pares i6nicos para una mayor productividad
* Alto rendimiento y ahorro para obtener una eficacia excelente

VariPure IPE es una resina amina cuaternaria apoyada por un polimero con un contraion bicarbonado.

Esta disefiada para eliminar los reactivos de pares idnicos acidicos, tales como el cido trifluoracético (TFA),
el acido formico o el &cido acético. VariPure IPE es un material de eliminacion de acido de alto rendimiento
y muy econémico proporcionado como dispositivos de tipo SPE preenvasados para ofrecer mayor comodidad.
El tamafio de particula, la capacidad y la geometria del dispositivo se corresponden para proporcionar un
tiempo de permanencia suficiente y conseguir una extraccion de par ionico eficaz con el flujo de gravedad.
Para los péptidos labiles al &cido, la eliminacion del agente de pares ionicos previene la degradacion por
acido del péptido durante el procedimiento posterior a la HPLC y aumenta el resultado de producto

purificado.
VariPure IPE

Capacidad de retirada
Carga contraidnica Unidad Referencia
100 mg por tubo de 3ml  Acido trifluoroacético, ~ 5 ml, 0,1% 50/paq. PL3540-D603VP
500 mg por tubo de 6 ml Acido trifluoroacético, ~ 25 ml, 0,1% 50/pagq. PL3540-C603VP
1 g por tubo de 20 ml Acido trifluoroacético, ~ 50 ml, 0,1% 25/pagq. PL3540-P603VP
25g PL3549-3603VP
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Bibliografia sobre las columnas BioHPLC

Nimero de Tipo de
Titulo Columna/Producto Aplicacion publicacion publicacion
Rapid Analysis of Adenovirus Type 5 Particles with Bio- Bio-Monolith QA Adenovirus 5990-5524EN Nota de aplicacion
Monolith Anion-Exchange HPLC Columns to Support the
Development of a High-Titre Manufacturing Platform
Separation of Two Sulfurated Amino Acids with other Eclipse Plus-C18 Analisis de 5990-5977EN Nota de aplicacion
Seventeen Amino Acids by HPLC with Pre-Column aminoacidos
Derivatization
Rapid, Accurate, Sensitive, and Reproducible HPLC Z0RBAX Eclipse AAA Analisis de 5980-1193EN Nota de aplicacion
Analysis of Amino Acids amino&cidos
High-Speed Amino Acid Analysis (AAA) on 1.8 pm Z0RBAX Eclipse Plus Analisis de 5989-6297EN Nota de aplicacion
Reversed-Phase (RP) Columns amino&cidos
Improved Amino Acid Methods Using Agilent ZORBAX Z0RBAX Eclipse Plus Analisis de 5990-4547EN Nota de aplicacion
Eclipse Plus C18 Columns for a Variety of Agilent LC amino&cidos
Instrumentation and Separation Goals
Rapid and Precise Determination of Cellular Amino Acid Z0RBAX Eclipse Plus Analisis de 5990-3283EN Nota de aplicacion
Flux Rates using HPLC with Automated Derivatization amino&cidos

with Absorbance Detection

Agilent PL-SAX 1000A HPLC Columns and Media PL-SAX Analisis/Preparacion - 5990-8200EN Folleto
Oligonuclectidos
Compliance for Biopharmaceutical Laboratories Columnas para LC Cumplimiento 5990-7001EN Texto de

de la normativa

introduccion

Macroporous Reversed-Phase C18 High-Recovery mRP-C18 Suero humano, 5989-2714EN Folleto
Protein Fractionation HPLC Column biomarcadores
Rapid Human Polyclonal IgG Quantification using the Bio-Monolith lgG 5989-9733EN Nota de aplicacion
Agilent Bio-Monolith Protein A HPLC Column
Rapid IgM Quantification in Cell Culture Production and Bio-Monolith QA IgM 5989-9674EN Nota de aplicacion
Purification Process Monitoring using the Agilent Bio-
Monolith QA Column
Optimization of Protein Separations on \Weak Cation- Bio IEX MAb 5990-8833EN Poster técnico
Exchange Columns — a Study of the Particle Size, Buffer
Salts and Gradients
(continuacion)
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COLUMNAS PARA SEPARACION DE BIOMOLECULAS

Nuamero de Tipo de
Titulo Columna/Producto Aplicacion publicacién publicacién
pH Gradient Elution for Improved Separation of Monoclonal Bio MAb MAb 5990-9629EN Nota de aplicacion
Antibody Charged Variants
Characterization of Monoclonal Antibodies on the Agilent Bio SEC MAb 5990-6414EN Nota de aplicacion
1260 Infinity Bio-inert Quaternary LC by Size Exclusion
Chromatography using the Agilent Bio SEC Columns
Agilent BioHPLC Columns for the Characterization of Biocolumns MAb 5990-7753EN Folleto
Monoclonal Antibodies
Fast Separation of Monoclonal Antibody and Dimer by Bio SEC MAb 5990-8613EN Nota de aplicacion
SEC with Agilent Bio SEC
Choosing a ZORBAX Poroshell Phase (C3, C8, or C18) Poroshell 300 MAb 5989-0071EN Nota de aplicacion
for Fast Separation of Monoclonal Antibodies
Determination of the Glycosylation Status of Intact Poroshell 300 MADb No disponible Poster técnico
Recombinant Human Antibodies using Time of Flight Mass
Spectrometry
High Speed and Ultra-High Speed Peptide Mapping of Poroshell 300 MAb 5989-0590EN Nota de aplicacion
Human Monoclonal IgG on Poroshell 300SB-C18, C8, and C3
Rapid HPLC Analysis of Monoclonal Antibody 1gG1 Heavy Poroshell 300 MAb 5989-0070EN Nota de aplicacion
Chains using ZORBAX Poroshell 300SB-C8
Comparison of ZORBAX StableBond 300A LC Columns to Z0RBAX 300SB MAb 5989-6840EN Nota de aplicacion
Optimize Selectivity for Antibody Separations Using HPLC
and LC/MS
Ultra High Speed and High Resolution Separations of Z0RBAX RRHD 300- MAb 5990-9668EN Nota de aplicacion
Reduced and Intact Monoclonal Antibodies with Agilent Diphenyl

Z0RBAX RRHD Sub-2 pm 300 Diphenyl UHPLC Column

Reversed-Phase Optimization for Ultra Fast Profiling of Intact
and Reduced Monoclonal Antibodies using Agilent ZORBAX
Rapid Resolution High Definition 300SB-C3 Column

ZORBAX RRHD 300SB-C3 MAb

5990-9667EN

Nota de aplicacion
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Bibliografia sobre las columnas BioHPLC

Nuamero de
publicacion

5990-9016EN

Tipo de

Titulo publicacion

Reversed-Phase Separation of Intact Monoclonal Antibodies
(MADb) using Agilent ZORBAX RRHD 300SB-C8

Rapid UHPLC Analysis of Reduced Monoclonal Antibodies
using an Agilent ZORBAX Rapid Resolution High Definition
(RRHD) 300SB-C8 Column

Columna/Producto Aplicacion
Z0RBAX RRHD 300SB-C8 MAb

Nota de aplicacion

Z0RBAX RRHD 300SB-C8 MAb 5990-9631EN Nota de aplicacion

Increased UV-Sensitivity in Combination with Novel WCX Bio MAb MAb y otras No disponible Poster técnico
Column Separation for Better Detectability of Charge State proteinas

Variants of Biotherapeutic Proteins

Agilent HPLC Column Selection Guide Columnas para HPLC Muchas 5990-4435EN Guia de seleccion
The LC Handbook: Guide to LC Columns and Method Columnas para LC Desarrollo de 5990-7595EN Texto de
Development métodos introduccion

Agilent PLRP-S 100A HPLC Columns and Media PLRP-S Oligonucledtidos ~ 5990-8187EN Folleto

HPLC Purification of 26-bp Serial Analysis of PLRP-S Oligonucledtidos ~ 5990-7739EN Nota de aplicacion
Gene Expression Ditags

Improved Column Lifetime with Thermally Stable Polymer PLRP-S Oligonucledtidos  5990-7764EN Nota de aplicacion
Columns for Oligonucleotide lon-Pair RP HPLC

lon-Pair Reversed-Phase Purification of De-Protected PLRP-S Oligonucleotidos ~ 5990-7763EN Nota de aplicacion
Oligonucleotides — Choice of Pore Size

Use Temperature to Enhance Oligonucleotide Mass Transfer PLRP-S Oligonucleotidos ~ 5990-7765EN Nota de aplicacion
and Improve Resolution in lon-Pair RP HPLC

High Resolution Separations of Oligonucleotides using PL-SAX Oligonucleadtidos ~ 5990-8297EN Nota de aplicacion

PL-SAX Strong Anion-Exchange HPLC Columns

Fast Impurity Profiling of Synthetic Oligonucleotides
with the Agilent 1290 Infinity LC System and
Agilent 6530 Accurate-Mass QTOF LC/MS

Z0RBAX RRHD Eclipse Plus C18 Oligonucledtidos ~ 5990-5825EN Nota de aplicacion

Agilent PLRP-S Media and Load & Lock Columns — Preparacion/Proceso Oligonucleotidos, ~ 5990-8201EN Folleto
The Future of Prep/Process Chromatography péptidos, proteinas
Agilent PLRP-S 50 pm HPLC Media PLRP-S Oligonucleotidos, ~ 5990-8188EN Folleto
péptidos, proteinas
pequenas
(continuacion)
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Nimero de Tipo de
Titulo Columna/Producto  Aplicacion publicacion publicacion
Analysis of Peptides on a PLRP-S 100A 10 pm with ELS PLRP-S Péptidos 5990-7760EN Nota de aplicacion
Detection and Acetonitrile-Free Eluents
Investigation into the Alternatives to Acetonitrile for the PLRP-S Péptidos 5990-7740EN Nota de aplicacion
Analysis of Peptides
Investigation into the Alternatives to Acetonitrile for the SepTech Péptidos 5990-7951EN Nota de aplicacion
Analysis of Peptides on a SepTech ST150 10-C18
Investigation into the Alternatives to Acetonitrile for the VariTide RPC Péptidos 5990-8145EN Nota de aplicacion
Analysis of Peptides on a VariTide RPC
Fast Monitoring of Bacteriophage Production Bio-Monolith Produccion 5990-3247EN Nota de aplicacion

During Fermentation Using the
Agilent Bio-Monolith HPLC Column

de fagocitos,
monitorizacion
del proceso

Physicochemical Characterization of a Therapeutic Protein by
Peptide Mapping, SEC and IEX using the Agilent 1260 Infinity

Bio-inert Quaternary LC System

Bio MADb, Bio SEC,
Z0RBAX Eclipse Plus,
Poroshell 120

Analisis de proteinas

5990-6192EN

Nota de aplicacion

Optimization of the Agilent 1100 HPLC System for
Superior Results with ZORBAX Poroshell Columns

Poroshell 300

Andlisis de proteinas

5988-9998EN

Nota de aplicacion

Using Poroshell 300SB-C18 for High-Sensitivity, High-
Throughput Protein Analysis on the Agilent LC/MSD

Poroshell 300-C18

Andlisis de proteinas

5988-7031EN

Nota de aplicacion

Analysis of Albumin Proteins using ProSEC 300S Columns

ProSEC 300S

Andlisis de proteinas

5990-7852EN

Nota de aplicacion

Analysis of Complex Bacterial Cell Division Proteins by
Size Exclusion Chromatography (SEC)

ProSEC 300S

Andlisis de proteinas

5990-8143EN

Nota de aplicacion

Analysis of Globulins using ProSEC 300S Columns

ProSEC 300S

Andlisis de proteinas

5990-7851EN

Nota de aplicacion

Analysis of Hsp47, a Collagen Chaperone, by
Size Exclusion Chromatography (SEC)

ProSEC 300S

Andlisis de proteinas

5990-8142EN

Nota de aplicacion

Analysis of Various Globular Proteins using
ProSEC 300S Columns

ProSEC 300S

Andlisis de proteinas

5990-7850EN

Nota de aplicacion

Effect of pH on Protein Size Exclusion Chromatography

ProSEC 300S

Analisis de proteinas

5990-8138EN

Nota de aplicacion

Globular Proteins and the Calibration of
ProSEC 300S Columns

ProSEC 300S

Andlisis de proteinas

5990-7767EN

Nota de aplicacion
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Nimero de Tipo de
Titulo Columna/Producto Aplicacion publicacion publicacion
Reduce Tubing Volume to Optimize Column Performance Columnas de didmetro Optimizacion del 5990-4964EN Nota de aplicacion
pequefio rendimiento del

instrumento
Using the High-pH Stability of ZORBAX Poroshell 300Extend- ~ ZORBAX 300 Extend-C18  Optimizacion del 5989-0683EN Nota de aplicacion
C18 to Increase Signal-to-Noise in LC/MS rendimiento del

instrumento
Increase Sensitivity with Microbore Polymeric HPLC Columns ~ PLRP-S (Microbore) Hormonas 5990-8666EN Technical Overview
from Agilent peptidicas, proteinas

pequefias, moléculas

pequefias
Decreasing Analysis Time Using Poroshell 300SB-C18 in Poroshell 300 Mapeo de péptidos  5988-6081EN Nota de aplicacion
Analysis of a Protein Digest
Rapid Peptide Mapping Method with High Resolution usinga ~ ZORBAX 300SB-C18 Mapeo de péptidos  5990-4712EN Nota de aplicacion
sub 2-pm Column
Increased Peak Capacity for Peptide Analysis with the Agilent ~ ZORBAX Eclipse Plus Mapeo de péptidos  5990-6313EN Nota de aplicacion

1290 Infinity LC System

Trypsin-Digested Monoclonal Antibody and BSA using Agilent ~ ZORBAX RRHD 300SB-C18 Mapeo de péptidos  5990-8244EN Nota de aplicacion
Z0ORBAX RRHD 300SB-C18

Preparative Scale Purification of Bradykinin by Concentration ~ PLRP-S Purificacion 5990-7736EN Nota de aplicacion

Overload de péptidos

Preparative Scale Purification of Bradykinin by Volume PLRP-S Purificacion 5990-7741EN Nota de aplicacion

Overload de péptidos

Preparative Scale Purification of Depherelin by Concentration ~ PLRP-S Purificacion 5990-7742EN Nota de aplicacion

Overload de péptidos

Preparative Scale Purification of Leuprolide by Concentration PLRP-S Purificacion 5990-7735EN Nota de aplicacion

Overload de péptidos

Superior Resolution of Peptides on SepTech ST150 10-C18 SepTech Purificacion 5990-7761EN Nota de aplicacion

using Acetonitrile-Free Gradient Elution de péptidos

Agilent PLRP-S Media for HPLC Analysis of Peptides PLRP-S Péptidos 5990-8667EN Technical Overview
(continuacion)
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Nuamero de Tipo de
Titulo Columna/Producto Aplicacion publicacion publicacion
Light Scattering Analysis of BSA with ProSEC 300S Columns ProSEC 300S Andlisis de proteinas  5990-7766EN Nota de aplicacion
Static Light Scattering Analysis of Globular Proteins with ProSEC 300S Andlisis de proteinas  5990-7939EN Nota de aplicacion
Agilent ProSEC 300S Columns
LC Handbook and Compliance Guide to Recombinant Protein ~ No disponible Andlisis de proteinas  5990-8561EN Texto de
Characterization introduccion
Agilent ZORBAX 300SB-C18 1.8um Rapid Resolution High Z0RBAX 300SB-C18 Andlisis de proteinas  5990-7989EN Technical Overview
Definition Columns for Proteins
Analysis of Oxidized Insulin Chains using Reversed-Phase Z0RBAX RRHD 300SB-C18  Analisis de proteinas  5990-7988EN Nota de aplicacion

Agilent ZORBAX RRHD 300SB-C18

Fast Separation of Recombinant Human Erythropoietin using Z0RBAX RRHD 300SB-C18  Analisis de proteinas  5990-9248EN Nota de aplicacion
Reversed-Phase Agilent ZORBAX RRHD 300SB-C18, 1.8 pm

ACN-free HPLC Analysis and Prep Purification of ACP PLRP-S Purificacion 5990-7762EN Nota de aplicacion

Fragment de proteinas

Isocratic Purification of Synthetic Acyl Carrier Protein PLRP-S Purificacion 5990-7737EN Nota de aplicacion

Fragment 65-74 de proteinas

Agilent PL-SAX Anion-Exchange Media for Amyloglucosidase ~ PL-SAX Purificacion 5990-8664EN Technical Overview

Purification and Analysis de proteinas

Progressive Denaturation of Globular Proteins in Urea ProSEC 300S Purificacion 5990-8141EN Nota de aplicacion
de proteinas

Optimizing Protein Separations with Agilent Weak Cation- Bio IEX Separacion 5990-9628EN Nota de aplicacion

Exchange Columns de proteinas

Faster Separations Using Agilent Weak Cation-Exchange Bio IEX Separacion 5990-9931EN Nota de aplicacion

Columns de proteinas

Optimum Pore Size for Characterizing Biomolecules with Bio SEC Separacion 5990-9894EN Nota de aplicacion

Agilent Bio SEC Columns de proteinas

Separation of High MW Fibrous Proteins PLRP-S Separacion 5990-8137EN Nota de aplicacion

de proteinas

(continuacion)
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Bibliografia sobre las columnas BioHPLC

Nuamero de Tipo de

Titulo Columna/Producto  Aplicacion publicacion publicacion
Fast Protein Separations Using Agilent Poroshell 300 Poroshell 300 Separacion 5989-9899EN Nota de aplicacion

de proteinas
Fast Separation of Large and Heterogeneous Proteins using Poroshell 300 Separacion 5989-0015EN Nota de aplicacion
Z0RBAX Poroshell C18, C8, and C3 Phases de proteinas
Protein Identification and Impurity Profiling using Wide-Pore Poroshell 300 Separacion 5991-0625EN Folleto
Reversed-Phase HPLC/UHPLC de proteinas
Use of Temperature to Increase Resolution in the Ultrafast Poroshell 300-C8 Separacion 5989-0589EN Nota de aplicacion
HPLC Separation of Proteins with ZORBAX Poroshell 300SB- de proteinas
C8 HPLC Columns
The Effect of NaCl Concentration on Protein Size Exclusion ProSEC 300S Separacion 5990-8139EN Nota de aplicacion
Chromatography de proteinas
The Effect of Temperature on Protein Size Exclusion ProSEC 300S Separacion 5990-8140EN Nota de aplicacion
Chromatography de proteinas
Infinitely Better for Bio-Molecule Analysis Sistema LC cuaternario  Proteinas 5990-6220EN Folleto

Agilent 1260 Infinity
Bio-inert
Defining the Optimum Parameters for Efficient Size Bio SEC Proteinas 5990-8832EN Poster técnico
Separations of Proteins
Defining the Optimum Parameters for Efficient Size Bio SEC Proteinas 5990-8895EN Nota de aplicacion
Separations of Proteins
Compliance for Biopharmaceutical Laboratories Muchas Proteinas 5990-7001EN Texto de
introduccion
Gradient Purification of Synthetic Acyl Carrier Protein PLRP-S Proteinas 5990-7738EN Nota de aplicacion
Fragment 65-74
Fast Agilent HPLC for Large Biomolecules PLRP-S, PL-SAX, PL-SCX Proteinas 5990-8663EN Technical Overview
Agilent Anion-Exchange Media for Proteins — Loading vs PL-SAX Proteinas 5990-8777EN Technical Overview
Resolution — Effect of Flow Rate and Example Protein
Separations
Purity Assessment Following Affinity Separation PL-SAX Proteinas 5990-8436EN Technical Overview
Agilent PL-SCX Cation-Exchange Media for Large PL-SCX Proteinas 5990-8665EN Technical Overview
Biomolecules
(continuacion)
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Nimero de Tipo de
Titulo Columna/Producto  Aplicacion publicacion publicacion
Poroshell 300SB-C18 for Fast, High Protein Separation Poroshell 300 Proteinas 5988-2100ENUS  Folleto
Progressive Denaturation of Globular Proteins in Urea ProSEC 300S Proteinas 5990-8141EN Nota de aplicacion
ProSEC 300S Columns Protein Characterization Columns ProSEC 300S Proteinas 5990-7468EN Folleto
Static Light Scattering Analysis of Globular Proteins with ProSEC 300S Proteinas 5990-7939EN Nota de aplicacion
Agilent ProSEC 300S Columns
Confidently Separate and Characterize Biomolecules with Bio SEC, Bio IEX, Proteinas 5990-5195EN Folleto
Agilent BioHPLC Columns Bio MAb
Increase your Productivity with Agilent ZORBAX RRHD 300A ZORBAX RRHD 300SB-  Proteinas, 5990-8124EN Folleto
1.8 ym Columns C18,C8 péptidos
High Purity, High Recovery, High Throughput — Agilent Columnas Prep HT Purificacion/ 5989-2350EN Folleto
Technologies Offers Two New Lines of Preparative HPLC Agilent Preparacion
Columns
Biomolecule Purification — Purification Columns and Media PLRP-S, PL-SAX, PL-SCX Purificacion/ 5990-8335EN Folleto
for Peptides, Oligonucleotides, and Proteins Preparacion
The Influence of Silica Pore Size on Efficiency, Resolution and ~ SepTech Purificacion/ 5990-8298EN Nota de aplicacion
Loading in Reversed-Phase HPLC Preparacion
Analysis of Protein Primary Structure when using Wide-Pore Z0RBAX RRHD 300SB-  Purificacion/ 5990-8830EN Poster técnico
sub-2-um Particles and UHPLC C18 Preparacion
Polyethylene Glycol/Oxide Standards and the Calibration of ProSEC 300S SEC 5990-8147EN Nota de aplicacion

Agilent ProSEC 300S Columns

RECOMENDACIONES
Y HERRAMIENTAS

Si desea obtener las Ultimas notas
de aplicaciones e informacion
sobre nuevos productos, visite
www.agilent.com
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RECOMENDACIONES
Y HERRAMIENTAS

Para obtener mas informacion sobre
las columnas SEC para proteinas,
vaya a las paginas 416—417.
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Columnas y patrones para GPC/SEC

* Una gama completa de productos para el analisis de polimeros naturales y sintéticos.

* Una amplia seleccién de patrones de polimeros que abarca todas las posibles aplicaciones en
disolventes organicos y acuosos.

* Las series PL aquagel-OH para separaciones mediante SEC en fase acuosa y PLgel para aplicaciones
en polimeros organicos, estan disponibles con tamafios de poro individuales o mixtos en una amplia
gama de tamafios de particula para cubrir el espectro completo de pesos moleculares (PM).

* Hay disponibles columnas de escalado preparativo, ademas de columnas de poro estrecho y columnas
disefiadas para aplicaciones especificas.

La cromatografia de permeacion en gel (GPC) y la cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) son

los nombres que se aplican a las técnicas mas populares utilizadas para medir la distribucion del peso
molecular (MWD) de polimeros naturales y sintéticos, propiedad que influye en muchos de los parametros
fisicos de los materiales, como la fuerza, la rigidez y la resistencia quimica. Las GPC/SEC son técnicas
cromatograficas liquidas que separan cadenas de polimeros individuales en funcion de su tamafo en la
disolucion y no en funcion de sus caracteristicas quimicas. Cromatografia de permeacion en gel (GPC) es
el nombre utilizado para describir el andlisis de polimeros en disolventes organicos, como tetrahidrofurano.
Cromatografia de exclusion por tamario (SEC) es el nombre usado para describir el analisis de polimeros
en agua y disolventes acuosos, como soluciones tamponadas. Ambas técnicas constituyen el inico método
probado para obtener una completa comprension de la distribucion del peso molecular de los polimeros.




Tabla de contenido
Columnas y patrones GPC/SEC

Columnas GPC/SEC .........orneererercereresesessssesessnens 490 RESIPOIE ... 518
(] o o I OO 496 MESOPOIE ... 520
PLGEI MIXED ..ot 498 OlIgOPOIE .ot 521
PLgel MIXED-LS ......cooiierrerrneeeeeeeeesiseeeeeseone 502 SEC PL aquagel-0H ... 523
PLgel MiniMIX ......cooeeiieieeseeeeee e 504 SEC PL aquagel-0OH analitica .......ccccocvveevervircrrennne. 525
Tamaiio de poro individual PLgel.........ccccoovrrrninenee. 505 SEC PL aquagel-OH preparativa .......ccccoeovvneerrirnennees 528
PLgel preparativa..........oocoeoeeereneeeeceneeneeneeseeeneeseeeeneens 506 Accesorios de la columna GPC........c.coooovnninrn. 529
ENVIrOPIEP oottt 507 Patrones de polimeros para GPC/SEC....................... 530
PLYEI OIEXIS .e.vurvrveieeircieiriieeeeeissiesse e 508 EQSiVial....cocoieiecccseee s 532
PL HFIPGEI ..o 509 EASICal. ..o 536
o BT T O 510 POlIESTIreN0 ....ceececeecee e 537
o] T - OO 512 Polimetilmetacrilato.........cccocrerncreenincreneeeeene 539
PIUSPOIE ...t 514 Polietilenglicol/0Xid0 .......cccoeureeeneerieneeineneereieeanas 541
POIYPOIE ... 516 PolisaCaridos........cocvierricreiceceeeee e 543

Acido PoliacriliCo .....vv.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeceeeseeeeeeeeeeeeeeeeens b45



490

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA

Columnas GPC/SEC

La clave de las separaciones por GPC/SEC satisfactorias es la eleccion correcta de las columnas. La extensa
gama de productos para GPC/SEC de Agilent se ha disefiado para cubrir cualquier &rea de aplicacion de
analisis de polimeros y para seleccionar la columna, disolvente y patron de calibracion correctos de forma
rapida y fiable.

La serie de columnas GPC Agilent PLgel est4 indicada para aplicaciones con polimeros para las que
se usan disolventes organicos. PLgel es una matriz de poliestireno/divinilbenceno porosa muy entrecruzada,
considerada lider del mercado en el sector de la tecnologia de columnas GPC. Los materiales de PLgel
tienen un elevado volumen de poro y una gran eficacia para maximizar la resolucion. Su inigualable
compatibilidad con disolventes permite la transferencia entre eluyentes polares y no polares de forma
sencilla, y su excepcional rigidez fisica proporciona una vida Util mas prolongada que minimiza el tiempo de
inactividad. Para obtener mas informacion y detalles completos sobre pedidos, consulte las paginas 496-497.

La serie de columnas Agilent PL aquagel-OH proporciona una matriz fisica y quimicamente estable
para separaciones de SEC en fase acuosa fiables. Las columnas se rellenan con perlas de copolimeros
macro-porosas con una funcion de polihidroxilo extremadamente hidrofila. La superficie "neutra" y la
capacidad de funcionar en una amplia variedad de condiciones de eluyentes proporcionan analisis de
alta calidad de compuestos con grupos funcionales neutros, iénicos e hidréfobos, solos o combinados.

PL aguagel-OH esta disponible para aplicaciones analiticas y preparativas. Para obtener mas informacion
y detalles completos sobre pedidos, consulte la pagina 523.

Patrones de polimeros para GPC/SEC

Agilent fabrica los patrones de polimeros de mayor calidad con una polidispersidad extremadamente
reducida y la mayor gama de pesos moleculares disponible en el mercado. Estos patrones de polimeros
de alta calidad se suministran junto con numerosos datos de caracterizacion, los cuales utilizan una gran
variedad de técnicas independientes (e]. dispersion de la luz y viscometria) y GPC de alto rendimiento
para verificar la polidispersidad y asignarle el peso molecular pico (Mp).

EasiVial: para calibracion organica y acuosa. EasiVial es el método mas rapido y practico para realizar
una calibracion de columna precisa de 12 puntos. EasiVial elimina los tediosos procedimientos de pesado
para mejorar la precision de la calibracion y reduce la dispensacion de disolventes para limitar los riesgos
asociados con la manipulacién de estos productos.

EasiCal: para disolventes organicos. Los rellenos EasiCal se preparan previamente para un proceso sin
complicaciones. Dos panales diferentes, cada uno con diez espatulas desmontables, admiten una mezcla
de cinco patrones de polimeros. Este formato econdmico esta disefiado para ahorrar dinero.

Patrones individuales y kits de patrones: hay disponible una amplia gama de kits de patrones de
polimeros con distintas composiciones quimicas, disefiados para ajustes de columnas especificos, asi como
patrones individuales en varios tamarios de relleno. Para obtener mas informacion sobre los patrones de
calibracion Agilent GPC/SEC, consulte la pagina 530.




Como funciona la GPC/SEC:

* Las moléculas de polimeros se disuelven en soluciones para formar espirales esféricas cuyo tamafio
depende de su peso molecular.

* Las espirales de polimeros se introducen en el eluyente que fluye por la columna.

* Las columnas se rellenan con perlas porosas insolubles con una estructura porosa bien definida.
* El tamario de los poros es similar al de las espirales de polimeros.

* Las espirales de polimeros difunden fuera y dentro de los poros.

e El resultado es una elucidn basada en el tamafio: las espirales de mayor tamafio primero; las de menor
tamafio, después.

 Separacion por tamafio convertida a separacion por peso molecular mediante el empleo de una curva
de calibracion formada por el uso de patrones de polimeros.

Leyenda

Las espirales pequefias pueden pasar por muchos poros
Las espirales mas grandes pasan por pocos poros

Las espirales muy grandes pasan por muy pocos poros

R

Mecanismos de GPC/SEC

LCYLC/MS
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Recomendaciones para configurar un sistema para GPC/SEC

Las siguientes preguntas le ayudaran a encontrar las columnas y patrones recomendados para cada aplicacion, asi como los parametros del sistema, tales

como los volimenes de inyeccion.

Eleccion de un eluyente para GPC/SEC

Pregunta

1. ;En qué medio es soluble la muestra?

Muchos polimeros solo son solubles en unos
pocos disolventes. Esta cuestion es clave al
desarrollar métodos para analizar polimeros.

Los disolventes que se recogen en esta guia son
eluyentes utilizados con frecuencia en GPC/SEC.

Respuesta Recomendacion Comentarios

Agua o tampén acuoso  Agilent PL aquagel-OH La mejor eleccion para aplicaciones basadas en

con hasta un 50% de agua, pero no puede acomodar muestras organicas,
metanol excepto metanol de hasta 50%

Disolventes orgénicos Agilent PLgel 0 Las columnas PLgel constituyen nuestra principal
tipicos tales como THF, Agilent PlusPore eleccion; las columnas PlusPore son una alternativa

cloroformo, tolueno

Mezclas de agua y Agilent PolarGel PolarGel pertenece a una gama de columnas mas
compuestos organicos u pequefias que las columnas PLgel o PL aquagel-OH,
organicos polares, tales sin embargo, es apta para mezclas de compuestos
como DMF o NMP organicos y agua

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




Eleccion de una columna para GPC/SEC

Las columnas que aparecen en negrita son la primera mejor opcion

Pregunta

Respuesta

Recomendacion

Comentarios

2. ;Qué peso molecular se
espera?

Puede resultar extrafio
plantear esta pregunta,
pero en GPC/SEC la
resolucién de una columna
estd relacionada con el
rango de resolucion.
Conocer el peso molecular
esperado de una muestra
ayuda a elegir la columna
que proporcionaré los
mejores resultados.

Alto (hasta varios
millones)

Disolventes acuosos

PL aquagel-OH MIXED-H de 8 pm
0 una combinacion de

PL aquagel-OH 40y 60 de 15 pm

La combinacion de columnas de 15 pm solo es mejor cuando
la viscosidad de las muestras es muy alta. Si este no es el
caso, las columnas de 8 um ofrecen una resolucién mayor.

Disolventes orgénicos
PLgel MIXED-B de 10 pm o
PLgel MIXED-A de 20 pm

La columna PLgel MIXED-A alcanza mayor resolucion que la
columna PLgel MIXED-B, pero con un rendimiento menor
debido al mayor tamafio de las particulas

Mezcla de disolventes
PolarGel

No hay disponible ninguna columna PolarGel para este rango
de peso molecular. Pongase en contacto con un experto en
GPC/SEC para recibir orientacion al respecto.

Intermedio (hasta
cientos de miles)

Disolventes acuosos
PL aquagel-OH MIXED-M de 8 pum

Amplia variedad de columnas que cubren la mayor parte de
polimeros solubles en agua

Disolventes orgénicos

PLgel MIXED-C de 5 pm o
PLgel MIXED-D de 5 um, PalyPore
o ResiPore

Las columnas PLgel son las columnas con mayor nimero de
aplicaciones; las columnas PolyPore y ResiPore son
alternativas.

Mezcla de disolventes
PolarGel-M

Cubren la mayor parte de aplicaciones

Bajo (hasta decenas
de miles)

Disolventes acuosos
Combinacion de PL aquagel-OH 40
y PL aquagel-OH 30 de 8 pm

Estas dos columnas combinadas cubren el intervalo mas bajo
del rango de peso molecular

Disolventes orgénicos
PLgel MIXED-E de 3 pm
0 MesoPore

La columna PLgel proporciona una alta resolucion y se ha
disefiado para aplicaciones de peso molecular bajo; la
columna MesoPore es una alternativa

Mezcla de disolventes
PolarGel-L

Para aplicaciones de peso molecular bajo

Muy bajo (unos
pocos de miles)

Disolventes acuosos
PL aquagel-OH 20 de 5 pm

Esta columna de alto rendimiento ofrece una elevada
resolucion a un peso molecular bajo

Disolventes organicos
OligoPore o PLgel de 3 pm, 100 A

La columna QOligoPore es menos propensa a la dispersion que
la columna PLgel; sin embargo, ambas funcionan bien

Mezcla de disolventes
PLgel

Ninguna columna PolarGel cubre este rango, por lo que las
columnas PLgel se deben utilizar como alternativas

Desconocido

Disolventes acuosos
PL aquagel-OH MIXED-M de 8 pm

Cubre los rangos de peso molecular de la mayor parte de
muestras de polimeros

Disolventes organicos
PLgel MIXED-C de 5 pm o PolyPore

La columna PLgel es la columna que permite el mayor nimero
de aplicaciones

Mezcla de disolventes
PolarGel-M

Cubre la mayor parte de aplicaciones
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Configuracion del sistema para GPC/SEC

Pregunta

Respuesta

Recomendacion

Comentarios

3. ;Cuantas columnas se deben
utilizar?

Cuanto mayor es el tamario de la
particula del medio en la columna
(que depende del peso molecular
esperado de las muestras), menor ha
de ser la resolucion utilizada y mayor
el nimero de columnas empleado
para preservar la calidad de los
resultados. En el caso de las
muestras con un peso molecular
mayor, es necesario que las
particulas de mayor tamario
reduzcan el riesgo de degradacion
por rotura durante el anélisis.

Depende del tamafio de las
particulas de las columnas

Utilice 4 columnas para particulas cuyo
tamario sea de 20 ym

Utilice 3 columnas para particulas cuyo
tamano sea de 13 um

Utilice 3 columnas para particulas cuyo
tamario sea de 10 ym

Utilice 2 columnas para particulas cuyo
tamanfo sea de 8 ym

Utilice 2 columnas para particulas cuyo
tamafo sea de b ym

Utilice 2 columnas para particulas cuyo
tamafo sea de 3 ym

Se requiere un mayor numero de
columnas para tamarios grandes de
particulas con el fin de compensar los
bajos rendimientos

Pregunta

Respuesta

Recomendacion

Comentarios

4. ;Qué volumen de inyeccion es
necesario?

El'volumen de inyeccion requerido
depende del tamafio de las particulas
de la columna: las particulas mas
pequefias necesitan volumenes de
inyeccion inferiores para minimizar el
volumen muerto. Los volumenes de
inyeccion de mayor tamario admiten
la introduccidn de muestras con

un peso molecular elevado en
concentraciones bajas. De esta
forma, se reduce la viscosidad

y se asegura la obtencion de un
cromatograma de calidad.

Depende del tamafio de las
particulas de las columnas

Utilice una inyeccion de 200 pl para
particulas cuyo tamafio sea de 20 pm

Utilice una inyeccion de 200 pl para
particulas cuyo tamario sea de 13 pm

Utilice una inyeccion de 200 pl para
particulas cuyo tamafio sea de 10 pm

Utilice una inyeccion de 100 a 200 pl para
particulas cuyo tamafio sea de b pm

Utilice una inyeccion de 20 pl para particulas

cuyo tamafio sea de 3 ym

Los tamafios de particulas mas
pequefas requieren loops mas
pequefios

¢Qué patrones debo utilizar?

Los patrones que aparecen en negrita son la mejor opcion inicial

Pregunta

Respuesta

Recomendacion

Comentarios

5. ;Cudl es el eluyente?

Los patrones son polimeros, por
tanto, la eleccion de los patrones
refleja fundamentalmente su
solubilidad en los eluyentes
seleccionados.

Agua o tampdn acuoso con hasta un

50% de metanol

Polietilenglicol (PEG), 6xido de
polietileno (PEO) o polisacaridos
(SAC)

Estos patrones obtienen buen
rendimiento en todos los sistemas
basados en agua, con PEG/PEO en el
practico formato Agilent EasiVial.

Disolventes organicos tipicos tales

como THF, cloroformo, tolueno

Poliestireno (PS) o
polimetilmetacrilato (PMMA)

El poliestireno es el patron que con
mayor frecuencia se utiliza con el
practico formato EasiVial.

Mezclas de agua y compuestos
organicos u organicos polares tales

como DMF o NMP

Polietilenglicol, dxido o
polimetilmetacrilato

Los patrones polares funcionan bien.

(continuacion)
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¢Queé patrones debo utilizar?

Pregunta Respuesta Recomendacion Comentarios
6. ;Qué formato de patrones se Para los enfoques mas rapidos y La opcion mas sencilla: EasiVial o Facil de usar, es preferible el empleo
recomienda? sencillos en los que no se requieren EasiCal de EasiVial en lugar de EasiCal, debido
concentraciones precisas al surtido mas amplio de tipos de

polimeros

H_a'y disponibles varios formaz‘o;’ En caso de que se requieran Se requieren concentraciones Ambos formatos admiten

diferentes de patrones en funcion concentraciones precisas precisas: EasiVial o patrones concentraciones precisas de las

de las preferencias del cliente. individuales muestras; los EasiVials son mas faciles
de utilizar

Pesos moleculares de polimeros tipicos

Si no esta seguro de cual es el peso molecular de su muestra, la tabla que se muestra a continuacion recoge el peso molecular aproximado de los polimeros
mas habituales. De este modo, se le facilita la seleccion de la columna mas adecuada para su aplicacion.

Polidispersidad’
Tipo de polimero Peso molecular tipico del polimero tipica del polimero

. o ) ) Alto (hasta varios millones)
Polimeros procedentes de la sintesis de radicales libres - - - ~2
Intermedio (hasta cientos de miles)

) o ) Intermedio (hasta cientos de miles)
Polimeros procedentes de la sintesis de iones - - ~1,01
Bajo (hasta decenas de miles)

, o Intermedio (hasta cientos de miles)
Polimeros procedentes de sintesis aditivas - - ~2
Bajo (hasta decenas de miles)

Polimeros procedentes de la polimerizacion controladade ~ Bajo (hasta decenas de miles) 11a15
radicales Muy bajo (unos pocos de miles) o

o Intermedio (hasta cientos de miles)
Poliolefinas - - ~2a200
Alto (hasta varios millones)

) Intermedio (hasta cientos de miles)
Acrilatos - - ~2
Alto (hasta varios millones)

Aditivos de moléculas pequefias Muy bajo (unos pocos de miles) 1

) Bajo (hasta decenas de miles)
Prepolimeros - - ~2a10
Muy bajo (unos pocos de miles)

. Bajo (hasta decenas de miles)
Resinas - - ~2a10
Muy bajo (unos pocos de miles)

o . Intermedio (hasta cientos de miles)
Biopolimeros naturales tales como polisacaridos - - ~2a1l10
Alto (hasta varios millones)

Intermedio (hasta cientos de miles)
Gomas - - ~2a10
Alto (hasta varios millones)

) ) Intermedio (hasta cientos de miles)
Polimeros biodegradables - - ~11a2
Bajo (hasta decenas de miles)

T La polidispersidad es una medida de la distribucion de la masa molecular de un polimero. indice de polidispersidad (PDI) = M,/M,.
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GPC organica
Columnas GPC PLgel

e Solido rendimiento en las condiciones mas estrictas.
* Estabilidad de la temperatura hasta 220 °C.

* Su compatibilidad con disolventes permite una transferencia rapida y sencilla entre disolventes de
diferente polaridad.

Los materiales PLgel tienen un elevado volumen de poro y una gran eficiencia para maximizar la resolucion.
Su inigualable compatibilidad de disolventes permite la transferencia entre eluyentes polares y no polares
de forma sencilla, y su excepcional rigidez fisica proporciona una vida (til mas prolongada que minimiza el
tiempo de espera.

La clave de las separaciones GPC satisfactorias es la seleccion correcta de las columnas. La extensa
gama de productos PLgel se ha disefiado para cubrir cualquier area de aplicacion de analisis de polimeros
basados en disolvente y para seleccionar la columna, el disolvente y el patron de calibracion correctos de
forma rapida y fiable.

PLgel es una matriz de poliestireno/divinilbenceno porosa muy entrecruzada, considerada lider del mercado
en el sector de la tecnologia de columnas GPC. PLgel se fabrica segun la norma IS0 9001:2000 v, gracias a
exhaustivos controles de calidad, goza de una reproducibilidad plena, entre lotes y entre columnas.




Compatibilidad del disolvente

Las columnas de PLgel normalmente se entregan en etilbenceno®, pero puede realizar una sencilla y rapida
transferencia entre disolventes de diferente polaridad. En la columna GPC orgénica puede producirse
ocasionalmente la interaccion entre la muestra y la columna; es posible modificar el eluyente para eliminar
estos efectos. Las columnas PLgel son la opcion ideal para estos andlisis, ya que toleran sin problemas
eluyentes en el rango de pH de 1-14, ademas de hasta el 10% de agua en un disolvente organico miscible.

PLgel es compatible con todos estos disolventes

Polaridad del disolvente Disolvente

6.0 Perfluoroalcano

7.3 Hexano

8.2 Ciclohexano

8.9 Tolueno

9,1 Acetato de etilo

9.1 Tetrahidrofurano (THF)
9.3 Cloroformo

9.3 Cetona metiletilica (MEK)
9,7 Diclorometano

9.8 Dicloroetileno

9.9 Acetona

10.0 o-diclorobenceno (0-DCB)
10.0 Triclorobenceno (TCB)
10,2 m-cresol

10,2 o-clorofenal (o-CF)

10,7 Piridina

10,8 Dimetilacetamida (DMA)
1.3 N-metilpirrolidona (NMP)
12,0 Dimetilsulfoxido (DMSQ)
12,1 Dimetilformamida (DMF)

*También ofrecemos un servicio de envasado personalizado con el que las columnas se pueden enviar en disolventes
especificos para ofrecer una mayor comodidad a nuestros clientes.

Porosidad de la frita PLgel

Tipo de medios Porosidad (pm)
PLgel 3 pm 2
PLgel 5 pm 2
PLgel 10 pm 5
PLgel 20 pm 10

Si desea informacion sobre pedidos de accesorios
para columnas PLgel, consulte la pagina 529.
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Columnas PLgel MIXED

La gama PLgel MIXED hace que sea mucho mas sencillo decidirse por una columna. Con estas columnas mixtas puede eliminar ajustes de columnas no
coincidentes y picos falsos para obtener resultados mas fiables. Todas las columnas contienen una mezcla de materiales con tamario de poro individual,
mezclados con precision para cubrir una amplia gama especifica de pesos moleculares con una calibracion lineal para conseguir eliminar el desajuste de
columna. Para lograr una mayor resolucion tan solo tiene que afadir otras columnas.

Especificaciones de columnas

Intervalo operativo Rendimiento
de peso molecular garantizado de Velocidad de Presion Temperatura
Columna lineal (g/mol) la columna Presion tipica flujo maxima maxima maxima
PLgel MIXED-A  2.000-40.000.000 > 17000 p/m 1 ml/min (7,5 mm de d.i.): 7,5 mmde d.i.: 150 bares 220°C
~ 3 bares (44 psi) por 300 mm 1.5 ml/min (2.175 psi)
0,3 ml/min (4,6 mm de d.i.): 4,6 mm de d.i.:
=~ 2,4 bares (35 psi) por 250 mm 0.5 ml/min
(THF a 20 °C, TCB a 140 °C)
PLgel MIXED-B  500-10.000.000 > 35000 p/m 1 ml/min (7,5 mm de d.i.): 7.5 mmde d.i.: 150 bares 220 °C
~ 10 bares (145 psi) por 300 mm 1.5 mli/min (2.175 psi)
0,3 ml/min (4,6 mm de d.i.); 4.6 mm de d.i:
= 8 bares (116 psi) por 250 mm 0.5 ml/min
(THF a 20 °C, TCB a 140 °C)
PLgel MIXED-C ~ 200-2.000.000 > 50000 p/m 1 ml/min (7,5 mm de d.i.): 7,5 mm de d.i.: 150 bares 1560 °C
~ 30 bares (435 psi) por 300 mm 1.5 mli/min (2.175 psi)
0,3 ml/min (4,6 mm de d.i.); 4,6 mm de d.i.:
~ 24 bares (348 psi) por 260 mm 0.5 ml/min
(THF a 20 °C, TCB a 140 °C)
PLgel MIXED-D ~ 200-400.000 > 50000 p/m 1 ml/min (7,6 mm de d.i.): 7.5mmded.i: 150 bares 150 °C
~ 30 bares (435 psi) por 300 mm 1.5 ml/min (2.175 psi)
0,3 ml/min (4,6 mm de d.i.): 4,6 mmde d.i:
~ 24 bares (348 psi) por 250 mm 0.5 ml/min
(THF a 20 °C, TCB a 140 °C)
PLgel MIXED-E  hasta 30.000 7,5 x 300 mm: 1 ml/min (7,5 mm de d.i.): 7,5 mmde d.i.: 180 bares 110°C
>80 000 p/m ~ 50 bares (725 psi) por 300 mm 1.5 mli/min (2.611 psi)
4,6 x 250 mm: 0,3 ml/min (4,6 mm de d.i.); 4,6 mm de d.i.:
>70000 p/m ~ 42 bares (609 psi) por 250 mm 0.5 ml/min

(THF a 20 °C)
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Guia de seleccion de columnas PLgel MIXED

Distribuciones poliméricas de peso molecular

ultra alto PLgel MIXED-A, 20 pm

Polimeros de alto peso molecular,

eluyentes complejos PLgel MIXED-B, 10 ym

Polimero de_geso molecular, PLgel MIXED-C, 5 pm
resolucion elevada
Resinas, polimeros de condensacion PLgel MIXED-D, 5 um
Resinas de bajo peso molecular, prepolimeros PLgel MIXED-E, 3 pm
1‘02 MW 1‘07

Curvas de calibracion de gel PLgel MIXED

Las curvas de calibracion del gel MIXED se han disefiado para ser lineales en un rango de pesos moleculares especifico, lo que garantiza que se consigue

el mismo grado de resolucion en todo el rango de trabajo de la columna. El tamafio de particulas del relleno y la porosidad de una columna de gel MIXED
se adaptan cuidadosamente al rango de PM y la aplicacion, por lo que se optimiza el rendimiento y se eliminan los efectos de la degradacion por rotura.

La resolucion en GPC se controla mediante la inclinacion de la curva de calibracion y el tamafio de particulas del material de relleno. Agilent ha determinado
cientificamente el nimero minimo de columnas de gel MIXED necesarias para realizar determinaciones de la distribucion del peso molecular precisas
basadas en una resolucion especifica (Rsp). Por ello, puede confiar plenamente en la exactitud y precision de los datos calculados.

Clave
10 M — PLgel MIXED-A; 20 ym
PLgel MIXED-B; 10 pm
PLgel MIXED-C; 5 ym
PLgel MIXED-D; 5 ym

PLgel MIXED-E; 3 pm

Peso molecular del poliestireno
O>» m @ O

-
=
|

4 Volumen de elucion (ml) 1ID

VLCO0014

Referencia: Meehan, E. (1998) Size exclusion chromatography columns from Polymer Laboratories. In: Chi-San Wu (Ed.)
Column Handbook for Size Exclusion Chromatography. Academic Press, New York, USA.
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Columnas PLgel MIXED

Descripcion Tamaiio (mm) Referencia

PLgel MIXED-A 7,5x300 PL1110-6200
PLgel MIXED-B 7.5x 300 PL1110-6100
PLgel MIXED-C 7,5x300 PL1110-6500
PLgel MIXED-D 7,5x300 PL1110-6504
PLgel MIXED-E 7,5x 300 PL1110-6300

Precolumnas MIXED PLgel

Tamaiio (mm)

Tamaiio de particula (pm)

Referencia

7.5x50 20 PL1110-1220
7,5 x50 10 PL1110-1120
7,5 x50 5 PL1110-1520
7,5x50 3 PL1110-1320

Almidones
Columna: 4 x PLgel MIXED-A
PL1110-6200
7.5 x 300 mm
Fase movil: DMS0 + NaNO; 5 mM
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: 80°C
Detector: indice de refraccion

~

1
44

Sulfuros de polifenileno

min
Columna: 3 x PLgel MIXED-B
PL1110-6100
7,5 x 300 mm
Fase movil: o-Cloronaftaleno
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: 210°C
Detector: indice de refraccion h
[ 1
10 min 30
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Columna:

Fase movil:
Velocidad de flujo:

Detector:

PVC plastificado

3 x PLgel MIXED-C
PL1110-6500
7.5 x 300 mm

THF
1.0 ml/min

indice de refraccion

I

min

33

Resina epoxi

Columna: 3 x PLgel MIXED-D
PL1110-6504
7.5 x 300 mm
Fase movil: THF
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: indice de refraccion /\J\A}
1
min 33
Poliol
Columna: PLgel MIXED-E
/\_/
PL1110-6300
7,5 x 300 mm
Fase movil: THF
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: UV; 254 nm
1
min 33
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Columnas PLgel MIXED-LS

* Obtenga una mejora instantanea en la calidad de los datos
¢ Sin necesidad de acondicionamiento, se ahorra en tiempo y costes de disolventes
* Maximice el potencial de los detectores de dispersion de luz

La serie PLgel MIXED-LS es un relleno PS/DVB que utiliza una innovadora técnica propia de polimerizacion
por suspension para eliminar virtualmente la fuga de nanoparticulas. Se consigue una asombrosa mejora de
forma inmediata en la calidad de los datos de dispersion de luz obtenidos con las columnas PLgel MIXED-LS
en lugar de con las columnas GPC convencionales. Los cromatogramas de dispersion de luz que aqui se
muestran se obtuvieron tras lavar las columnas durante una hora en THF a 1 ml/min. Se inyectd un patron
de poliestireno (Mp 210 000) a 1 mg/ml para demostrar la significativa mejora de la relacion sefial/ruido
con la columna PLgel MIXED-LS.

El rendimiento de las columnas PLgel MIXED-LS coincide con las columnas PLgel MIXED-A de 20 ymy
PLgel MIXED-B de 10 um en lo que a calibracion, eficiencia de la columna, amplia compatibilidad de
disolventes y temperatura de funcionamiento se refiere. Las MIXED-LS son ideales también para la
deteccion de la viscosidad en linea, lo que minimiza el riesgo de obstruccion capilar, y se pueden usar con
precolumnas PLgel normales empagquetadas con geles rigidos con tamario de poro bajo sin sangrado de
particulas.

Columnas PLgel MIXED-LS

Peso molecular

lineal Eficacia
Rango operativo  garantizada
Descripcion Tamaiio (mm) (g/mol) (PS) (p/m) Referencia
PLgel MIXED-B LS 7,5x%300 500-10 000 000 >35 000 PL1110-6100LS
Precolumna PLgel 7,5x50 PL1110-1120
PLgel MIXED-A LS 7,5x300 2 000-40 000 000 >17000 PL1110-6200LS
Precolumna PLgel 20 ym 7,5x50 PL1110-1220




Columna GPC convencional

Columna: Columna GPC
convencional
Fase movil: THF

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Detector: LS

Columna PLgel LS

Columna: PLgel MIXED-B LS
PL1110-6100LS
7.5 x 300 mm, 10 pm

Fase movil: THF
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: LS

60 min 70
Deteccion de la dispersion de la luz con una columna GPC convencional (ruido debido al sangrado de
particulas).
| A il “
[ 1
60 min 70
VLC0015

Deteccion de la dispersion de la luz con una columna PLgel LS; el sangrado minimo de particulas
permite obtener una linea base mejorada.
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Columnas PLgel MiniMIX

¢ Utilice un 70% menos de disolvente y ahorre dinero.
¢ Almacene menos disolvente y aumente la seguridad del usuario.
¢ Alto rendimiento comparable con las columnas de d.i. convencionales de Agilent.

Para un coste y consumo de disolvente reducidos, utilice las columnas de gel mixtas PLgel MiniMIX
estandar en el sector en dimensiones de didmetro estrecho de 250 x 4,6 mm. Estas columnas de didmetro
estrecho ofrecen un alto rendimiento, una excelente compatibilidad de disolvente y estabilidad mecénica.
Las columnas PLgel MiniMIX se pueden utilizar con equipos GPC convencionales.

Para mantener la misma velocidad lineal a lo largo de la columna, la velocidad de flujo volumétrico debe
reducirse a 0,3 ml/min de acuerdo con la seccion transversal de la columna, lo que redunda en un consumo
de disolvente mucho menor. La carga de muestras también se debera reducir de acuerdo con el menor
volumen de columna, y el volumen muerto del sistema debera minimizarse para evitar un ensanchamiento
de banda excesivo.

Columnas PLgel MiniMIX

Peso molecular

lineal Eficacia
Tamaiio Rango operativo  garantizada

Descripcion (mm) (g/mol) (PS) (p/m) Referencia

PLgel MiniMIX-A 4,6 x 250 2 000-40 000 000 > 17000 PL1510-5200
Precolumna PLgel MiniMIX-A 4,6 x 50 PL1510-1200
PLgel MiniMIX-B 4,6 x 250 500-10 000 000 > 35000 PL1510-5100
Precolumna PLgel MiniMIX-B- 4,6 x 50 PL1510-1100
PLgel MiniMIX-C 4,6 x 250 200-2.000.000 >50.000 PL1510-5500
Precolumna PLgel MiniMIX-C 4,6 x 50 PL1510-1500
PLgel MiniMIX-D 4,6 x 250 200-400.000 >50.000 PL1510-5504
Precolumna PLgel MiniMIX-D 4,6 x 50 PL1510-1504
PLgel MiniMIX-E 4,6 x 250 hasta 30.000 >De70.000  PL1510-5300
Precolumna PLgel MiniMIX-E 4,6 x 50 PL1510-1300




Columnas de tamaiio de poro individual PLgel

* Su gran eficiencia mejora la productividad

* Elija la mejor columna para conseguir la combinacion perfecta de rendimiento y aplicacion

e El analisis rapido con menos columnas ahorra tiempo y dinero

Las columnas GPC de tamafio de poro individual ofrecen una alta resolucién en un rango de peso molecular

especifico. La porcion lineal de la curva de calibracion, es decir, en el punto en que la pendiente es mas
superficial, define la region MW sobre la que se consigue la mejor resolucion.

Columnas de tamaiio de poro individual PLgel

Peso molecular lineal

Tamaiio de particula  Tamaiio de poro Rango operativo Eficacia

Tamaiio (mm) (um) (A) (g/mol) (PS) garantizada (p/m) Referencia

7.5x300 3 100 hasta 4.000 >100.000 PL1110-6320
7.5x300 5 50 hasta 2.000 > 60.000 PL1110-6515
7.5x300 5 100 hasta 4.000 > 60.000 PL1110-6520
7.5x300 5 500 500-30.000 > 60.000 PL1110-6525
7.5x300 5 108 500-60.000 >50.000 PL1110-6530
7.5x300 5 104 10.000-600.000 >50.000 PL1110-6540
7,5x300 5 100 60.000-2.000.000 >50.000 PL1110-6550
7.5x300 10 50 hasta 2.000 > 35.000 PL1110-6115
7.5x300 10 100 hasta 4 000 > 35.000 PL1110-6120
7.5x300 10 500 500-30.000 > 35.000 PL1110-6125
7.5x300 10 10, 500-60.000 > 35.000 PL1110-6130
7.5x300 10 104 10 000-600 000 >35.000 PL1110-6140
7.5x300 10 10° 60 000-2 000 000 > 35.000 PL1110-6150
7,5x300 10 108 600 000-10 000 000 >35.000 PL1110-6160

Encontrara informacion sobre la precolumna PLgel en la pagina 500.

Curvas de calibracion 10M=
Calibracion: Poliestireno
Fase movil: THF
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 106 A
2
=
g 105A
o
o
3 104 A
&
3
@ . i
g 103A
2 500 A
o- o
100 A
4 Volumen de elucion (ml) 10
VLCO0016
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Columnas preparativas PlLgel

* La excelente eficiencia de columna ofrece una resolucion optima
* |a carga alta puede aislar cantidades de mg para un estudio posterior
¢ El escalado 10 veces mayor permite una cuantificacion eficiente

La GPC preparativa se suele emplear para fraccionar polimeros, aislar componentes en un formula poli-
mérica o simplificar mezclas de moléculas relativamente pequefias en matrices complejas. Las mezclas

de materiales se pueden separar con facilidad seguin sea su tamafo, preferiblemente en un disolvente
organico de bajo punto de ebullicién. A continuacion, se recogen como una serie de fracciones discretas y
se aislan mediante evaporacion simple del disolvente.

Las columnas preparativas PLgel se llenan con los mismos medios rigidos de alto rendimiento de las
columnas analiticas. La particula de 10 ym ofrece una alta eficiencia de columna (> 25 000 p/m) para
obtener una resolucion y caracteristicas de carga optimas. Las columnas preparativas PLgel de 25 mm de
d.i. ofrecen un escalado diez veces mayor que las columnas analiticas de 7,5 mm. El mayor d.i. y el volumen
de columna permiten una carga incluso mayor. Con los materiales de bajo peso molecular, la concentracion
de muestras también puede aumentar de forma significativa, permitiendo la produccion de cantidades de
miligramos de material muy puro. La carga real se controla por ultimo mediante la muestra y su peso
molecular.

Columnas preparativas PLgel

Peso molecular lineal

Tamaiio de particula Tamaiio de Rango operativo
Tamaiio (mm) (pm) poro (A) (g/mol) (PS) Referencia
25 x 300 10 50 hasta 2.000 PL1210-6115
25 x 300 10 100 hasta 4.000 PL1210-6120
25 x 300 10 500 500-30.000 PL1210-6125
25 x 300 10 108 500-60.000 PL1210-6130
25 x 300 10 104 10.000-600.000 PL1210-6140
25x 300 10 109 60.000-2.000.000 PL1210-6150
25 x 300 10 108 600.000-10.000.000 PL1210-6160
MIXED-B 10 500-10.000.000 PL1210-6100
25 x 300
MIXED-D 10 200-400.000 PL1210-6104
25 x 300
Precolumna prep. PL1210-1120
25x25




Columnas para
aplicaciones GPC/SEC especiales

EnviroPrep

* Elevada carga de muestras que garantiza un analisis de trazas eficaz
* Sencillo procedimiento de limpieza que ahorra los costes de preparacion de muestras
* Distribucion de tamafios de particulas optimizada que proporciona mayor resolucion

Las columnas EnviroPrep permiten una limpieza sencilla de una etapa como parte de una metodologia
para determinar los pesticidas en muchas matrices organicas. Las fracciones de mayor peso molecular
como los lipidos, los polimeros, las resinas naturales y los componentes dispersos de elevado peso

molecular se eliminan facilmente en el analisis GPC.

Las GPC preparativas para la limpieza de extractos de suelos se describen en el método EPA 3640A con
columnas de 300 x 25 mmy de 150 x 25 mm para proporcionar mayor carga de muestras y rendimientos
de fracciones, lo que es particularmente Util para bajos niveles de contaminantes. Las columnas EnviroPrep
con tamanio de poro bajo son ideales para este método. Las columnas tienen particulas de 10 pm con
tamarios de poro 100 A para lograr una mayor resolucion, con un limite de exclusion de 4 000 g/mol.

Las columnas preparativas ofrecen buena resolucion y elevadas cargas mediante la optimizacion de
distribuciones de tamafios de particulas.

EnviroPrep

Tamaiio (mm)

Referencia

21,2 x 150

PL1E10-3120EPA

25x 150

PL1210-3120EPA

21,2 x 300

PL1E10-6120EPA

25x 300

PL1210-6120EPA

muestras

Columna:

Columna:

Fase movil:

Detector:

Velocidad de flujo:

Columnas para limpieza de

EnviroPrep
PL1210-6120EPA
25 x 300 mm

EnviroPrep
PL1210-3120EPA
25 x 150 mm

DCM
10 ml/min

UV; 254 nm

. Aceite de maiz; 25.000 mg/I

. Bis(2-etilexil)ftalato; 1,000 mg/I
. Metoxicloro; 200 mg/I

. Perileno; 20 mg/I

. Azufre; 80 mg/!

oW N =

1
22
VLC0017
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PLgel Olexis

¢ Diseflo optimizado para el analisis de poliolefinas
¢ Capacidad de funcionamiento a altas temperaturas

* Alta resolucion sin dafios por la rotura de la muestra, lo que proporciona claras separaciones

PLgel Olexis se ha disefiado para el analisis de polimeros de peso molecular muy alto, en concreto,
poliolefinas. La columna resuelve hasta 100.000.000 g/mol (poliestireno en THF) y se ha empaquetado
con particulas de 13 pm para optimizar la eficiencia y resolucion sin el riesgo de degradacion por rotura
de la muestra durante el andlisis. El relleno de PLgel Olexis tiene la estabilidad y resistencia mecanicas que
se esperan de una columna PLgel y, por ello, es capaz de funcionar hasta a 220 °C para el analisis de
materiales altamente cristalinos.

PLgel Olexis

Descripcion Tamaiio (mm) Referencia
PLgel Olexis 7.5x300 PL1110-6400
Precolumna PLgel Olexis 7,5x50 PL1110-1400

PLgel Olexis muestra verdaderas modalidades

entre la gama de las poliolefinas

Columna: 3 x PLgel Olexis 17
PL1110-6400
7,5 x 300 mm
Fase movil: Triclorobenceno + 0,0125% BHT
Velocidad de flujo: 1.0 ml/min
Volumen de inyeccion: 200 pl i
)
Temperatura: 160 °C §
Detector: PL-GPC 220 (RI) =
0 |
3 Log M 7

VLC0018
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PL HFIPgel

* Rango de separacion optimizado que proporciona un alto rendimiento sin artefactos
¢ Relleno muy duradero que prolonga la vida Util de columna

* Baja presion de funcionamiento que reduce el desgaste del sistema y los tiempos de espera
innecesarios

El hexafluoroisopropanol (HFIP) se utiliza como disolvente en GPC para el andlisis de importantes polimeros
industriales como los poliésteres, poliamidas y copolimeros polilactido/glicolido. Para obtener un rendimiento
mejorado en disolventes extremadamente polares como el HFIP y el trifluoroetanol, hemos desarrollado una
novedosa tecnologia "multiporo” para producir PL HFIPgel, un relleno PS/DVB que incluye un tamafio de
particula monodispersa, gran volumen de poro y alta resolucion.

Con el uso de PL HFIPgel se evitan los problemas asociados con los rellenos convencionales y el HFIP, como
la curvatura excesiva de las curvas de calibracion, los desplazamientos/resaltos en los picos de muestras
polidispersas y la baja resolucion de la region de bajo PM.

Se garantiza la eficiencia de columna > 30 000 p/m, ademas, las columnas son muy duraderas, con una
presion maxima de funcionamiento de 145 bares (2030 psi). Se rellenan y prueban en metanol, pero se
envian preparadas para utilizar en HFIP.

Las columnas PL HFIPgel con un d.i. de 7,5 mm normalmente funcionan a 1 ml/min. Sin embargo, las
columnas de 4,6 mm de d.i. trabajan a 0,3 ml/min, lo que permite una reduccion del 70% en el consumo
de disolvente con el consiguiente ahorro en los costes de compra y desecho de disolventes.

El rango de pesos moleculares para las columnas PL HFIPgel es de 2 000 000 g/mol (PMMA en THF).

PL HFIPgel
Descripcion Tamaiio (mm) Referencia
PL HFIPgel 4,6 x 250 PL1514-5900HFIP
PL HFIPgel 7,5x300 PL1114-6900HFIP
Precolumna PL HFIPgel 7,5x50 PL1114-1900HFIP
Precolumna PL HFIPgel 4,6 x50 PL1514-1900HFIP
Poliamidas
Columna: 2 x PL HFIPgel
PL1114-6900HFIP Nylon 66
7,5 x 300
Fase movil: HFIP + 20 mM NaTFA

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: 40°C
Detector: PL-GPC 50 (RI)

/R

o1 —
E
=

1
22
VLC0019

509



CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA

PL Rapide

¢ El andlisis, que tarda menos de diez minutos, ahorra tiempo.
¢ El rendimiento de muestras notablemente mejorado aumenta la eficiencia.
* Un menor consumo de disolvente y menos costes de eliminacion ahorran dinero.

* Hay disponibles versiones L, M y H para pesos moleculares bajos, medios y altos; disponible
en version F para andlisis de inyeccion de flujo.

Rapid GPC es una excelente herramienta para la monitorizacion del MWD de polimeros en los analisis
de tendencias. Las columnas PL Rapide cortas reducen el tiempo de andlisis a la vez que mantienen
una compatibilidad excelente con los disolventes y la estabilidad mecanica de todas las columnas GPC
de Agilent.

Las columnas PL Rapide son ideales para aplicaciones de alta velocidad como la identificacion sistematica
de alto rendimiento, la monitorizacion de procesos o el seguimiento de cambios en distribuciones de PM,
donde el tiempo es el factor mas critico del analisis. Rellenas de gel de gran calidad, estas columnas cubren
todo el espectro de pesos moleculares y estan disponibles para el andlisis de polimeros solubles en materia
organica y agua. Entre sus principales caracteristicas se incluyen materiales de relleno de gran volumen de
poro y alta resolucion, sin necesidad de requisitos especiales del sistema, distintas opciones de rango de
pesos moleculares de resolucion, amplia compatibilidad de disolventes y excelente estabilidad mecanica.




PL Rapide

Intervalo de peso Eficiencia
Descripcion Tamaiio (mm) molecular (g/mol) garantizada (p/m) Referencia
PL Rapide H 7.5x150 500-10.000.000 > 35.000 PL1113-3100
10x 100 PL1013-2100
PL Rapide M 7.5x%150 200-2.000.000 > 60.000 PL1113-3500
10x 100 PL1013-2500
PL Rapide L 7.5x150 200-400.000 >80.000 PL1113-3300
10x 100 PL1013-2300
PL Rapide F 7.5x150 hasta 4.500 >55.000 PL1113-3120
10x 100 Hasta 4 500 >40.000 PL1013-2120
PL Rapide Aqua H 7,5x150 100-10.000.000 > 35.000 PL1149-3800
10x 100 PL1049-2800
PL Rapide Aqua L 7.5x150 100-30.000 > 35.000 PL1120-3830
10x 100 PL1020-2830

Analisis de resina mediante GPC rapida

Columna: PL Rapide L
PL1013-2300
10 x 100 mm
Muestra: Resina epoxi
Fase movil: THF
Velocidad de flujo: ~ 1,0; 2,0 y 3,0 ml/min
Detector: UV; 254 nm

1,0 ml/min

2,0 ml/min

3,0 ml/min

1
6
VLC0020
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PolarGel

¢ Superficie de polaridad media y elevada estabilidad mecanica
* Funcionamiento compatible con un amplio rango de disolventes y combinaciones de disolventes
¢ Disponible en dos gamas resolutivas, PolarGel-L y PolarGel-M

La gama PolarGel es ideal para su utilizacion con disolventes polares, como la dimetilformamida (DMF)

y el dimetilsulféxido (DMSO0), y para combinaciones de disolventes como el tetrahidrofurano con agua.
Estos eluyentes son muy Utiles en GPC/SEC para separar materiales polares, como las resinas polares,
polisacéridos modificados o polimeros polares complejos que son dificiles de analizar en disolventes SEC
tradicionales, como el tetrahidrofurano por si solo. PolarGel-L se utiliza con polimeros polares de bajo peso
molecular y PolarGel-M con polimeros polares de alto PM.

Con polimeros polares, los grupos extremadamente polares pueden producir interacciones inespecificas y
mecanismos de separacion secundarios si se utilizan disolventes polares y columnas estireno/divinilbenceno
no polares tradicionales. Normalmente, es necesario el acondicionamiento de los aditivos y/o las columnas
para reducir estas interacciones. PolarGel no necesita de estas intervenciones y evita también las
interacciones y efectos secundarios que producen distorsiones del cromatograma.

Estas columnas PolarGel de "lecho mixto" tienen una superficie de polaridad media y elevada estabilidad
mecanica. Son capaces de funcionar con un amplio rango de disolventes y combinaciones de disolventes,
lo que mejora notablemente su capacidad de analisis de polimeros polares que no tienen por qué ser
solubles en agua. PolarGel esta disponible en dos gamas resolutivas que cumplen con sus precisos
requisitos.

PolarGel
Rango de PM

Descripcion Tamaiio (mm) (g/mol) (PEG/PEOQ) Referencia
PolarGel-L 7,5x300 Hasta 30 000 PL1117-6830
Precolumna PolarGel-L 7,5x50 PL1117-1830
Gel reparador PolarGel-L PL1417-0830
PolarGel-M 7,5x300 Hasta 2 000 000 PL1117-6800
Precolumna PolarGel-M 7,5x50 PL1117-1800
Gel reparador PolarGel-M PL1417-0800




Se analizaron dos muestras de resina
de melamina con PolarGel-L

Columna: 2 x PolarGel-L
300 x 7,5 mm
PL1117-6830

Fase movil: Dimetilacetamida + 0,1% LiBr

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Volumen de inyeccion: 100 pl
Detector: Agilent PL-GPC 220 (RI)
1

VLCO0021

Excelente separacion de dos resinas
de fenol-formaldehido con PolarGel-M

Columna: 2 x PolarGel-M
300 x 7,5 mm
PL1117-6800
Fase movil: 0,2% (p/v) DMF y 0,1% LiBr para reducir la

agregacion de la muestra
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Volumen de inyeccion: 100 pl

Detector: Agilent PL-GPC 50 (RI)

s

o
2
=
N
N

VLCO0022
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PlusPore

La gama PlusPore ha aumentado el volumen de poro, que proporciona elevada resolucion en aplicaciones
especificas. El medio de gran estabilidad permite el uso de un amplio rango de disolventes organicos con
exactitud y precision de forma que no haya distorsion de la forma de distribucion del PM.

La serie de columnas PlusPore se ha disefiado especialmente para GPC de elevada resolucion y representa
lo tltimo en tecnologia de columnas GPC. Estos novedosos materiales de relleno se basan en el estdndar
del sector, poliestireno/divinilbenceno (PS/DVB) muy entrecruzado, para obtener las mas amplias
aplicabilidad y compatibilidad de disolventes. Se realizan con un novedoso proceso de polimerizacion para
producir particulas que muestran una estructura de poros controlada y especifica para un rendimiento
optimo del GPC. Entre las aplicaciones habituales se encuentran las resinas, los polimeros de condensacion,
los prepolimeros y los oligomeros.

Para analisis de polimeros de alta resolucién, las columnas PolyPore, ResiPore, MesoPore y OligoPore de la
serie de productos PlusPore muestran una distribucion de tamafios de poro con curvas de calibracion casi
lineales que abarcan un amplio rango de pesos moleculares. Estas estructuras "multiporo” han aumentado
el volumen de poro en comparacion con los materiales de relleno de PS/DVB normales. Esto se traduce en
columnas GPC disefiadas para areas de aplicacion especificas. Las particulas porosas muy entrecruzadas
proporcionan estabilidad fisica y quimica y permiten sencillas transferencias entre todo el rango de
disolventes organicos con pocos cambios en la forma de la curva de calibracion o la eficiencia de las
columnas. Como la tecnologia de columnas multiporo no requiere la combinacion de materiales de relleno
con tamarios de poro individuales, se obtiene una gran exactitud y precision sin artefactos en la forma de la
distribucion de pesos moleculares.




Curvas de calibracion PlusPore

6.5

Registro PM

Leyenda

PolyPore
ResiPore

MesoPore

¢ D> O O

OligoPare

Tiempo de retencion/min 10

VLC0023

Guia de seleccion PlusPore

Rango PM (g/mol)  Tamaiio de particula
(P

Eficiencia habitual

Compuestos de calibracion

Porosidad de

Columna S) nominal (pm) (p/m) recomendados fritas (pm)
PolyPore 200-2.000.000 & >60.000 EasiCal PS-10 EasiVial PS-H 2
ResiPore 200-400.000 3 >80.000 EasiCal PS-2 o EasiVial PS-M 2
MesoPare hasta 25.000 3 >80.000 S-L-10; kit poliestireno 2
OligoPore hasta 4.500 6 >55.000 S-L2-10; kit poliestireno 2

515



516

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA

PolyPore

 Andlisis rutinario de polimeros con resolucion muy elevada
¢ Amplio rango de funcionamiento para simplificar la seleccion de columna
¢ Pequefio tamafio de particula para obtener la maxima informacion del analito

Las columnas PolyPore se han desarrollado especialmente para otorgar una resolucion sin igual en

el andlisis de polimeros con amplias distribuciones de pesos moleculares. Con un amplio rango de
funcionamiento que cubre numerosas decenas de pesos moleculares, las columnas PolyPore combinan
un tamano de particula de 5 pm con un volumen de poro extremadamente alto para ofrecer la mayor
resolucion posible, lo que garantiza que del anélisis se obtiene una informacion lo mas detallada posible.

PolyPore

Descripcion Tamaiio (mm) Referencia
PolyPore 7,5x300 PL1113-6500
Precolumna PolyPore 7,5 x50 PL1113-1500




Comparacion de PolyPore con columnas GPC

convencionales con tamaiio de poro tinico
Columna A: 2 x PolyPore
PL1113-6500
7,5 x 300 mm
Columna B: PLgel 103A
7.5 x 300 mm, 5 pm
Columna C: PLgel 10°A
7.5 x 300 mm, 5 pm Columnas con tamaiio de poro
Muestra: Resina de PM elevado iinico (B y C)
Fase movil: THF

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Volumen de inyeccion: 100 pl

Detector: Agilent PL-GPC 50 (R) PolyPore (A)

| : o 1
5 Tiempo de retencion/min 20
VLC0024

Polimetilmetacrilato en DMF

Columna: 2 x PolyPore
PL1113-6500
7.5 x 300 mm

Muestra: PMMA comercial

Fase movil: DMF +0,1% LiBr

Velocidad de flujo: 1.0 ml/min
Temperatura: 80 °C
Volumen de inyeccion: 100 pl

Detector: Agilent PL-GPC 50 (RI)

1
Tiempo de retencion/min 2

VLC0025

o —
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ResiPore

* Separacion eficaz de distribuciones de pesos moleculares complejas

* El contenido de oligomeros proporciona una representacion real de la muestra

* El elevado volumen de poro obtiene la maxima informacion del analito

Las columnas ResiPore son una eleccion ideal para el analisis de resinas y polimeros de condensacion
con distribuciones de pesos moleculares complejas que incluyen contenidos de oligdmeros. Al combinar

un tamano de particula de 3 pm y un elevado volumen de poro, las columnas ResiPore de alta eficiencia
ofrecen la maxima resolucion de estos polimeros de peso molecular intermedio.

ResiPore

Descripcion Tamaiio (mm) Referencia
ResiPore 7,5x 300 PL1113-6300
Precolumna ResiPore 7,5x50 PL1113-1300




Resina alquidica

Columna: 2 x ResiPore
PL1113-6300
7.5 x 300 mm
Fase movil: THF
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Volumen de inyeccion: 20 pl
Detector: UV; 254 nm
1
Tiempo de retencion/min 20
VLC0026
Poliéster
Columna: 2 x ResiPore
PL1113-6300
7,5 x 300 mm
Fase movil: THF
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Volumen de inyeccion: 20 pl
Detector: UV; 254 nm
. . . 1
Tiempo de retencién/min 20

VLC0027
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MesoPore

¢ Compatibilidad total de disolventes sin efectos perjudiciales en la eficiencia
* Pequefio tamafio de particula, con lo que se obtiene la méxima informacion del analito

* Sin desplazamientos de la distribucion del peso molecular, por lo que la distribucion es una
representacion fidedigna de la muestra

Las columnas MesoPore se han disefiado especificamente para proporcionar resultados optimos en el
analisis de prepolimeros, es decir, materiales poliméricos con un gran componente oligomérico. Al combinar
un tamarnio de particula de 3 pm con un elevado volumen de poro, las columnas MesoPore proporcionan
las separaciones de mayor resolucion para el andlisis de polimeros de bajo peso molecular, como los
prepolimeros, las resinas, los polioles y los siloxanos.

MesoPore
Descripcion Tamaiio (mm) Referencia
MesoPore 7,5x300 PL1113-6325
Precolumna MesoPore 7.5x50 PL1113-1325
Poliuretanos
Columna: 2 x MesoPore
PL1113-6325
7,5 x 300 mm
Fase movil: THF
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Volumen de inyeccion: 20 pl
Detector: Agilent PL-GPC 50 (RI)
é Tiempo de retencion/min ;2
VLC0028
Poliesterimida
Columna: 2 x MesoPore
PL1113-6325
7.5 x 300 mm
Fase movil: THF
Velocidad de flujo: 1.0 ml/min
Volumen de inyeccion: 20 pl
Detector: Agilent PL-GPC 50 (Rl)
I 1
5 Tiempo de retencion/min 17
VLC0029
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OligoPore

e Curva de calibracion casi lineal para una mayor exactitud y precision
* Medio muy estable que permite una amplia seleccion de disolventes
e Aislamiento de fracciones individuales con lo que se obtiene mas informacion de la muestra completa

Las columnas OligoPore se han desarrollado a partir de un nuevo e innovador medio que presenta unos
volimenes de poro notablemente aumentados en comparacion con las columnas GPC con tamario de poro
bajo convencionales. El resultado es de mayor resolucion en la region oligomérica. La columna preparativa
300 x 25 mm ofrece alta resolucion y una carga aumentada notablemente para el aislamiento eficaz de los
componentes individuales. Las fracciones oligoméricas recogidas por la columna preparativa OligoPore se
pueden volver a inyectar en las columnas analiticas para comprobar la pureza de las fracciones y para la
comparacion con toda la muestra.

OligoPore

Descripcion Tamaiio (mm) Referencia
OligoPore 25x 300 PL1213-6520
OligoPore 7,5x300 PL1113-6520
Precolumna OligoPore 7,5 x50 PL1113-1320
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Analisis de poliestireno de bajo peso molecular
y fracciones oligoméricas recogidas por
las columnas preparativas OligoPore

Columna: 2 x OligoPore
PL1113-6520
7,5 x 300 mm
Fase movil: THF

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: uv

Polimero completo

10 Tiempo de retencion/min 20
VLC0030
Separacion analitica de poliestireno
de bajo peso molecular
Columna: 2 x OligoPore
PL1213-6520
7,5 x 300 mm
Fase movil: THF
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Carga: 0,2%; 100 ml i :
Detect w 5 Tiempo de retencion/min 20
etector:
Separacion preparativa de poliestireno
de bajo peso molecular
Columna: 2 x OligoPore
PL1213-6520
25 x 300 mm
Fase movil: THF
Velocidad de flujo: 10,0 ml/min | |
C 20%. 2 ml 5 Tiempo de retencion/min 2
arga: U7, Z2m VL0031
Detector: uv

canteose rsenct. [




SEC en fase acuosa de polimeros

SEC PL aquagel-OH

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) en fase acuosa se utiliza comunmente para determinar
las distribuciones de pesos moleculares de una serie de polimeros naturales y sintéticos solubles en agua
y separar oligomeros y pequefias moléculas. La necesidad de eliminar efectos ionicos e hidrofobicos hace
que la SEC en fase acuosa sea muy estricta.

La serie PL aquagel-OH proporciona una matriz fisica y quimicamente estable para separaciones de SEC
en fase acuosa fiables. Las columnas se rellenan con perlas de copolimeros macroporosas con una funcion
de polihidroxilo extremadamente hidrofilica. La superficie "neutra” y la capacidad de funcionar en una
amplia variedad de condiciones de eluyentes ofrecen analisis de alta calidad de compuestos con grupos
funcionales neutros, idnicos e hidrofébicos, solos o combinados. PL aquagel-OH esta disponible para
aplicaciones analiticas y preparativas.

Optimizacion de condiciones para SEC en fase acuosa con
columnas PL aquagel-OH

Debido a la compleja naturaleza de los polimeros solubles en agua, a veces es necesario modificar

el eluyente para evitar interacciones entre muestras y entre muestras y columnas que pueden derivar

en separaciones de SEC en fase acuosa deficientes. La excelente estabilidad del material de relleno

de PL aquagel-OH permite que se adapte el eluyente para que se ajuste al polimero, mientras que se
conserva la alta eficiencia de columna. En el caso de interacciones ionicas, el eluyente se puede modificar
con la adicion de sal y/o el ajuste de pH. En el caso de polimeros solubles en agua con caracter hidrafobo,
solo es necesaria la adicion de un disolvente organico débil (metanol) para inhibir interacciones
hidrofabicas.

LCYLC/MS
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Guia de seleccion de eluyente para aplicaciones PL aquagel-OH

Polimero soluble en agua

Quimica de polimeros

Eluyente recomendado

Neutro Anioénico Cationico
i
NaN0, 0,1-0,3 M NaNO, 0,2-0,8 M
Agua pura pH 7-9 pH 2-7

NaH,P0, 0,01 M

NaH,P0, 0,01 M

/

Polimeros hidrofabicos

Adicion de hasta un 50% de metanol

Guia de seleccion de columna PL aquagel-OH

Tipo de muestra

Aplicaciones tipicas

Ajustes de columnas recomendados

Polimeros y oliggmeros de bajo PM

Surfactantes, oligosacaridos, PEG,
lignosulfonatos, poliacrilatos

203,30, 20

PL aguagel-OH; 8 um o

PL aguagel-OH 20; 5 pm o

PL aguagel-OH MIXED-M de 8 pm

Polimeros naturales o artificiales polidispersos

Polisacaridos, PVA, derivados de celulosa, PEO,

acido poliacrilico

2 0 3 PL aquagel-OH MIXED-H; 8 um; o PL
aquagel-OH 60/50/40; 8 pym

Polimeros de PM muy alto

Poliacrilamidas, acidos hialuronicos, CMC,

almidones, resinas

PL aquagel-OH 60/50/40; 15 um; en serie

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




Serie analitica PL aquagel-OH

* Matriz muy estable que garantiza separaciones fiables, incluso con eluyentes modificados

* Las columnas MIXED cubren un amplio rango de pesos moleculares, lo que simplifica la seleccion

de columnas

* Muy versétil para muestras neutras, polares, anionicas y cationicas

La serie analitica PL aquagel-OH tiene un rango de pH de 2 a 10, es compatible con disolventes organicos
(hasta un 50% de metanol), dispone de estabilidad mecanica de hasta 140 bares (2030 psi) y de presiones
bajas de funcionamiento de columnas.

Serie analitica PL aquagel-OH

Rango PM (g/mol)

Eficiencia garantizada

Descripcion Tamaiio (mm) (PEG/PEO) (p/m) Referencia
PL aquagel-OH 20; 5 pm 7,5x 300 100-10.000 >5.000 PL1120-6520
PL aquagel-OH 20; 8 ym 7.5x300 100-20.000 > 35.000 PL1149-6820
PL aquagel-OH 30; 8 pm 7.5x300 100-30.000 > 35.000 PL1120-6830
PL aquagel-OH 40; 8 pm 7,5x300 10.000-200.000 > 35.000 PL1149-6840
PL aquagel-OH 40; 15 ym 7.5x300 10.000-200.000 >15.000 PL1149-6240
PL aquagel-OH 50; 8 pm 7,5x300 50.000-1.000.000 >35.000 PL1149-6850
PL aquagel-OH 50; 15 um 7,5x 300 50.000-1.000.000 >15.000 PL1149-6250
PL aquagel-OH 60; 8 pm 7.5x300 200.000-> 10.000.000 >35.000 PL1149-6860
PL aquagel-OH 60; 15 pm 7.5x300 200.000-> 10.000.000 >15.000 PL1149-6260
PL aquagel-OH MIXED-H; 8 um 7.5x300 100-10.000.000 > 35.000 PL1149-6800
PL aquagel-OH MIXED-M; 8 ym 7,5x 300 > 600.000 > 35.000 PL1149-6801
Precolumna PL aquagel-OH; 10 pm 25x 25 PL1249-1120
Precolumna PL aquagel-OH; 5 pm 7,5x50 PL1149-1530
Precolumna PL aquagel-OH; 8 pm 7,5 x50 PL1149-1840

RECOMENDACIONES

Y HERRAMIENTAS

Los tampones en una columna
almacenada pueden cristalizar y
provocar dafios. Limpie la columna
con agua que contenga una pequefia
cantidad de azida de sodio para evitar

el crecimiento bioldgico.
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Alcohol de polivinilo

Columna: 3 x PL aquagel-OH MIXED-H 8 ym
PL1149-6800
7,5 x 300 mm
Fase movil: 02M NaNOs; 0,01 M NaH,PO,; pH 7
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: Agilent PL-GPC 50 (RI)
1IU Tiempo de retencion/min 3I3
VLC0032
Heparina
Columna: 2 x PL aquagel-OH 30 8 pm
PL1120-6830
7.5 x 300 mm
Fase movil: 0.2 M NaN0s; 0,01 M NaH,PO,; pH 7 /L
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: Agilent PL-GPC 50 (RI) /\l\
é Tiempo de retencion/min ZIZ
VLC0033
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Acido hialurénico
Columna: PL aquagel-OH 60; 15 pm

Fase movil: 0.2 M NaN05; 0,01 M NaH,P0,; pH 7 5
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min .
Detector: Agilent PL-GPC 50 (RI)

dw/dlog M

w de 1.800,00 g/mol

PL1149-6260
7,5 x 300 mm
Y
PL aquagel-OH 40; 15 pm
PL1149-6240 Cromatograma
7,5 x 300 mm
1
min 18

Log M

1
7

VLC0034

Diferencias en la composicion
de dos Alquil naftalen sulfonatos

8.0
Columna: 2 x PL aquagel-OH 20 5 pm
PL1120-6520
7,5 x 300 mm
Fase movil: 0,25 M formiato amanico en agua
Velocidad de flujo: 1.0 ml/min
Volumen de inyeccion: 20 pl
Detector: ELS (neb=30 °C, evap=30 °C, gas=1,4 SLM) ?»
E
0.0

—

i

Cum.Ht

Log M

0.0
35

VLC0035
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PL aquagel-OH preparativa

¢ Escalado hasta 10 veces superior que maximiza el rendimiento
¢ Elevada carga que maximiza el rendimiento de muestras

* Tamafio de particulas cuidadosamente escogido que proporciona una resolucion 6ptima

La SEC preparativa se utiliza para el fraccionamiento de una amplia serie de muestras solubles en agua
seglin su tamafo en la disolucion. La técnica se aplica al fraccionamiento de polimeros dispersos o a
compuestos aislados de formulacion polimérica.

Las columnas PL aguagel-OH preparativas y sus correspondientes precolumnas permiten un rapido y
practico escalado de las separaciones analiticas. La columna preparativa de 25 mm de d.i. proporciona
un escalado al menos 10 veces superior en la carga respecto a las columnas analiticas de 7,5 mm de d.i.
Normalmente, con una velocidad de flujo de 10 ml/min se consigue un tiempo de separacion de diez
minutos con una columna de 300 mm. Las columnas se rellenan con las mismas particulas resistentes

y macroporosas de la gama de columnas analiticas. El tamafio de particula de 8 um proporciona una
resolucion optima y unas caracteristicas de carga con una eficiencia de columna de > 20 000 placas/m.

PL aquagel-OH preparativa

Rango PM (g/mol)

Descripcion Tamaiio (mm) (PEG/PEOQ) Referencia
PL aquagel-OH 30; 8 ym 25x 300 100-30.000 PL1220-6130
PL aquagel-OH 40; 8 um 25x 300 10.000-200.000 PL1249-6140
PL aquagel-OH 50; 8 pm 25x 300 50.000-1.000.000 PL1249-6150
PL aquagel-OH MIXED; 8 pm 25x 300 100-10.000.000 PL1249-6100
Precolumna PL aquagel-OH; 10 pm 25x 25 PL1249-1120
Alcohol de polivinilo
Columna: PL aquagel-OH 40; 8 pm
PL1249-6140
25 x 300 mm
Fase movil: 0.2 M NaN0s; 0,01 M NaH,PO,; pH 7
Velocidad de flujo: 10,0 ml/min
Carga: 10 mg/ml; 2 ml
Detector: Agilent PL-GPC 50 (RI)
(I) Tiempo de retencion/min 1I5
VLC0036
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Accesorios de la columna GPC

Descripcion Unidad

Referencia

Herramienta de eliminacion de fritas solo para columnas enroscadas  1/pagq.

PL1310-0001

Kit con frita de 2 um para columnas enroscadas; 7,5 mm de d.i. 5/pag. PL1310-0002
Kit con frita de 5 pm para columnas enroscadas; 7,6 mm de d.i. 5/paq. PL1310-0012
Kit con frita de 10 um para columnas enroscadas; 7,5 mm de d.i. 5/paq. PL1310-0036
Gel reparador de columnas PLgel; 10 pm 1/paq. PL1410-0101
Gel reparador de columnas PLgel; 5 ym 1/paq. PL1410-0501
Tuercas de conexion de columna; tubo de 1/16 pulg. 5/paq. PL1310-0007
Férrulas de tubos; tubo de 1/16 pulg. 5/paq. PL1310-0008
Tubos de conexion; 10 cm de longitud; 0,01 pulg. de d.i. 10/paq. PL1310-0048
Conector de acero inoxidable de intercolumna LDV 1/paq. PL1310-0005

Gel reparador de columnas PLgel, 3 um

PL1410-0301

Gel reparador de columnas PLgel Olexis

PL1410-0200
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Patrones de polimeros para GPC/SEC

Los patrones de polimeros de Agilent son los materiales de referencia ideales para la generacion de
calibraciones de columna GPC/SEC precisas y fiables, con la garantia de la norma de calidad ISO
9001:2000. Otras aplicaciones en las que se emplean nuestros homopolimeros con caracteristicas
(inicas son como modelo de polimeros para investigaciones y desarrollo de métodos analiticos.

Agilent fabrica los patrones de polimeros de mayor calidad con una polidispersidad extremadamente
reducida y la mas amplia gama de pesos moleculares disponible en el mercado. Estos patrones de
polimeros de alta calidad se suministran junto con numerosos datos de caracterizacion, para los cuales

se utiliza una gran variedad de técnicas independientes (por ejemplo, dispersion de la luz y viscometria) y
una técnica de GPC de alto rendimiento para verificar la polidispersidad y asignarle todo el peso molecular
pico (Mp).

Nuestra gama completa de kits de calibracion tradicionales, EasiVial y EasiCal se ha disefiado
especialmente para cubrir todos los rangos de pesos moleculares para aplicaciones de GPC/SEC organicas
y acuosas. Le ofrecemos la mayor seleccion para que maximice sus necesidades de caracterizacion
especificas. Asimismo, contamos con otros polimeros como pesos moleculares individuales, y polimeros de
amplia distribucion para validar sistemas o amplios procedimientos de calibracion estandar.




Kits de calibracion

Agilent ofrece una amplia gama de kits de patrones de polimeros para calibraciones de columna

para GPC/SEC convencionales o para la calibracion de detectores de dispersion de la luz y viscometria.
Los kits se envasan en paquetes de diez patrones de polimeros diferentes que cubren un rango de pesos
moleculares determinado, para su uso con disolventes organicos y acuosos, de polaridad media y polares.
Cada polimero individual cuenta con su propio Certificado de Anélisis de valores y condiciones analiticas,
como el Mp necesario para la creacion de graficas de calibracion. Los polimeros se seleccionan para
proporcionar puntos de calibracion equidistantes en una escala logaritmica de PM, ofreciendo una curva
de calibracién mas uniforme.

Pesos moleculares de polimeros individuales

Diseflamos nuestros patrones individuales para contar con la menor distribucion de peso molecular
disponible en el mercado. Ademas, son aptos para la mas amplia gama de pesos moleculares

(de 162 a 15 millones de pesos moleculares). El actual peso molecular nominal de poliestireno de
15 millones de MW tiene una polidispersidad < 1,10. Estos patrones suelen estar disponibles en ¢
antidades de 1, 5y 10 g, y cada uno cuenta con su propio certificado de analisis que detalla las
condiciones de andlisis y los datos mas importantes.

Guia de seleccion de patrones GPC/SEC

Mw Kits de

Tipo de polimero individual calibracion EasiCal EasiVial Tipo de GPC/SEC
Poliestireno v v v v Organico
Polimetilmetacrilato v v v Organico
Polietilenglicol (PEG) v v v Orgénico/acuoso
Oxido de polietileno (PEO) v v v Organico/acuoso
Polisacarido pululano v v Orgénico/acuoso
Acido poliacrilico-sal Na v v Acuoso
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EasiVial

¢ Elimina los tediosos procedimientos de pesado para mejorar la precision de la calibracion.
* Reduce el vertido de disolvente para limitar los riesgos asociados al tratamiento de disolventes.
* Para GPC convencional y de detectores mdiltiples para aumentar la aplicabilidad.

Para calibrar columnas para GPC/SEC organicas y acuosas, este producto principal es el método mas
rapido y practico para proporcionar una calibracion de columna precisa de 12 puntos.

La clave para lograr la separacion en linea de base a partir de mezclas de polimeros, y, por tanto, eliminar
dudas v errores, reside en la eleccion de los polimeros de polidispersidad mas reducidos exclusivamente.
En este campo destacan los patrones de polimeros de Agilent, tal y como se muestra en los
cromatogramas.

El kit de patrones EasiVial es un producto preparado previamente, que ahorra tiempo a la hora de realizar
una calibracion de columnas GPC rapida y fiable. Los kits EasiVial contienen tres viales, cada uno con

una mezcla de cuatro patrones de polimeros pesados previamente y de forma precisa, ofreciendo una
calibracion GPC de 12 puntos en tan solo tres inyecciones. La masa de cada polimero en el vial se conoce
de manera precisa, de forma que al afiadir un volumen fijo de eluyente, la solucion se prepara con una
concentracion precisa. EasiVial es ideal tanto para la calibracion GPC de detectores multiples como para
la convencional. Solo tendré que prepararlo e inyectarlo manualmente, transferir viales a inyectores
automaticos, o colocarlo directamente en un inyector automatico compatible.

Cada kit EasiVial contiene 30 viales (diez de cada tipo) codificados por colores para identificarlos facilmente,
y se dispone de viales de 4 o0 2 ml adecuados para la mayoria de inyectores automaticos. Los kits estan
disponibles para poliestireno (PS), polimetiimetacrilato (PMMA), polietilenglicol/6xido (PEG/PEQ) y
polietilenglicol (PEG). Para obtener un valor afiadido, se ofrece un Tri-Pack (90 viales) que amplia la
reproducibilidad.




EasiVial PS-H

Columna:

Fase movil:

Velocidad de flujo:

Temperatura:

Detector:

3 x PLgel 10 um MIXED-B

®© N oo

. 6.035.000

483.000
19.720
1.260
3.053.000
84.900
8.450

580

. 915.000
. 60.450
. 3.370

. 162

Calibracion de poliestireno generada con EasiVials

1.0e7 —

1.0e2

LogM

Tiempo de retencion/min

1
29
VLC0044




Especificaciones

EasiVial PS-H  EasiVial PS-M  EasiVial PS-L EasiVial PM EasiVial PEG/PEO EasiVial PEG
Mp nominal (g/mol)

EasiVial Color

Rojo 1300 780 580 2000 600 282
20.000 6000 3000 30.000 12.000 1000
500.000 50.000 10.000 300.000 125.000 6000
6.000.000 400.000 40.000 2.000.000 1.200.000 35.000
Amarillo 580 370 370 1000 200 194
8500 2500 2000 13.000 4000 600
185.000 25.000 6000 150.000 60.000 3750
3.000.000 200.000 25.000 800.000 1.000.000 21.000
Verde 162 162 162 600 100 106
3400 1500 1000 5700 1.500 420
60.000 11.000 4000 80.000 25.000 2000
900.000 100.000 16.000 470.000 460.000 12.000

Leyenda de la descripcion

PS: Poliestireno

PM: Polimetilmetacrilato

PEG/PEQ: Polietilenglicol/6xido de polietileno
H: Alto

M: Medio

L: Bajo
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Kits de calibracion pesada previamente EasiVial

Rango de Mp nominal

Volumen de vial

Descripcion (g/mol) (ml) Unidad Referencia

EasiVial PEG/PEO 100-1.200.000 2 30/pagq. PL2080-0201
EasiVial PEG/PEO 100-1.200.000 4 30/pagq. PL2080-0200
EasiVial PEG 106-35.000 2 30/paq. PL2070-0201
EasiVial PEG 106-35.000 4 30/pagq. PL2070-0200
EasiVial PM 600-2.000.000 2 30/pagq. PL2020-0201
EasiVial PM 600-2.000.000 4 30/paq. PL2020-0200
EasiVial PS-H 162-6.000.000 2 30/pagq. PL2010-0201
EasiVial PS-H 162-6.000.000 4 30/pagq. PL2010-0200
EasiVial PS-M 162-400.000 2 30/pagq. PL2010-0301
EasiVial PS-M 162-400.000 4 30/pagq. PL2010-0300
EasiVial PS-L 162-40.000 2 30/pagq. PL2010-0401
EasiVial PS-L 162-40.000 4 30/pag. PL2010-0400
PEG/PEOQ Tri-Pack 2 90/paq. PL2080-0202
PEG/PEO Tri-Pack 4 90/pagq. PL2080-0203
PEG Tri-Pack 2 90/pag. PL2070-0202
PEG Tri-Pack 4 90/paq. PL2070-0203
PMMA Tri-Pack 2 90/pag. PL2020-0202
PMMA Tri-Pack 4 90/pag. PL2020-0203
PS-H Tri-Pack 2 90/paq. PL2010-0202
PS-H Tri-Pack 4 90/pag. PL2010-0203
PS-L Tri-Pack 2 90/pag. PL2010-0402
PS-L Tri-Pack 4 90/pag. PL2010-0403
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EasiCal

* Sencillo proceso de tres pasos sin complicaciones

e El formato rentable ahorra costes
¢ Solo se necesitan dos inyecciones para obtener una mejor productividad

El sistema EasiCal para disolventes organicos consiste en dos panales diferentes, cada uno de ellos con
espatulas desmontables que sostienen una mezcla de cinco patrones de polimeros. La capa fina de
polimero (de aproximadamente 5 mg) en la punta de las espatulas de PTFE se disuelve con rapidez al
sumergirla en eluyente para ofrecer dos soluciones de calibracion GPC/SEC. Un Unico paquete contiene
diez espatulas de cada tipo, con pesos moleculares seleccionados para ofrecer puntos de calibracion
equidistantes y asi obtener una mayor precision.

Kits de poliestireno EasiCal preparados previamente

Descripcion Rango de Mp nominal (g/mol) Unidad Referencia

Poliestireno PS-1 580-7.500.000 1/pagq. PL2010-0501
5/pag. PL2010-0505

Poliestireno PS-2 580-400.000 1/pagq. PL2010-0601
5/paq. PL2010-0605

La calibracion de columna para GPC/SEC es algo realmente sencillo

Log MW

1. Coloque una espatula de cada tipo en el volumen adecuado
de disolvente.

1
13 Tiempo de retencion/min 25
[ 1 VLC0038

3. Generan una calibracion de 10 puntos.

2. Realice una cromatografia de cada solucion; sélo se requieren dos inyecciones.

canteose rsenct. [




Poliestireno

* Compatible con la mayoria de los disolventes organicos
¢ El Certificado de andlisis cumple con todos los protocolos internacionales
* Capacidad de calibracion para préacticamente todas las aplicaciones

Los patrones de poliestireno son la primera opcion para muchos disolventes organicos, tanto para
calibracion de columna GPC convencional como para el calibrado de dispersion de luz y los detectores
de viscosidad. Nuestros polimeros organicos cubren una gama desde 162 — 15 millones de PM, con PM
seleccionados para ofrecer puntos de calibracion equidistantes y asi obtener una mayor precision.

Cada kit contiene 0,5 g de diez patrones de pesos moleculares diferentes.

Kits de calibracion, (todos los kits 10 x 0,5 g)

S-H-10 S-H2-10 S-M-10 S-M2-10 S-L-10 S-12-10
Referencia Referencia Referencia Referencia Referencia Referencia
PL2010-0103 PL2010-0104 PL2010-0100 PL2010-0102 PL2010-0101 PL2010-0105

Mp nominal del polimero constituyente (g/mol)

300.000 1000 580 580 162 162
460.000 3000 1450 1400 580 370
700.000 8600 4000 2400 900 580
1.100.000 25.000 10.000 4750 1400 800
1.700.000 73.000 27.000 9500 2200 1000
2.600.000 210.000 66.000 19.000 3400 1500
4.000.000 600.000 180.000 38.000 5100 1900
6.200.000 1.780.000 460.000 75.000 8100 2500
9.500.000 5.000.000 1.190.000 150.000 12.800 3200
15.000.000 15.000.000 3.000.000 300.000 20.000 4500

Leyenda de la descripcion
H: Alto

M: Medio

L: Bajo
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Pesos moleculares de polimeros individuales

Mp nominal, polimero
(g/mol)

Mw/Mn nominal

Referencia
1g

Referencia
5g

Referencia
10g

162 1,00 PL2012-1001  PL2012-1005  PL2012-1010
370 (AN PL2012-0001  PL2012-0005  PL2012-0010
580 ™ PL2012-2001  PL2012-2005  PL2012-2010
1000 1,09 PL2012-3001  PL2012-3005  PL2012-3010
1300 1,07 PL2012-4001  PL2012-4005  PL2012-4010
2000 1,05 PL2012-5001  PL2012-5005  PL2012-5010
3000 1,04 PL2012-6001  PL2012-6005  PL2012-6010
5000 1,03 PL2012-7001  PL2012-7005  PL2012-7010
7000 1,04 PL2012-8001  PL2012-8005  PL2012-8010
10000 1,02 PL2012-9001  PL2012-9005  PL2012-9010
20000 1,02 PL2013-1001  PL2013-1005  PL2013-1010
30000 1,02 PL2013-2001  PL2013-2005  PL2013-2010
50 000 1,03 PL2013-3001  PL2013-3005  PL2013-3010
70000 1,03 PL2013-4001  PL2013-4005  PL2013-4010
100 000 1,02 PL2013-5001  PL2013-5005  PL2013-5010
130 000 1,01 PL2013-6001  PL2013-6005  PL2013-6010
200 000 1,06 PL2013-7001  PL2013-7005  PL2013-7010
300 000 1,03 PL2013-8001  PL2013-8005  PL2013-8010
500 000 1,03 PL2013-9001  PL2013-9005  PL2013-9010
700 000 1,03 PL2014-0001  PL2014-0005  PL2014-0010
1000 000 1,06 PL2014-1001  PL2014-1005  PL2014-1010
1500 000 1,04 PL2014-2001  PL2014-2005  PL2014-2010
2000000 1,04 PL2014-3001  PL2014-3005  PL2014-3010
2500000 1,06 PL2014-4001  PL2014-4005  PL2014-4010
4000 000 1,04 PL2014-6001  PL2014-6005  PL2014-6010
7000 000 1,04 PL2014-7001  PL2014-7005  PL2014-7010
10000 000 1,06 PL2014-8001  PL2014-8005  PL2014-8010
15000 000 1,06 PL2014-9001  PL2014-9005  PL2014-9010

Patrones de poliestireno

Columna: 2 x OligoPore
PL1113-6520
7.5 x 300 mm
Fase movil: THF

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: Agilent PL-GPC 50 (RI)

1,270

580

min

1
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Polimetilmetacrilato

* El gran nimero de opciones de disolventes aumenta la capacidad de aplicacion
* El estricto control de calidad mejora el rendimiento
* Los métodos de fabricacion propios garantizan un suministro regular

Los patrones de polimetiimetacrilato (PMMA) son extremadamente versatiles, ya que se pueden utilizar
para GPC organica con una amplia gama de eluyentes de polaridad media, tales como el tetrahidrofurano,
tolueno, cetona metiletilica y acetato de etilo. También funcionan correctamente con eluyentes organicos
mas polares, por ejemplo, dimetilformamida, dimetilacetamida y hexafluoroisopropanol. Los PM se
seleccionan para ofrecer puntos de calibracion equidistantes y asi obtener una mayor precision, con una
cobertura de 500 a 1,5 millones de PM. Cada kit contiene 0,56 g de diez patrones de pesos moleculares
diferentes.

Kits de calibracidn, (todos los kits 10 x 0,5 g)

M-L-10 M-M-10
Referencia Referencia
PL2010-0100 PL2020-0101
Mp nominal del polimero constituyente (g/mol)

600 1000

840 2200
1400 5000
2350 11200
3900 25500

6 400 58 000
10800 130 000

18 000 290 000
30000 660 000
50000 1500 000

Leyenda de la descripcion
M: Medio
L: Bajo

LCYLC/MS
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Pesos moleculares de polimeros individuales

Mp nominal, polimero Referencia Referencia Referencia
(g/mol) Mw/Mn nominal 19 byg 109
500 1,19 PL2022-2001 PL2022-2005  PL2022-2010
1000 1,26 PL2022-3001 PL2022-3005  PL2022-3010
2000 1,08 PL2022-5001 PL2022-5005  PL2022-5010
3000 1,08 PL2022-6001 PL2022-6005  PL2022-6010
5000 1,09 PL2022-7001 PL2022-7005  PL2022-7010
7000 1,08 PL2022-8001 PL2022-8005  PL2022-8010
10 000 1,03 PL2022-9001 PL2022-9005  PL2022-9010
13000 1,03 PL2023-0001 PL2023-0005  PL2023-0010
20 000 1,03 PL2023-1001 PL2023-1005  PL2023-1010
30000 1,02 PL2023-2001 PL2023-2005  PL2023-2010
50 000 1,02 PL2023-3001 PL2023-3005  PL2023-3010
70 000 1,02 PL2023-4001 PL2023-4005  PL2023-4010
100 000 1,02 PL2023-5001 PL2023-5005  PL2023-5010
130 000 1,05 PL2023-6001 PL2023-6005  PL2023-6010
200 000 1,02 PL2023-7001 PL2023-7005  PL2023-7010
300 000 1,02 PL2023-8001 PL2023-8005  PL2023-8010
500 000 1,06 PL2023-9001 PL2023-9005  PL2023-9010
700 000 1,03 PL2024-0001 PL2024-0005  PL2024-0010
1000 000 1,09 PL2024-1001 PL2024-1005  PL2024-1010
1500 000 1,09 PL2024-2001 PL2024-2005  PL2024-2010
Patrones de polimetilmetacrilato
Columna: 2 x PL HFIPgel
PL1114-6900HFIP
7.5 x 300 mm 3 1. 790.000
2. 144000
Fase movil: HFIP + 20 mM de NaTFA 3. 28.900
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 4. 5720
5. 1.020
Temperatura: 40°C
Detector: Agilent PL-GPC 50 (RI)

[ 1
5 Tiempo de retencion/min 22
VLC0040
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Polietilenglicol/oxido

* Kit de uso sencillo
¢ Combina glicoles y ¢xidos para ampliar el rango del peso molecular y cubrir mas aplicaciones

* Pesos moleculares seleccionados para ofrecer puntos de calibracion equidistantes y asi obtener una
mayor precision

Estos polimeros hidrofilicos son adecuados tanto para SEC acuosa como para GPC organica con la mayoria
de disolventes polares organicos. Los oxidos estan disponibles en pesos moleculares elevados, mientras que
los glicoles cubren un rango de peso molecular mas bajo. Ambos tipos son quimicamente similares, por lo
que pueden utilizarse conjuntamente en un rango de peso molecular mas amplio, con polimeros acuosos y
organicos, de 106 a 1 millon de PM. Cada kit contiene 0,2 g 0 0,5 g de diez patrones de pesos moleculares
diferentes.

Kits de calibracion

PEG-10 (10 x 0,5 g) PE0-10 (10 x 0,2 g)
Referencia Referencia
PL2070-0100 PL2080-0101
Mp nominal del polimero constituyente (g/mol)

106 20.000

194 30.000

400 50.000

600 70.000

1000 100.000
2000 200.000
4000 300.000
7000 400.000
13.000 700.000
20.000 1.000.000

LCYLC/MS
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Pesos moleculares de polimeros individuales

Mp nominal, polimero Referencia Referencia 5 Referencia
(g/mol) Mw/Mn nominal 1g g 10g
Polietilenglicol

106 1,00 PL2070-1001 PL2070-1005  PL2070-1010
194 1,00 PL2070-2001 PL2070-2005  PL2070-2010
238 1,00 PL2071-2001 PL2071-2005  PL2071-2010
282 1,00 PL2071-3001 PL2071-3005  PL2071-3010
420 1,09 PL2070-3001 PL2070-3005  PL2070-3010
600 1,06 PL2070-4001 PL2070-4005  PL2070-4010
1000 1,04 PL2070-5001 PL2070-5005  PL2070-5010
1500 1,04 PL2070-6001 PL2070-6005  PL2070-6010
4000 1,03 PL2070-7001 PL2070-7006  PL2070-7010
7000 1,04 PL2070-8001 PL2070-8005  PL2070-8010
10.000 1,05 PL2070-9001 PL2070-9005  PL2070-9010
13.000 1,07 PL2071-0001 PL2071-0005  PL2071-0010
20.000 1,07 PL2071-1001 PL2071-10056  PL2071-1010
Oxido de polietileno

20.000 1,05 PL2083-1001 PL2083-1005  PL2083-1010
30.000 1,07 PL2083-2001 PL2083-2005  PL2083-2010
50.000 1,05 PL2083-3001 PL2083-3005  PL2083-3010
70.000 1,05 PL2083-4001 PL2083-4005  PL2083-4010
100.000 1,06 PL2083-5001 PL2083-5005  PL2083-5010
130.000 1,07 PL2083-6001 PL2083-6005  PL2083-6010
200.000 1,07 PL2083-7001 PL2083-7005  PL2083-7010
300.000 1,07 PL2083-8001 PL2083-8005  PL2083-8010
500.000 1,06 PL2083-9001 PL2083-9005  PL2083-9010
700.000 1,07 PL2084-0001 PL2084-0005  PL2084-0010
1.000.000 112 PL2084-1001 PL2084-1005  PL2084-1010
1.500.000 113 PL2084-2001 PL2084-2005  PL2084-2010

Patrones polietilenglicol/dxido

Columna: PL aquagel-OH MIXED-H; 8 pm . 1.702.000
PL1149-6800 . 120.000
7.5 x 300 mm . 12.600
. 1470
Fase movil: Agua . 106

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: Agilent PL-GPC 50 (RI)

I - . 1
1 Tiempo de retencion/min il
VLC0041
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Polisacaridos

* El formato completo ofrece un rango de pesos moleculares en un solo y practico kit
* También esta disponible como patrones individuales

El kit del polisacarido pululano consiste en distintos azticares con macromoléculas lineales de
polidispersidad relativamente reducida de unidades de maltotriosa.

Kits de calibracion

SAC-10 (10 x 0,2 g)
Referencia
PL2090-0100

Mp nominal del polimero constituyente (g/mol)
180
738
5000
10.000
20.000
50.000
100.000
200.000
400.000
700.000
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Pesos moleculares de polimeros individuales

Mp nominal, polimero (g/mol) Unidad Referencia

1500 024g PL2091-2000
2000 02g PL2091-3000
3000 024g PL2091-4000
5000 05¢ PL2090-1000
20.000 05¢ PL2090-3000
50.000 05¢ PL2090-4000
100.000 05¢ PL2090-5000
200.000 05¢ PL2090-6000
700.000 05¢ PL2090-8000
1.660.000 024g PL2091-1000

Patrones del polisacarido pululano

Columna: 3 x PL aquagel-OH MIXED-H 8 pm
PL1149-6800
7,5 x 300 mm

Fase movil: 0.2 M NaN0g; 0,01 M NaH,P0,; pH 7

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: Agilent PL-GPC 50 (RI)

[ 1

8 Tiempo de retencion/min 30
VLC0042

SIS I

. 788,000
. 212.000

47.300
11,800
667
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Acido poliacrilico

¢ Compatible with all aqueous columns for wide applicability
* Polimeros acuosos 1000 — 2 millones de peso molecular
* Los valores de Mp bien caracterizados garantizan una mayor utilidad

Kits de calibracion

PAA-10 (10 x 0,2 g)
Referencia
PL2140-0100

Mp nominal del polimero constituyente (g/mol)

1000

3000

7000

13.000

30.000

70.000

100.000

300.000

700.000

1.000.000

Pesos moleculares de polimeros individuales

Mp nominal, polimero (g/mol)

Referencia
02g

Referencia
1g

1000 PL2142-3000 PL2142-3001
2000 PL2142-5000

3000 PL2142-6000 PL2142-6001
5000 PL2142-7000 PL2142-7001
7000 PL2142-8000 PL2142-8001
13.000 PL2143-0000 PL2143-0101
30.000 PL2143-2000 PL2143-2001
50.000 PL2143-3000 PL2143-3001
70.000 PL2143-4000 PL2143-4001
100.000 PL2143-5000 PL2143-5001
130.000 PL2143-6000 PL2143-6001
200.000 PL2143-7000 PL2143-7001
300.000 PL2143-8000 PL2143-8001
500.000 PL2143-9000 PL2143-9001
700.000 PL2144-0000 PL2144-0101
1.000.000 PL2144-1000 PL2144-1001
1.500.000 PL2144-2000 PL2144-2001
2.000.000 PL2144-3000 PL2144-3001
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Diagnastico de problemas del LC y LC/MS
Diogndsticodo problomasgelppLe |

Diagndstico de problemas del HPLC

Tipo de sintoma

Causa posible

Solucion

Distorsion linea base en tiempo muerto

Positivo/negativo, diferencia en el indice de refraccion
del disolvente de inyeccion

Usar fase movil para disolver la muestra

Fugas en el detector

Frita de entrada obstruida

Cambiar sellos/juntas

Desviacion de la linea base

Direccion positiva, acumulacion de contaminantes o
elucion

Lave la columna, limpie la muestra y use disolventes
puros.

Positivo/negativo, diferencia en el indice de refraccion
del disolvente de inyeccion

Usar fase movil para disolver la muestra

Direccion negativa (gradiente), absorbancia de
disolvente de fase movil "A"

Utilice un disolvente no absorbente, de grado HPLC o
mejor

Direccion positiva (gradiente), absorbancia de
disolvente de fase movil "B"

Utilice un disolvente no absorbente, de grado HPLC o
mejor

Aleatorio, cambios de temperatura

Aislar la columna v los tubos

Aleatorio, cambios de temperatura

Termostatizar la columna y los tubos

Ondulacion, cambios de temperatura en la sala

Vigilar y controlar la temperatura de la sala

Picos fantasma

Picos de inyecciones previas

Lavar la columna para eliminar los contaminantes

Contaminacion

Limpiar la muestra o prefraccionarla

Interferencias desconocidas en la muestra

Limpiar la muestra o prefraccionarla

Par ionico, alteracion del equilibrio

Preparar la muestra en la fase mavil para minimizar
la distorsion

Mapeo de péptidos, oxidacion de acido
trifluoroacético

Preparar en el dia; usar un antioxidante

Fase reversa, agua contaminada

Compruebe la idoneidad del agua. Para ello, use
distintas cantidades en la columna de fase inversa y
mida la altura de los picos con elucion. Use
disolventes aptos para HPLC.

Picos fantasma, burbujas en el disolvente

Desgasificar el disolvente

Retropresion elevada en la columna

Blogueo de columna, adsorcion de muestra

Purificar mejor la muestra, usar precolumna

Viscosidad de fase mévil demasiado alta

Usar disolventes de menor viscosidad o temperatura
superior

Tamafio de particula demasiado pequefio

Usar empaquetado de mayor dp

Frita de entrada obstruida

Sustituya la columna

Frita de entrada obstruida

Invertir el flujo del disolvente

Fugas

Minimo, polvo blanco en la conexion/conexion suelta

Apriete las conexiones, corte los tubos o cambie las
férrulas.

Fugas en valvula de inyeccion

Grave, desgaste del rotor de la valvula

Cambiar el rotor de la valvula

Fugas en columna o conexiones

Grave, conexiones sueltas

Apriete 0 cambie las conexiones.

Fuga en la bomba

Grave, fallo del sello de la bomba

Cambiar el sello de la bomba
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Diagnadstico de problemas del HPLC

Tipo de sintoma

Causa posible

Solucion

Picos negativos

Detector R, indice de refraccion de soluto inferior al
del disolvente

No hay problema; invertir la polaridad para hacerlo
positivo

Detector UV, absorbancia de soluto inferior a la de la
fase movil

Usar fase movil con menor absorbancia UV; no
reciclar el disolvente mucho tiempo

Linea base con ruido

Aleatorio, acumulacion de contaminantes

Lave la columna, limpie la muestra y use disolvente
apto para HPLC.

Continuo, problema en la ldmpara del detector

Cambie la lampara del detector.

Ocasional, interferencia eléctrica externa

Usar estabilizador de voltaje para LC

Picos dobles

Volumen de muestra demasiado grande

Reduzca el volumen (por ejemplo, a la mitad) y
vuelva a inyectar.

Disolvente de inyeccion demasiado fuerte

Usar un disolvente o fase movil mas débil

Frita bloqueada

Cambiar y usar un filtro en linea de porosidad 0,5um

Vacios en columna o canalizacion

Sustituya la columna; en algunos casos hay que
rellenar el volumen muerto de la columna con fase
estacionaria adicional

No hay barrido del paso de flujo del inyector

Cambiar el rotor del inyector

Vacio en la cabeza de columna

Sustituya la columna; complete la columna con
relleno

Sobrecarga de muestra en la columna

Utilizar una fase estacionaria de mayor capacidad
Aumentar el diametro de la columna
Disminuir el tamario de la muestra

Pico tnico, componentes interferentes

Limpie la muestra o realice un fraccionamiento
previo.

Colas de picos

Inicio de picos dobles

Consulte "picos dobles"

No hay barrido de volumenes muertos

Minimizar el nimero de conexiones
Comprobar el sello del inyector
Comprobar el ajuste de las conexiones

Compuestos basicos, interacciones de silanoles

Elija una fase ligada desactivada
Cambie a una fase polimérica

Sustancias basicas, interacciones de silanoles

Usar fase movil mas fuerte o afiadir una base
competitiva (ej. TMA)

Base de silice, degradacion de la columna

Use una columna especializada, una columna
polimérica 0 una columna protegida estéricamente.

(continuacion)
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Diagnostico de problemas del HPL

Tipo de sintoma

Causa posible

Solucion

Picos muy anchos

Volumen de inyeccion demasiado grande

Disminuir la fuerza del disolvente de inyeccion para
focalizar el soluto

Dispersion del pico en la valvula de inyeccion

Introducir burbujas de aire delante/detras de la
muestra para disminuir la dispersion

Velocidad de muestreo demasiado lenta

Aumentar la frecuencia de muestreo

Constante de tiempo del detector lenta

Ajustar la constante de tiempo para que coincida con
la anchura de pico

Elevada viscosidad de la fase movil

Aumentar la temperatura de la columna

El volumen de la celda del detector es demasiado
grande

Usar el menor volumen de celda posible sin
intercambiador de calor en el sistema

Volumen de inyector demasiado grande

Disminuir el volumen de inyeccion

Tiempos de retencion largos

Usar la elucion en gradiente o una fase movil mas
fuerte

Fluctuacion de la presion

Fuga en la vélvula de seguridad

Cambiar la valvula de seguridad

Fugas en el sello de la bomba

Cambiar los sellos de la bomba

Acumulacion de particulas

Filtrar la muestra, colocar un filtro en linea, filtrar la
fase movil

Incremento de la presion

Acumulacion de particulas

Filtrar la muestra, colocar un filtro en linea, filtrar la
fase movil

Sistemas con agua/compuestos organicos,
precipitacion del tampon

Pruebe las mezclas de tapon y compuestos
organicos, y confirme la compatibilidad.

Retencion superior al volumen de
permeacion total

Exclusién por tamario, interacciones especificas

Afadir modificadores de fase movil o cambiar el
disolvente

Cambio de los tiempos de retencion

Variacion de la temperatura de la columna

Termostatizar o aislar la columna, mantener
constante la temperatura

Tiempo de equilibrado insuficiente con andlisis en
gradiente o cambios en la fase movil isocratica

Asegurarse de que como minimo 10 volumenes de
columna pasan a través de la columna tras el cambio
de disolvente o finalizacion del gradiente

Evaporacion selectiva de componentes de la fase
movil

Purgar con helio menos vigorosamente, mantener
tapados los disolventes, preparar la fase movil en el
momento

Insuficiente capacidad del tampon

Usar una concentracion de tampon >20 mM

Inconsistencias en la mezcla de la fase movil en linea

Asegurarse de que el sistema de gradiente
proporciona una composicion constante; comprobar
frente a la preparacion manual de la fase movil

Acumulacion de contaminacion

Lave la columna de vez en cuando con un disolvente
fuerte para quitar los contaminantes

Primeras inyecciones: adsorcion en los centros activos

Acondicionar la columna con la inyeccion inicial de
muestra concentrada
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Diagnds

o de problemas del HPLC

Tipo de sintoma

Causa posible

Solucion

Disminucion de los tiempos de retencion

Incremento de la velocidad de flujo

Comprabar el funcionamiento de la bomba;
reiniciarla si fuera necesario

Sobrecarga de muestra en la columna

Disminuir el tamafio de la muestra

Pérdida de fase estacionaria ligada

Mantener el pH de la fase movil entre 2y 8,5

Aumento de los tiempos de retencion

Disminucion de la velocidad de flujo

Reparar las fugas de las lineas de liquidos, cambiar
los sellos de la bomba y comprobar la cavitacion de
la bomba o las burbujas de aire

Centros activos en el empaquetado de silice

Usar modificadores de fase movil

Pérdida de fase estacionaria ligada

Mantener el pH de la fase movil entre 2y 8,5

Cambios en la composicion de la fase movil

Asegurarse de que el contenedor de la fase movil
esté tapado

Centros activos en el empaquetado de silice

Afadir una base competitiva a la fase movil

Centros activos en el empaquetado de silice

Usar empaquetado de mayor cobertura para la fase
estacionaria

Problemas de sensibilidad

Los picos salen fuera del rango lineal del detector

Diluir/concentrar para ajustarlos a la region lineal

Primeras inyecciones de muestra: absorcion de
muestra en el loop o columna

Acondicionar el loop/columna con muestra
concentrada

Obstruccion de las lineas de flujo del inyector
automatico

Compruebe el flujo y asegurese de que no hay
bloqueos.

Loop de muestra de inyeccion semilleno

Asegurarse de que el loop esté completamente lleno
de muestra

Pérdidas relacionadas con la muestra durante la
preparacion

Usar un estandar interno durante la preparacion de
la muestra; optimizar el método de preparacion

Tiempos de equilibrio de columna
prolongados (emparejamiento idnico)

Tiempo de equilibrio prolongado para reactivos de par
ionico de cadena larga

Use un reactivo de pares ionicos de cadena alquilica
mas corta
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Diagnastico de problemas del LC/MS

Tipo de sintoma Solucion

No hay picos Pulverizar desde el nebulizador

Asegurarse de que el voltaje del capilar establecido sea el adecuado.

Asegurarse de la correcta sintonizacion del LC/MSD

Asegurarse de que las presiones del LC/MSD estén dentro de rangos normales.

Comprobar el flujo de gas de secado y la temperatura

Asegurarse de que el fragmentador esté correctamente fijado

Exactitud deficiente en las masas Recalibrar el eje de masas

Asegurarse de que los iones utilizados para sintonizar abarquen todo el rango de masas de los iones de
la muestra y presentan sefiales estables fuertes.

Sefal baja Compruebe la quimica de la solucion; asegurese de que el disolvente es adecuado para la muestra

Asegurarse de que la muestra sea reciente y se haya almacenado correctamente

Asegurarse de la correcta sintonizacion del LC/MSD

Comprobar las condiciones del nebulizador.

Limpiar la entrada de los capilares

Comprobar los dafios y contaminacion de los capilares

Sefal inestable Asegurarse de que el flujo del gas de secado y la temperatura sean adecuados para el flujo de disolvente

Asegurarse de que el disolvente esté bien desgasificado

Asegurarse de que la retropresion del LC sea estable, lo que indica un flujo estable

(continuacion)

550 CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




Diagnastico de problemas del LC/MS

Tipo de sintoma Solucion

Elevado ruido espectral Usar valores del filtro de masa adecuados

Comprobar la forma del spray. El nebulizador podria estar dafiado o mal ajustado.

Asegurarse de que el flujo del gas de secado y la temperatura sean adecuados para el flujo de disolvente

Asegurarse de que el disolvente esté bien desgasificado

Asegurarse de que la retropresion del LC sea estable, lo que indica un flujo estable

Si esta utilizando agua como parte de la fase movil, asegUrese de que esta desionizada (> 18 MQ cm)

Estan saliendo gotas, no spray, del nebulizador Asegurarse de que la presion del gas nebulizador sea suficientemente alta para el flujo de LC.

Comprobar la posicion de la aguja en el nebulizador

Parar el flujo de disolvente y retirar el dispositivo del nebulizador

Examinar el extremo del nebulizador por si estuviera dafiado

No hay flujo Asegurarse de que el LC esté encendido y de que haya suficiente disolvente en la botella.

Comprobar los mensajes de error del LC

Comprobar si hay alguna obstruccion

Reparar o cambiar cualquier componente blogueado

Realice la prueba de fugas

Asegurarse de que la valvula del selector de corriente del MS esté ajustada en LC a MSD

Fragmentacion no deseada (APCl frente a electrospray)

La temperatura de APCI es demasiado alta

El voltaje del fragmentador esta ajustado demasiado alto
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Aplicaciones biofarmacéuticas

NUEVO

Analisis de digestion de proteinas

Columna: ZORBAX 300SB-C18
858750-902
2,1 x 100 mm, 1,8 pm
Fase movil: A: TFA al 0,1% en agua

B: TFA al 0,085% en ACN
Velocidad de flujo: 0,5 ml/min
Presion: 640 bares

Gradiente: B al 2% en 1 min, B al 2-45% en
8,8 min, B al 45-95% en 0,2 min,
B al 95% en 2 min, B al 98-2% en
0,2 min, Bal 2% en 1,8 min

Temperatura: 50°C

Detector: LC Agilent 1290 Infinity
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 ] o
AU -
2,1 x50 mm, 1,8 pm " -
1751 F -
Fase movil: A TFA al 0,1% en agua = Cadena B de insulina &
B: ACN al 80% + TFA al 0,01% en agua 151 oxidada \" .
Insulina
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min o
1251 Cadena A de insulina
Presion: 650-700 bares i
101 / oxidada
Gradiente: B al 33-560% en 0-4 miny B al 33% en 4-5 min
Detector: UV, 280 nm 7.5 1 Sut?espgcies QG cadena B
LC Agilent 1290 Infinity . = de insulina oxidada
Muestra: Insulina, cadenas Ay B de insulina oxidada de 25 ] c:/
pancreas bovino (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) '
Concentracion 07 ! T
de la muestra: 1 mg/ml 0 0.5 1 15 2 25 min
Inyeccion: 2l
Las cadenas de insulina e insulina oxidada Ay B se resuelven rapido pero las cadenas de insulina y insulina oxidada B coeluyen frecuentemente.
NUEVO
L . . mAU+ 1.492
Separacion rapida de eritropoyetina 00; A Calentamiento a 60 °C y pH 7,0
recominante humana 5004
4004
Columna: ZORBAX RRHD 300SB-C18 3005
857750-902 ] 1.838
2,1 x 50 mm, 1,8 pm 200
1004
Fase movil: A: TFA al 0,1% en agua E 0.464
B: TFA al 0,01% en ACN oy
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 05 075 1 126 15 175 2 225 2.5 min
Presion: 650 bares mAU4 B 1.688 )
] Calentamiento a 60 °Cy pH 6,0
Gradiente 5 al 100% de disolvente B de 0 a 2,5 min. 8007
Detector: UV, 280 nm 600’;
LC Agilent 1290 Infinity 4002 1787
Muestra: EPO recombinante humana (rEPO) 2004 1.864 2.568
Concentracion 05‘_‘H_HwHH_H‘_‘H_‘H_‘H_H‘_‘H
de la muestra: 1.0 mg/ml 05 075 1 1.25 15 175 2 225 25 min
Inyeccion: 3l
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 4

350 ]

300

250

200

150 ]

100

50 4

HC2

LC

Fragmento LC

mAU
125

100

75

50 4

25

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 analisis 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).

canteose rsenct. [




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
3518751063 09 18 Detector: uv, 280
A x 100 mm, 1.5 Hm LC Agilent 1290 Infinity
Fase movil A TFAal 0.1% 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: Bal 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
80 4
god 1% inyeccion
40 4
20 4

15 8 min

AU 4 . -,
mslé_ 50? inyeccion

75 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 mAUY =) Cadena pesada 2
2
Columna: Agilent ZORBAX RRHD 300-Diphenyl i
25187510[;344 18 1204 o Cadenaligera
1 x mm, 1,8 pm ] k3 <«
¢ 2 Cadena pesada 1 &
804 ]
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, =
Bal20%en2min, 3 2! Cadera pesada |, 2
B al 50% en 5 min - \q
Iz
. ) o g =2
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: 2l
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
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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%, .
agua al 9.9% y TFA al 0,1% Detector: UV, 280 nm
Velocidad de flsjo: 1,0 ml/min Muestra: Aptlcuerpo monoc!onal (lgG1) (1‘,0 mg/ml): IgG1 de
BioCreative y patron de IgG1 Agilent
Inyeccion: 1yl
mAU 2
(=2}
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
103 50° inyeccion o
'
0
T T T T T T T
1 15 2 25 35 4 45 min
mAU 4
15 3 . . 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
'
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 cationico 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 = Citocromo C
704 ¢ =
~500 = —— Conc. desal (mM)
651 ¢ -400 £ Lisozima
-300 %
6.0_ A @ \ é
bbh4 < 2 100
50 T T T T 0
0.0 5.0 10.0 15.0 25.0 30.0 35.0
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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

j NaCl 0 mM

NaCl 800 mM

— Bio WCX NP3

NaCl 0 mM

NaCl 800 mM

— Bio WCX NP5

T T T T
0 5 10 15 20

T
25

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
3 ‘ ¢

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

| - | L
I il /\ I N‘

] B 3 i : 8 min i 2 3 i 5 & min

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

S ow 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).
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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: Bio SEC-3, 100A
5190-2503
4,6 x 300 mm, 3 pm
Fase movil: Tampon de fosfato sodico 150 mM, pH 7,0

Velocidad de flujo: 0,35 ml/min

Detector: UV, 225 nm
Sistema LC cuaternario Agilent 1260
Infinity Bio-inert

Muestra: EPO recombinante humana (rEPO)

Concentracion
de la muestra: 1.0 mg/ml

mAU

30

Monomero

Dimero

Agregado \g

=)
=
<

6.236

8.832

Impurezas

10.711?\\

2

2 min

Separacion de MAb
por intercambio idonico uniforme

Columna: Bio MAb, PEEK
5190-2411
2,1 x 250 mm, 5 pm
Tampon: A: Tampon de fosfato sodico, 20 mM
B: Tampon A + NaCl 400 mM
Gradiente: Tampon B al 15-35% desde 0-30 min
Velocidad de flujo: 0,65 ml/min
Muestra: Anticuerpos monoclonales
humanizados anti-CHO, 1 mg/ml
Inyeccion: 25l
Detector: UV, 220 nm
Temperatura: Ambiente

Primer analisis

18 min

Décimo analisis

18 min

VLC_IE_Mab

canteose rsenct. [




Separacion de monomeros 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 ‘
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 Mondémero

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: 5 pl g__/\_ld/\Jl /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%, 5 C|t03|r1a & §u§n95|na
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 L
[ I I I I I |
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
aminodcidos 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 15. 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
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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: 2.5yl (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 ul,

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 albiimina 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: O0min3%8B
5 min 3% B (cargando) 0 o Wb
; T T T T T T T T
50 min 45% B 2 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

CATALOGO ESENCIAL
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Cadenas de lgG1 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 (Biicosiladas? oMo glcosiladas?
. 0
10 min 40% B Q < 1gG tratada con:
10,1 min 25% B DTr. )
12 min 25% B Péptido-N-glucosidasa F
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. /{ur[ 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 !
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 2,57
N,, 35 psi, 12 I/min, 300 °C .
4 4l (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 Deoxicitdin
Temperatura: 35°C 3. Inosina
Detector: UV; 254 nm 6 & G,Uanosfla :

5. 2' Deoxiinosina
Muestra: 2l (1,6 pg cada uno) 6. 2' Deoxiguanosina
3 )
7. Adenosina
5
7
| I 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 17T 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
0,050 M A Bonus-RP
B: Fosfato amonico 0,010 M/perclorato sodico 0,050 4l e -
M en ACN al 50% ca
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min yL l L ~
I T I 1 I 1 T 1
Gradiente: B del 0-100% en 50 minutos 0 5 10 15 2 2 30 3 40
Temperatura: 40 °C B Fase C8 alquilica o
Cc2
Detector: 215 nm 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 5132 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 14 16 18 2 2 2
diferencian sutilmente en la hidrofobicidad, 6 pl sS4 S5
S2 3183
1,0% TFA
T T T T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

LCBP021
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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 - = -
Fase movil: A: Condiciones acidas E 30567 Al é 30577
A:TFA al 0,1% en agua E 206 = e .
B: TFA al 0,085% en ACN al 80% 8 o g
B: Condiciones bésicas S | s R
A:NH,0H 10 mM en agua a
B: NH,0H 10 mM en ACN al 80% 0 0
T T T T T T T T T
: . ; 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 70V, Vcap 4,6 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 N +
L 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 2

Gradiente: 15-53% en 20 min, tiempo posterior de 12 min
Temperatura: Ambiente — 60 °C

Detector: UV, 215 nm

Muestra: Polipéptidos

1

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)

1T 1T 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

571



572

Separacion de polipéptidos en menos de
1 minuto

Muestra (proteinas y péptidos)

Columna:  Poroshell 300SB-C18 - Slonatiosna 0120 mo/ml
) 660750-902 2. Valina-tirosina-valina 0,5 mg/ml
21 7!_; 5 3. Metencefalina 0,5 mg/ml
X mm, 9 pm 4. Leucoencefalina 0,5 mg/ml
Fase movil: A:TFAal 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 mi/min 300 8. Holotransferrina 1 mg/ml
Gradiente: 0-100% B en 1,33 min 250 9. Apomioglobina 1 mg/ml
Temperatura: 70°C 2007
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 Sl 01% mAU 5 7. Anhidrasa carbonica
B: TFA al 0,07% en ACN 4 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 100 4
muestras complejas. [_A “ K‘
50 [_, u
| -
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,OH genera espectros de 3E7- LLLNH,
iones positivos y negativos 257
LHL
Columna: ZORBAX Extend-C18 267 L
773700-902 1.5E7+
2,1 x 150 mm, 5 pm 17 LLG
Velocidad de flujo: 0,25 ml/min 5674
Gradiente: 5-60% B en 20 min T 0 : | - | | | | | e
Temperatura: 950 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 I/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
AP(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)
_ 1207 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+
5E7

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 + acido 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
Vcap: 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_‘ b

1 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
s

34305995 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-HPO4J* | | [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 pym L 0214 ; 050+ , |

o : . 5

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

B TFA I 0,1% en 50/50 de ACN/agua £ 1 | 035 w-iadins
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min S 108
Gradiente: 1. B al 46-96% en 60 min, § 0.09- | 2 0.20 2

ACN al 23-48% ‘,;
2. B al 50-86% en 60 min, é Q,@ilns
ACN al 25-43% 0.03—, 0.05
. o T T T 1 T T T 1

Temperatura: 50°C 0 20 ‘ 60 0 20 ) 60
Detector: UV, 210 nm Time {min) Time (min) LCBPO3B
Muestra: Proteinas de trigo incluidas

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

883995-902 Aiase . oo v o

4,6 x 150 mm, 5 pm ! o -
Columna B: ZORBAX 300SB-C8 e : J‘U| LLM___—S“I”"‘ |

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

4,6 x 150 mm, 5 pm

Myo/CDR

Columna C: ZORBAX 300SB-C3 e

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 RNase
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
5 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:TFAal 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. Ovoalbimina
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 ym 1. Citosina
30 7 3 2. Guanina
Columna B: ZORBAX SB-CN 90 : 3. Timina
835975-905 4 4. Adenina
4,6 x 50 mm, 3,5 pm 10 - , n
Fase movil: A:TFAal 0,1% 0 IR |
B: Metanol/agua 90/10 v/v (TFA al 0,1%) T T T T T T T T
Isocrético, A al 97,5%, B al 2,5% 0 ! 23 4 5 6 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 A
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 /[lv_/
A: TFA al 0,08%, ACN al 95% -10 ‘ ‘ ‘ | | : AI |
Velocidad de flujo: 0,5 mi/min | s
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

VLC0067

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. B-lactoglobulina (cadena A)

T
94 VLCO074

=,_
ES
E

canteose rsenct. [




La temperatura se usa para mejorar la trans-
ferencia de masa y aumentar la resolucion de
los oligonucledtidos en los sistemas HPLC de fase 2 1
reversa con par iénico. - ; 1. 29 mer
. € 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 b minutos 60°C
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 7
T
Temperatura: 35°C,60°Cu80°C 0 min 125
25—
Detector: UV; 264 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 4,6 254 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 5 7 4. 1,2-bencisotiazol-3(2H)-ona
8 5. 2-fenoxietanol
H 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 5 I W
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—T T —rr—T1T T 1T T ""T"T"7T"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 cirico
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)
Lcciona
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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Alcoholes y compuestos alifaticos

Columna: Hi-Plex H
PL1170-6830
7.7 x 300 mm, 8 pm
Fase movil: Agua

Velocidad de flujo: 0,6 ml/min
Temperatura: 40°C
Detector: 356-LCRI

. Metanol

. Etanol

. Isopropanol
. Terbutanol
. n-propanol

g W N

1. Etanol
2. Acetona
3. Terbutanol

0 min

1
40

VLC0055

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 medioambientales

NUEVO

Analisis LC/MS/MS rapido de productos
farmacéuticos del grupo 4 segiin EPA-1694

Columna: ZORBAX RRHD HILIC Plus
959758-901
2,1 x 100 mm, 1,8 pm
Fase movil: A: Acetato amonico 10 mM en agua, pH 6,7
B: Acetonitrilo
Velocidad de flujo: 1 ml/min
Detector: Sistema LC Agilent 1290 Infinity con un espectrometro

de masas de triple cuadrupolo Agilent 6410

Condiciones de MS: TCC: 25 °C
dMRM, modo positivo ESI, ciclo de 35 ms
Gas de secado: 9 I/min, 300 °C
Presion del nebulizador: 40 psig
Tension de la columna capilar: 4.000

Inyeccion de 0,1 ul de 0,1 mg/ml de acetonitrilo/agua
(3:1): cimetidina, albuterol, ranitidina y metformina

Muestra:

0.75 1. Cimetidina
0.7+ 2. Albuterol

065 3. Ranitidina
4. Metformina

0.15
0.1
0.05+ “

0- —_—

T T | I —
0.2 0.4

T U T
0.6 0.8 1 1.2 1.4

Recuento (%) frente a tiempo de adquisicion (min)

NUEVO

. Anilina
. o-toluidina

. Metoxianilina

. Cloroanilina

. Bencidina

. Dimetilbencidina

. 3,3-dimetoxibencidina
. Naftilamina

. Diclorobencidina

© o~ oUW N =

o
~

>_
—

=
~
=

=
.

1
min

678

Separacion de productos de degradacion
de colorantes azoicos
Columna A: Poroshell 120 EC-C18

695775-902

2,1 x 100 mm, 2,7 pm
Columna B: Poroshell 120 SB-C18

685775-902

2,1 x 100 mm, 2,7 pm
Columna C: Poroshell 120 Phenyl-Hexyl A

695775-912 0]

2,1 x 100 mm, 2,7 pm o]
Columna D: Poroshell 120 Bonus RP wm] B

685775-901 0]

2,1 x 100 mm, 2,7 pm o]
Velocidad de flujo: 0,4 ml/min ]
Gradiente: MeOH del 15 al 100% durante 10 min 34
Solvente: Acetato amonico 10 mM, pH 4,8 !

mAU] D

?_
.

oo
~

b;m
—

IS
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Comparacion de la separacion de fenoles
con Poroshell 120

Poroshell 120 EC-C18
699975-902
4,6 x 50 mm, 2,7 pm

A: Agua con écido formico al 0,1%
B: Acetonitrilo

Columna:

Fase movil:

Gradiente: Tiempo % deB
0.8 5%
6.8 60%

SL 1200 con control de temperatura a
25 °C, celda de flujo de 2 mm

2,5 ml/min, 274 bares

. Hidroquinona
. Resorcinol

. Catecol

. Fenol

. A-nitrofenol

. p-cresol

. o-cresol

. 2-nitrofenol

9. 3.4-dimetilfenol
10. 2,3-dimetilfenol
11. 2,5-dimetilfenol
12. 1-naftol

@~ oUW N =

Poroshell 120 EC-C18
695975-902 gl
4,6 x 100 mm, 2,7 pm

A: Agua con acido formico al 0,1%
B: Acetonitrilo

Columna:

Fase movil:

Gradiente: Tiempo % de B
2,0 5%
17 60%

2,0 ml/min, 394 bares

RRLC SL 1200 con control de

|l

temperatura a 25 °C, celda de flujo
de 2 mm

o —
=

)
12 min

VLCPhenP120

DNPH: aldehidos derivados obtenidos de aire

Columna: ZORBAX 0DS
884950-543
4,6 x 250 mm, 5 pm

Fase movil: A:100% de agua
B: ACN al 100%

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Gradiente: B al 60-75% en 30 min, lavado con B al
75-100% en 5 min y transcurridos 5 minutos
cambio a B al 60%

Temperatura: 35°C

Detector: UV, 230 nm

Muestra: Aldehidos derivados de DNPH

T T
5 10 15 20 25
Time (min)

LCENOO1

. Formaldehido, DNPH

. Acetaldehido, DNPH

. Acetona, DNPH

. Acroleina, DNPH

. Propionaldehido, DNPH

. Crotonaldehido, DNPH

. 2-butanona (MEK), DNPH
. Metacroleina, DNPH

n-butiraldehido, DNPH

. Benzaldehido, DNPH

Valeraldehido, DNPH

. m-tolualdehido, DNPH
. Hexaldehido, DNPH

cantiose ssenct. [




Amitrol en agua mediante LC/MS, 0,05 pph

LCENOOS

Columna: ZORBAX SB-C18 Sample 1
863954-302 300000 7 (0.05 ppb)
3,0 x 150 mm, 3,5 pm
Fase movil: A: Acetato aménico 10 mM 2000007
B: MeOH
) ) . 100000
Velocidad de flujo: 0,4 ml/min —
mitrol
Gradiente: 0 min, B al 65%, 10 min, B al 65%, 04 J/\
15 min, B al 100%, 20 min, B al 65%
Temperatura: 30°C Amitrol IS
Condiciones de MS: Modo de ionizacion: APCI, polaridad positiva 100 100 -
Parametros de SIM:  lon, 213 amitrol [2,\1,,35” [zslsia]
lon: 259 1S
Fragmentador: 100V 807 80
Resolucion de SIM: baja
Vaporizador: 325°C 60 60
Gas de secado (N,): 5,0 I/min 131.0 .
Temperatura del gas: 350 °C w04 0 (M-CH,,0,+H]
Presion del nebulizador: 60 psig
Veap: 4.000V 852
Corona: 4,0 uA 07 MCH0H 27
) 0 ! Lt = Tt . T
Muestra: Amitrol en agua, 100 pl 100 200 300 m/z 100 200 300 m/z
LCEN002
Anilinas sustituidas: separacion rapida
Columna: ZORBAX Rx/SB-C8
866953-906 3
4,6 x 75 mm, 3,5 pm
Fase movil: 20% ACN/80% 25 mM de tampén fosfato, pH 2,5 1. p-Anisidina
2. m-Toluidina
Velocidad de flujo: 3,0 ml/min 3 3-Amino-benzonitrilo
Temperatura: 60 °C 4. p-Cloroanilina
5. m-Cloroanilina
Detector: UV; 254 nm 4 6. o-Cloroanilina
Muestra: Anilinas 1 5 N = 9000
As=1.02
2 n
J 6
I T T T T T T T 1
0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 40
Time (min)
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Explosivos y compuestos relacionados:
analisis cualitativo y cuantitativo

Columna A: ZORBAX SB-C18
883700-922
2,1 x 150 mm, 5 pm

Columna B: ZORBAX SB-CN
883700-905
2,1 x 150 mm, 5 pm

Fase movil A= ACN + 5% H,0 + 5 mM CF,COONH,
B = H,0 + 5% ACN + 5 mM CF,COONH,,
pH 2.7 (CF,COOH)

Velocidad de flujo: 0,23 ml/min

. Acido picrico 11. 4-Amino-4,6-dinitrotolueno
. 4-Amino-2-nitrotolueno 12. 2-Nitrotolueno

. 2-Amino-6-nitrotolueno 13. 2,6-Dinitrotolueno

RDX 14. 4-Nitrotolueno

. 2-Amino-4-nitrotolueno 15. 3-Nitrotolueno

HMX 16. 2,4,6-Trinitrotolueno

. 1,3-Dinitrobenceno 17. Tetril

. 1,3,5-Trinitrobenceno 18. Difenilamine

. 2-Amino-4,6-dinitrotolueno 19. Hexil

. 2,4-Dinitrotolueno

O © @~ U AW N =

Gradiente: A
0 min, B al 80% A B
2 min, B al 80% 0040 036
10 min, B al 70% 0036 . 05
20 min, B al 65% , :
25 min, B al 60% 0.032 \ 0.28
35 min, B al 30% 0028 P12
40 min, B al 30% 0,02
42 min, B al 80%
0.020 6
4 9 0.16 16
B: 0.016 7 10
0 min, B al 80% 0012 13 012 Ly
1 min, B al 80% 008d ?
15 min, B al 70% 0.008 1 o
30 min, B al 20% 0.004 \J W@L L 0.04 fw
35 min, B al 20% 0,000 N U 0,00 L
37 min, B al 80%

0.24+

0.20+

AU
AU

T T T T
10 20 30 40 10 20 30
Temperatura: 18°C Time (min) Time (min)

Detector: UV, 210, 240, 360 nm, cambio de longitud de
onda para cada compuesto

LCEN008

Muestra: 10 pl de 19 compuestos explosivos en
ACN/H,0 (20/80)

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

Fase movil:
Velocidad de flujo:
Temperatura:
Detector:

Muestra:

Explosivos de extractos de suelo

ZORBAX SB-C18
880975-302
3.0 x 250 mm, 5 pm

Metanol/Agua(50/50) (v/v)
0,3 ml/min

Ambiente

UV, 230 nm

10 pl, mezcla de explosivos

b

13

@~ DO~ wW N =

W N = O ©

14 15 14

o

T I
15 20

. Octogeno (HMX)

. Hexogeno (RDX)

. 2-Amino-6-nitrotolueno

. 1,3,5-Trinitrobenceno

. 2-Amino-4-nitrotolueno

. 1,3-Dinitrobenceno

. Tetril

. 2,4,6-Trinitrotolueno

. 4-Amino-2,6-dinitrotolueno
. 2-Amino-4,6-dinitrotolueno
. 2,6-Dinitrotolueno

. 2,4-Dinitrotolueno

. 2-Nitrotolueno

. 4-Nitrotolueno

. 3-Nitrotolueno

5 10 25 30
Time (min) LCEN009
Herbicidas en distintas fases ligadas
Columna A: ZORBAX SB-CN
883975-905
4,6 x 150 mm, 5 pm A, e
8 1. Bentazona
Columna B: ZORBAX SB-Phenyl L . SB-CN 2. Tebutiuron
883975-912 Uk 10 3. Simazina
4,6 x 150 mm, 5 pm . ' ) ) ) ) ' 4. Atrazina
] )
Columna C: ZORBAX SB-C8 ¢ SB-PHENYL Z E:OT?O”
§83975-906 i_ 45 i A 19 7. Pr;p(;zina
4,6 x 150 mm, 5 pm ] ‘ ‘ ‘ T T T T 1 8. Propanil
Fase movil: 35% ACN, 65% Agua i e 0 9. Prometrina
. . . I 3 7 9 10. Metolaclor
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min ‘A ‘ ‘ — - : 1“ |
. . 5 0 15 20 25 30 35 40
Temperatura: Ambiente Time (min] cevono
Detector: UV, 254 nm
Muestra: Herbicidas
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Patrones de herbicidas y pesticidas:
efecto de la fase ligada
Columna: Eclipse XDB-C8 Columna: Eclipse XDB-C18
993967-906 993967-902
4,6 x 150 mm, 5 pm 4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: Agua/Acetonitrilo Fase movil: Agua/Acetonitrilo
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Gradiente: 20 - 60% en 15 min. Gradiente: 20 - 60% en 15 min.
Temperatura: 50 °C Temperatura: 50 °C
40 °C 40°C
30°C 30°C
20°C 20°C
Detector: DAD 240 Detector: DAD 240
Muestra: Patrones de herbicidas y pesticidas Muestra: Patrones de herbicidas y pesticidas
1. Desetil-desisopropilatrazina
2. Desetilatrazina
mAU 9,10,11,12 mAU 3. Benztiazuron
9,1011,12 "
800 8 17+18 4. Hexazinon
1 18 / 5. Metoxuron
700 7 800 6. Simazina
600 7. Metabenztiazurén
8. Simazina
500 600 9. Atrazina
200 4 10. Isgproturén
200 4 11. Diurén
300 12. Monolinuron
13. Metobromurén
207 200 3+4 ml“12 14. Metazaclor
100 5 1 50 78 V) 13.14.15,18 15. Propazina
20° 200 ? 19 16. Sebutiazina
0 0 17. Terbutilazina
T T T T T T T T T T T T U
0 25 50 75 100 125 150 0 2 4 6 8 10 12 14 15 18 Lowdn
Time (min) Time (min) wevorr 19 Metolaclor

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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Separacion de la mezcla EPA 610 PAH en

3,0 x 250 mm, Columna Eclipse PAH de 5 pm I Tolueno o Pireno
2. Naftaleno 10. Benzo(a)antraceno
Columna: Eclipse PAH 3. Acenaftileno 1. Criseno
959990-318 4. Acenafteno 12. Benzo(b)fluoranteno
3,0 x 250 mm, 5 pm 5. Fluoreno 13. Benzo(k)fluoranteno
6. Fenantreno 14. Benzo(a)pireno
Fase movil: A: Agua mAl 7. Antraceno 15. Dibenzo(a,h)antraceno
B: Acetonitrilo 8. Fluoranteno 16. Benzo(g.h.i)perileno
%B inicial = 40 17. Indeno(1,2,3-c,d)pireno
Velocidad de flujo: 0,85 mi/min 2000
Gradiente: Tiempo (min) %B 1500
0,00 45
175 100 1000
24,0 100
255 40
275 40 5007
Tiempo de parada = 25,0
OA
Temperatura: 25°C ! 0 5 0 %
Detector: 220, 4 nm sin ref., tiempo de parada = 26,0 min Time (min) Lces
Hidrocarburos aromaticos
policiclicos segiin método EPA 610
Columna: Pursuit PAH
A7001100X046 1. Naftalono
4,6 x 100 mm, 3 pm 2. Acenaftileno
100— 3. Acenafteno
Muestra: Patron NIST 16473 4 Fluoreno
Fase movil: A: ACN:agua, 25:75 5. Fenantreno
B:- ACN 6. Antraceno
7. Fluoranteno
Velocidad de flujo: 2,0 ml/min 8. Pireno
Detector: UV; 254 nm 9. Benzo[aJantraceno
= 10. Criseno
g 10 11. Benzo[b]fluoranteno
12. Benzo[k]fluoranteno
13. Benzo[a]pireno
14. Dibenzo[a,h]antraceno
1 15. Benzo[g,h,i]perileno
0— 16. Indeno[1,2,3-cd]pireno
-1 T
0 min 18
VLCO0076

LCYLC/MS
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NUEVO

un método rapido para 18 compuestos
PAH con la columna RRHD Agilent Eclipse PAH

ZORBAX RRHD Eclipse PAH
959758-918
2,1 x 100 mm, 1,8 pm

Desarrollo de

Columna:

Fase movil:

Velocidad de flujo:

Gradiente:

Temperatura:
Detector:
Condiciones de MS:

Muestra:

A: agua
B: Acetonitrilo
0,84 ml/min

B al 40-100%, variacion de tiempo de gradiente (tg)

de 1 a 20 min, retencion isocratica en B al 100% durante
2 min y reequilibrado de columna en B al 40% durante
3min

25°C

LC Agilent 1290 Infinity

. Tiourea (marcador V) 10. Pireno

. Tolueno 11. Benzo(a)antraceno

. Naftaleno 12. Criseno

. Acenaftileno 13. Benzo(b)fluoranteno

. Acenafteno 14. Benzo(k)fluoranteno

. Fluoreno 15. Benzo(a)pireno

. Fenantreno 16. Dibenzo(a,h)antraceno
. Antraceno 17. Benzo(g,h.i)perileno

. Fluoranteno 18. Indeno(1,2,3-c,d)pireno

Senal = 220, 4 nm, Ref = Desactivado

Inyeccion de 0,5 pl de mezcla Agilent PAH diluida
(n.° de referencia 8500-6035) con tiourea como
marcador v

© o N oUW N =

DAD1-A: sefial = 220, 4, 2-5-min, 1-r016.d

x10!

6.5 -
6.25
6 4
5.75 4
5.5
5.25 4
54
475 4
45
425 -
4
3.75 4 = 2,5 min
3322 1 n, =67
3] RS, =178
275 -
2.5
2.25 -
24
1.75 1
1564
1.25 4
14
0754 4

0.5 4
0.25 4 I
04 L

02040608 1 1214 16 18 2 22 24 26 28 3 3234 36 38 4 42 44 45 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72

Unidades de respuesta (%) frente a tiempo de adquisicion (min)

Para la separacion de 18 compuestos, los tiempos del gradiente se rastrean rapido.

CATALOGO ESENCIAL
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Separacion de 20 hidrocarburos
aromaticos polinucleares (PAH)
en Eclipse PAH

1. Tolueno 12. Terfenil-d14
Columna: Eclipse PAH 2. Naftaleno 13. Benzo(a)antraceno
959964-918 3. Acenaftileno 14. Criseno
4,6 x 100 mm, 1,8 pm 4. 1-metilnaftaleno 15. Benzo(e)pireno
Fase mévil: A Agua mAU ! s 5. 2-metilnaftaleno 16. Benzo(b)fluoranteno
: B:Agetonitrilo 1754 6. Acenafteno 17. Benzo(k)fluoranteno
’ 150 7. Fluoreno 18. Benzo(a)pireno
Velocidad de flujo: 1,8 ml/min 8. Fenantreno 19. Dibenzo(a,h)antraceno
125+ L
. . . 9. Antraceno 20. Benzo(g,h.i)perileno
. 0,
Gradiiente: glempo(mln), :BB 100 10. Fluoranteno 21. Indeno(1,2,3-c,d)pireno
6 100 754 3 [° 11. Pireno
9.5 100 50 4 0, .
10 40 2 so e, V)
Tiempo de parada = 12 2 7 15 18 19 g
0 L
Temperatura: 25°C % é Z % é ; é
Detector: 230, 8 nm sin ref., velocidad de datos de Time (min) Lc2oPats
0,2 s, celda de microflujo
Herbicidas: separacion rapida
Columna: Eclipse XDB-C18 mAU !
933975-902
4,6 x 30 mm, 3,5 pm 500 1 ; A
. Tebutiurén
Fase movil: MeQH:H,0 (60:40) 400 2. Atrazina
Velocidad de flujo: 2 ml/min 204 8. Diuren
6 4. Propazina
Temperatura: Ambiente 200 2 5. Propanil
6. Prometrina
100 4
N
0 05 10 15 20 25 30 35
Time (min)
LCENO15
Herbicidas fenoxiacidos
Columna: Pursuit XRs C8
A6010150X046 400
4,6 x 150 mm, 5 pm 1. Acido fenoxiacético
. 2. Acido o-clorofenoxiaceti
Fase movil: MeCN:agua + HCOOH al 0,1%, 50:50 o oreior Enoxareie
3. Acido p-clorofenoxiacético
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 2 4. Acido 2,3-diclorofenoxiacético
Temberatura: Arbiente E 5. Acido 2,4-diclorofenoxiacético
P ’ 6. Acido 2,4 5-triclorofenoxiacético
Detector: UV, 220 nm 7. Acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (Silvex)
0_
-100—
0 min IIZ VLCO0075

LCYLC/MS
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Pesticidas con triazina en Bonus-RP y fase

C8 alquilica
Columna: ZORBAX Bonus-RP mAU !
883668-901
4,6 x 150 mm, 5 pm 800
Fase movil: MeOH: 0.1% TFA (70:30)* Bonus AP
200 - Alkyl C8
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: Ambiente 0 !
T
Detector: 254 nm 0 8
Muestra: Pesticidas con triazina, 2 pl
1. Prometrina mAU
2. Tebutiuron 500
3. Atracina
4. Propacina
5. Diuron 400 7
6. Propanilo ;
7. Dacthal 0
0 2 4 6 8
Time (min)
LCENO17
* Para un pH bajo, trabaje con Bonus-RP, una fase movil TFA que es preferida normalmente sobre fosfato y es compatibe con LC/MS.
Fenoles sustituidos
Columna: ZORBAX SB-C18
883975-902
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: ACN al 20%/H,P0, 0,01 M al 80% ! Feno
. 14 2. 4-Nitrofenol
para ACN al 45% en 7,5 min 6 n 3
. m-Cresol
Velocidad de flujo: 1,5 ml/min 4. o-Cresol
13 5. 2-Clorofenol
Gradiente: ACN al 80% en 2,0 min 6. 2.4-Dinitrofenol
Temperatura: 35°C 7. 2-Nitrofenol
. X 8. 2,4-dimetilfencl
Detector UV; 254 nm ol 9. 4-Cloro-3-metilfenol
Muestra: Fenoles 9 10. 2,4-Diclorofenol
11. 2-Metill-4,6-dinitrofenol
12. 2,4,6-Triclorofenol
13. 2,3,4,6-Tetraclorofenol
\jms 8 14. Pentaclorofenol
4
Y 1 /\1 JLJ .
I | | I I | | | I I I 1
T2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13
Time (min)

LCEN020
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Hormonas vegetales: separacion por
elucion de gradiente rapida

Columna: ZORBAX Rx/SB-C8
866953-906
4,6 x 75 mm, 3,5 pm
Fase movil: A:agua con TFA al 0,1%

B: acetonitrilo con TFA al 0,1%

Velocidad de flujo: 3,0 ml/min

Temperatura: 60 °C
Detector: UV, 245 nm
Muestra: Hormonas vegetales

. Kinetina

. n-6-Benzil adenina

. Acido 3-Indolacético

. 1-Naftil acetamida

. Acido 3-Indolpropionico

. Acido o-Clorofenoxi acético

. Acido p-clorofenoxi acético

. Acido 3-indolbutirico

. Acido 1-naftilacético

. Acido o-clorofenoxi propionico

. Acido 3,4,5-triclorofenoxi acético
. Acido 3,4,5-triclorofenoxi propionico

0~ U~ W N =

o ©

—

2 4
Time (min)
LCEN022
Metabolitos del agente nervioso VX mediante LC/MS-IS estandar (marcado con C13)
Columna: ZORBAX NH2
860700-708 T 1
2,1x 50 mm, 5 pm oo At
0= T T T T T T T T
Fase movil: 1:1 (20 mM de acetato amonico, pH 4,5/Acetonitrilo) 0 1 2 3 4 5 6 8
Velocidad de flujo: 0,5 ml/min, inyeccion de 1 pl (patron preparado en ACN) 4
2000004 EIC @128 //\
Temperatura: 35°C 100008
Detector: ESI, iones negativos, flujo de gas de 12 I/min, EIC @140 3
nebulizador, 60 psi B /L
Muestra Peso molecular 2
1. Acido ciclohexil metilfosfonico 178 onge-|  FIC @183
2. Acido pinacolil- metifosfonico 180 o C:I AN
3. Acido isopropil-metilfosfonico 138 - 1
4. Acido etil-metilfosfonico 124 o] ECETE Al
0 T T T T T T T T
1 2 3 5 6 7 8

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 alimenticios y de consumo

NUEVO

Analisis de antocianinas de arandanos
Columna A: Poroshell 120 SB-C18
687975-902
4'6 X 75 mm' 2'7 "m DAD 1B, Sig=525, 16 Ref=off (E\ANTHCYANIN\A_BERRYS 2011-05-05 10-45-43\MAY5B000003.D)
mAUH
Columna B: ZORBAX SB-C18 1203 .
E Extracto de arandanos
863953-902 kE
4,6 x 150 mm, 3,5 pm ] Columna A 154l
203
Columna C: ZORBAX SB-C18 o] ‘ : : : : :
880975_902 20 40 60 80 100 min
4,6 x 250 mm, 5 pm Ay
Velocidad de flujo: 1 ml/min s N o
60 olumna i
Detector: LC Agilent 1260 Rapid Infinity u Jk JL J\ A
0 AA A\ J
I o e & W mn
. L. mAU
Anélisis de antocianinas en arandanos con las columnas 120
totalmente porosas y superficialmente porosas StableBond b
, o 23 Columna C 50 pl
C18. Método de antocianina con 250mm 5 pm, 0
150 mm 3,5 pm, y 75 mm 2,7 ym a Tml/min. 2 A j\A k M
0
] w @ W min
NUEVO
Analisis de residuos de pesticidas en té verde 1. Acefato 7. Propoxur
2. Pi i . i
Columna: Poroshell 120 EC-C18 5 c:k?;r:;!:m g g;r:)a;;:ﬁlo
2915771563 02 27 4. Tiabendazol 10. Etoprofos
X mm, 2/ pm 5. Imidacloprida 11. Penconazol
Fase movil: A: FA5 mM en agua 6. Imazalilo 12. Metilcresoxima
B: FA5 mM en ACN PITPP
Velocidad de flujo: 0,4 ml/min x0:
Gradiente: B al 5% en 1 min, B al 50% en 3 min, §§ .
B al 90% en 7 min, B al 90% en 8 min, zg
B al 5% en 8,2 min, B al 5% en 9 min gg "
21 9
Temperatura: 30°C 2
18 7
16 1
15
13 2 4 10
Cromatogramas MRM de una muestra enriquecida K .
de 50 ng/g procesada mediante el método EN. g_é
Eé 8 12
0.4 5
0.3
oF
05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85
Recuento frente a tiempo de adquisicion (min)

CATALOGO ESENCIAL
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NUEVO

Superposicion del método ZORBAX Eclipse Plus de 5 pm original y el método Agilent Poroshell 120. Los 11 picos
de Poroshell 120 se resuelven en el momento en el que eluye el primer pico en el método ZORBAX Eclipse Plus
de 5 pm original.
mAU- Agilent ZORBAX Eclipse Plus 5 pm, Pmax = 120 bares

] Columna: Eclipse Plus C18
200 . 959990-902

E Par critico 4,6 X 250 mm, 5 pm
150’; Fase movil: A: Acetato amonico 20 mM, pH 4,80

1 B: Acetonitrilo
100

] Velocidad de flujo: 1,000 ml/min
50 Gradiente: B al 14% en't,, rampa hasta B al 52% en

] 12,0 min

0
1 : : : : — — Temperatura: 30°C
2 4 6 8 10 12 min
mAU—f Agilent Poroshell 120, Pmax = 356 bares
1405 . ) ) Columna: Poroshell 120 EC-C18
120 * Anélisis reducido de 13,1 a 2,6 min 695975-302
1003 * Analisis posterior reducido de 7 a 1,8 min 3.0 x 100 mm, 2,7 ym
807: ° Reducmén de ma’s del 80% de' consumo de Fase movil: A: Acetato amonico 20 mM, DH 4,80
60] _ el i -
w0l disolvente y fase movil B: Acetonitrilo
201 * La resolucion de pares criticos se mantiene en Velocidad de fluo: 0,851 ml/min
04_J UL Poroshell 120 Gradiente: Bal 14% ent,, rampa hasta B al 52% en
] 2,1 min
é ‘ J; ‘ é ‘8 ‘ ‘ 1‘0 ‘ ‘ 1‘2 ‘ m‘in Temperatura: 30°C

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

Analisis rapido de sulfamidas
Columna: Eclipse Plus C18

959990-902

4.6 x 250 mm,5pm B
Columna: Poroshell 120 EC-C18 '™ | g -

695975-902 8 ] .2l s Zz 5

46x100 mm, 27 pm ;1 23 57 s 3
Gradiente: Acido formico/acetonitrilo a0 | s 3
Detector: Sistema LC Agilent serie 2 |

1100 0 )
Muestra: Diez sulfamidas 5 1o 15 20 2 30 min

'“ZAS'; Presion de 325 bares -
Una separacion de diez sulfamidas realizada | § o Andlisis mas rapido (columna mas corta, velocidad de flujo superior)
primero con una columna Agilent ZORBAX 200 « Sensibilidad superior (mayor definicion de los picos por el tamario inferior de las particulas)
Edlipse Plus C18 y después con una columna 150 | o Optimizacion superior (andlisis de menor duracion para agilizar el ajuste)
Agilent Poroshell 120 EC-C18, muestra una 100 1 « Posibilidad de usar en ambos casos el DAD G1315B 1100 Agilent (a menos de 400 bares)
reduccién del tiempo de anéli; de 30 min a 8 min « No se requiere ninglin cambio en la preparacion de muestras (frita de 2 pm en ambas
utilizando un gradiente de &cido formico/acetonitrilo. 5 . columnas)
0 4 I
5 10 15 20 25 30 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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NUEVO

Determinacion de antocianinas en arandanos

Columna: ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18
959758-902
2,1 x 100 mm, 1,8 pm

Columna: Columna ZORBAX RRHD Eclipse Plus
Phenyl-Hexyl
959758-912
21 x100 mm, 1,8 pm

Columna: ZORBAX RRHD SB-Aq
858700-914
21 x100 mm, 1,8 pm

Columna: ZORBAX RRHD SB-Phenyl
858700-912
21 x100 mm, 1,8 pm

Fase movil: A: 5% de HCOOH en H,0
B: CH,CN

Velocidad de flujo: 0,65 ml
Gradiente: B al 10-560% en 15 min
Detector: LC Agilent 1290 Infinity

Condiciones de MS: DAD: sefial = 525, 8 nm, referencia = desactivado

Barrido MS2: ESI + 200-1000

Tiempo de barrido: 100 ms, paso de 0,2 uma
Fragmentador: 180 V

Gas de secado: 10 I/min, 350 °C

Presion del nebulizador: 50 psig

Tension de la columna capilar: 3.500

Muestra: Inyeccion de 5 pl de extracto de ardndanos

. Cianidina, m/z 286
Peonidina, m/z 300
. Delfinidina, m/z 302
. Petunidina, m/z 316
. Malvidina, m/z 330

Columna ZORBAX RRHD Agilent Eclipse Plus C18

Gl W N =

AA/\AAM. M I

1 2 3 4 5 6 9 n 12 13 14 15

Columna ZORBAX RRHD Agilent Eclipse Plus Phenyl-Hexyl
A/\M[\A Ll

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12 13 14 15

Columna ZORBAX RRHD Agilent StableBond SB-Aq
/Y\ AAAA J\ 4\ v

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12 13 14 15

Agilent ZORBAX RRHD StableBond SB-Phenyl
A/\JXA//\J\ ﬂl,,\ i
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12 13 14 15

Recuento (%) frente a tiempo de adquisicion (min)
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Separacion de colorantes azoicos

Columna: Eclipse Plus Phenyl Hexyl
959996-912
4.6 x 100 mm, 5 pm 1. Anilina 6. o-toluidina
Fase movil: A: Acetato aménico 10 mM, pH 4,7 2. o-toluidina 7. Dimetoxibencidina
B: MeOH 3. Anisidina 8. Naftilamina
4. Bencidina 9. Diclorobencidina
Velocidad de flujo: 1,5 ml/min 5. Cloroanilina
Gradiente: Tiempo (min): % B: 6 ! 9
0 25 mAU
5 50 2
. 4
Detector: UV; 254 nm 100 1 s 5
50 A
0 T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9
Time (min) LCAZO
Antocianinas de arandanos:
separacion de alto rendimiento y alta velocidad
Columna A: ZORBAX SB-C18 Fase movil: A: 4cido fosforico al 3%
880975-902 B: 100% de MeOH
4,6 x 250 mm, 5 pm S
Velocidad de flujo: 1,0 ml/mi
ColumnaB:  ZORBAX SB-C18 eloadad e fuo: 1A mymn
863953-902 Gradiente: Como se indica
4,6 x 150 mm, 3,5 ym Temperatura: 30°C
Columna C: ZORBAX SB-C18 Detector: UV, 525 nm
866953-902
4,6 x 75 mm, 3,5 pm Muestra: Antocianinas naturales
Tiempo Porcentaje B Tiempo  Porcentaje B Tiempo  Porcentaje B
Seguin se muestra B: C:
0 min, Bal 23% 0 min, B al 23% 0 min, Bal 23%
35 min, B al 26% 21 min, B al 26% 10,5 min, B al 26%
97 min, B al 60% 58,2 min, B al 60% 29,1 min, B al 60%
A B c
[ I I I I I I [ I I I I I I [ I I I I
0 10 20 30 40 5 60 70 0 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20
Time (min) Time (min) Time (min) LCFCO001
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Aromaticos Il

Columna: Eclipse XDB-Phenyl
963967-912 oad
4,6 x 150 mm, 3,5 pm
0124 1. Acetofenona
Fase movil: H,0: MeOH, 40:60 2. Cinamaldehido
Velocidad de flujo: 1,0 mi/min 010+ 8. Eugenol
4. Impurezas de cinamaldehido
Temperatura: 35°C 0.08 5. Cinamato de etilo
Detector: UV; 254 nm 0.06 , 6. p-Cimeno
Muestra: Muestra aromatica 004 s s
0.02 .
0.00 k
T T 1
0 5 10 15 20
Time (min) P
Aspartamo: metabolitos y aplicaciones
Columna: ZORBAX SB-C18
866953-902 2
4,6 x 75 mm, 3,5 pm
Fase movil: 85/15, 0,1% TFA/ACN !
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min Aspartamo y metabolitos
Temperatura: 35°C 1. Fenilalanina
] 2. Acido 5-benzil-3,6-dioxo-2-piperazineacético
Detector: UV, 210 nm 3 . 3. Dipéptido de &cido aspartico-fenilalanina
Muestra: Aspartamo m A 4. Aspartamo
[ I | I T | I | 1
0o 1 2 4 5 6 7 8 910
Time (min)
1
2 Cola light
1. Cafeina
2. Aspartamo
s 3. Desconocido
[ I I I T I I I T 1
1T 2 4 5 6 7 9 10
Time (min)
1
Endulzador Equal
1. Aspartamo
V
[ I I I I I I I 1
0o 1 2 4 5 6 7 8 910
Time (min)
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Carbohidratos: patrones de carbohidratos

Columna: ZORBAX para analisis de Fase movil: CH,CN/H,0 al 63% Detector:  Detector de indice de refraccion
hidratos de carbono Velocidad de fluio: 0,5 mi/min de Agilent
843300-908 ) ) )
4,6 x 150 mm, 5 pm Muestra: Patrones de carbohidratos:
' ! A: 25 ng/I, inyeccion de 1 pl
B: 500 pg/I, inyeccion de 50 pl
Carbohidratos: separacion de alta sensibilidad
P Sensibilidad de alto volumen de inyeccion (50 pl)
A 1. Ribosa B
2. Ramnosa
3. Xilosa
4. Fructosa
Limite de deteccion de 10 ng 6. Glucosa
s 6. Sacarosa
123 g ;8 7. Maltosa
8. Lactosa
9. Rafinosa
T T T T T T T
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 10 12
Time (min) Time (min) .
Carbohidratos: efecto de la fuerza de la fase mavil
Columna: ZORBAX NH2 Fase movil: ACN/Agua, como es indicado Temperatura: Ambiente
2'86035225-30:“ 5 ym Velocidad de flujo: 1,0 ml/min Detector: RI
Muestra: Mono- y disacéridos
ACN/H,0:70/30 ACN/H,0:75/25
4 4
1. Fructosa
2. Glucosa
3. Sacarosa
4. Palatinosa
5. Trehalulosa
6. lIsomaltosa
1 ! 3
5 3 . 2 5 6
- \

T T T T T
8 10 12 14 16

4

T T T T T T T T T T
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Time (min) oo
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Carbohidratos en bebidas de cola

Columna: ZORBAX para
analisis de hidratos de carbono
843300-908
4,6 x 150 mm, 5 pm

Fase movil: 75% de ACN:25% de H,0 B [\ M
T

Velocidad de flujo: 2,0 ml/min T

Fructose

A Glucose

s

Temperatura: 30°C ¢
Detector: RID /\
I T T
Muestra: Sin dilucién
A: COLA, surtidor D

B: COLA, lata, marca A
C: COLA, marca B I
D: COLA, marca B, baja en calorias 0

=

Time (min) P

Carbohidratos: alcoholes de aziicar

Sorbitol
Columna: ZORBAX para “ Unknown 4ol |

analisis de hidratos de carbono T T T T T

843300-908
4,6 x 150 mm, 5 pm !\ Xylitol
Fase movil: 75% de ACN:25% de H,0 | : Il\ : :
Velocidad de flujo: 2,0 ml/min
Sorbitol
Temperatura: 30°C
Detector: RID ’\
[ | T T I
Muestra: Chicle sin azlicar 0 1 2 3 4
Time (min) Lroota
Carbohidratos en zumos
Columna: ZORBAX para
analisis de hidratos de carbono
843300-908
4,6 x 150 mm, 5 pm Bebida de manzana
36,8% Fructosa
Fase movil: 75% de ACN/25% de H,0 | | | | 24,9% Sacarosa
Velocidad de flujo: 2,0 ml/min 38,3% Glucosa
Zumo de manzana
Temperatura: 30°C 58.7% Fructosa
F N 0
Detector: RID i 9,9% Sacarosa
o Glucose 33,4% Glucosa
Muestra: Diluidos a 0,1X en 50:50 ACN:H,0
Sucrose
I T T T
0 1 2 3

Time (min) LCFC016

. cv .o
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Carbohidratos en leche

Columna: ZORBAX para analisis de Leche (2%) Lactose
hidratos de carbono
843300-908
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: 75% de ACN/25% de H,0 ' ' ' '
Velocidad de flujo: 2,0 ml/min Leche sin lactosa al 100%
Temperatura: 30°C Glucose
Galactose
Detector: RID
Muestra: Divididos entre CH,Cl,: H,0 I I I I I I
0 1 2 3 4 5
Time (min) LCFCoTs
Potenciadores del sabor )
2 1. Desconocido
Columna: ZORBAX SB-Phenyl 06 2. Acido benzoico
860975-912 3. Salicilato de metilo
2,1 x 50 mm, 5 pm 054 4. Carvona
5. Desconocido
Fase movil: 0,3% TFA: ACN, 65:35 ad 6. Timol
Velocidad de flujo: 0,3 ml/min ' 7. Anetola
Temperatura: Ambiente 03+
Detector: UV; 264 nm 024
Muestra: Muestra de Listerine Menta Fresca
0.1
0.0
T T T T T T T T T 1
001 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (minI LCFC006
Colorantes alimenticios, FD&C
. 1. Amarillo n.° 5 C16HIN4Na309S2 PM =534
Columna: ZORBAX Eclipse XDB-C18 2. Rojon.’ 40 C18H14N2Na208S2 PM = 496
935967-902 3. Aln®1 C37H34N2Na20953 PM =760
4,6 x 50 mm, 3,5 pm 4. Propilparabeno C10H1203 PM =180
Fase movil A: TFA al 0,1%, pH hasta 4,4 con TEA, 5. fojon."3 C20HATANaZ05 PM =878
B: MeOH
. . . mAU
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 500
Gradiente: 17 a 100% B/4 min
Temperatura: Ambiente 6007 2
Detector: UV; 254 nm 400+
3
200 4
L i
0 A N
T T T T
0 2 4 5
Time (min)

LCFC007
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Nutricéuticos: extracto de té verde

Columna: ZORBAX SB-C8 Mezcla de catequinas Extracto de te verde 1. Epagallocatequina
863953-906 20 2. Epicatequina
4,6 x 150 mm, 3,5 pm 7 2 2 3. Gallato epigallocatequina
4. Catecol
Fase movil: ;22? f\)/,|1% éclido trifluoroacético : 15 L . 5. GZIIZCtz epicatequina
% Metano E
Inyeccion: 1 ml/min 10+ :
Temperatura: 40 °C 5 1 5 25 | ¢
Detector: UV, 280 nm
L.A 3 5
Muestra: Extracto de te verde, 5 pl 0 0
T T 1 T T 1
0 5 10 15 0 5 10 16
Time (min) Time (min)
LCFC008
Tocoferoles mediante LC/MS con APPI
Columna: Eclipse XDB-C18
993967-302
3,0 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: MeOH al 97%: CH,COONH, 10 mM al 3% CH; 0
Velocidad de flujo: 0,5 ml/min HoJéOvvva/Qv
3: gamma-tocopherol
Temperatura: 40°C Cs
Condiciones de MS:  MS: 1100MSD SL Agilent 11000 HO
lonizacion: APPI (positiva) 2: beta-tocopherol
Intervalo de barrido: m/z 100-500 300000 CHs 0 )
. HqC
Veap: 1_500 v . 200000— HSOW
SIM: picos basicos 1
. CHs 4. alpha-tocopherol
Gas de secado: 7 1/min a 350 °C 100000 - P
Gas del nebulizador: 60 psi 0 e
Temperatura del vaporizador: 350 °C T T T T T T T
Fragmentador: 140V 0 2 4 6 8 10 12 14
Ganancia de EM: 4 Time (min) LCFoon
Volumen de muestra: 10 pl

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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Glucidos en chocolate sin leche y con leche

1. Sacarosa
Columna: Hi-Plex Ph ! 9 lactosa
PL1170-6820 Chocolate
7.7 x 300 mm, 8 pm sin leche
Fase movil: Agua
Velocidad de flujo: 0,6 ml/min
[ 1
Temperatura: 80°C 0 min 6
Detector: indice de refraccion 1
Chocolate
con leche
[ 1
0 min 6
VLC0081
Glucidos .
Columna: Hi-Plex K 1. Estaquiosa
PL1170-6860 2. Rafinosa
7.7 x 300 mm, 8 pm 3. Sacarosa
) L. 4. Manitol
Muestra: .l\/Iezclglde gltcidos (todos 10 mg/ml), 5 Sorbitol
inyeccion de 20 pl 6. Glucosa
Fase movil: Agua 7. Fructosa
Velocidad de flujo: 0,6 ml/min
Temperatura: 85°C
Detector: 356-LCRI

min 14
VLC0080
Parabenos: separacion de alta velocidad _
" 1 Ambient 1. Metilparabeno
Columna: ZORBAX SB-C18 Cartucho de ";00 | 2. Etilparabeno
resolucion répida 2 3. Propilparabeno
833975-902 100 - s 4. Butilparabeno
4,6 x 30 mm, 3,5 pm 4
Fase movil: 0,1% de H4P0,:ACN, (50:50) 07 T T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Velocidad de flujo: 2 ml/min , Time (min)
AU
Temperatura: Superior: ambiente; inferior: 60 °C o0 60°C
2
Detector: UV, 254 nm con celda de flujo estandar (13 pl) 0 p
7 4
Muestra: Parabenos, 1 pl
0] T T T T T
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Time (min)

LCFCO19
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Separacion de vitamina D2/D3

Columna: Eclipse PAH I V?tam!naA
1 2. Vitamina D2
959941-918 o
46 x50 mm. 1.8 pm 3. Vitamina D3
! o 2 4 4. Vitamina E (a-VE)
Fase movil: MeOH al 92%, 8% de agua 4
Velocidad de flujo: 2 ml/min
Rs 2,3=1.60
Temperatura: 40°C
Detector: 325 nm para VA/280 nm para VD y VE !
I I I I
1 2 3 4 min
VLCD2D3
Vitaminas liposolubles en 1. Retinol
ZORBAX Ec“PSB XDB-C8 . o 2. Acetato de retinol
Ambiente 50°C 3. Vitamina D3
Columna: Eclipse XDB-C8 5 4' Tocoferol
993967-906 Y
4,6 x 150 mm, 5 pm 5. a-Tocoferol
' ’ 6. Acetato de tocoferol
Fase movil: 5/95 Agua/MeOH 7. Palmitato de retinol
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: A: ambiente
B:50°C
Detector: UV, 280 nm
Muestra: Vitaminas liposolubles

T T T T 1 [
5 10 15 20 25 30 0

T T T T 1
5 10 15 20 25 30

Time (min) Time (min)
LCFC024
Vitaminas hidrosolubles
2 1. B, (tiamina)
Columna: ZORBAX SB-C8 2. Vitamina C
883975-906 3. By (niacina)
4,6 x 150 mm, b pm 4. By (piridoxina)
Fase movil A 50 mM de fosfato sédico, pH 2,5/MeOH (90/10) 2 2“?3" peoele
B: 50 mM de fosfato sédico, pH 2,5/MeOH (10/90) Looce e
7. By, (cianocobalamina)
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 5 8. B, (riboflavina)
Gradiente: 0-70% B en 18 minutos
6
Temperatura: Ambiente 7
Detector: UV, 245 nm
Muestra: Vitaminas hidrosolubles
s
A L
[ I I I I
0 25 50 75 100 12
Time (min)
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Vitaminas hidrosolubles: separacion de alta

velocidad mediante par ionico 1. Vitamina C
3 2. B, (niacina)
Columna: ZORBAX Rx/SB-C8 3. By (piridoxina)
866953-906 4. Acido folico
4,6 x 75 mm, 3,5 pm 5. B, (riboflavina)
Fase movil: 10 mM Hexano Sulfonato con 0,1% 6. B, (tlamina)
Acido fosforico: MeOH (74:26)
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 6
Temperatura: Ambiente
4
Detector: UV, 245 nm A s
Muestra: Vitaminas hidrosolubles
[ T T T T
0 2 3 4 5
Time (min)
LCFC025
Vitaminas hidrosolubles mediante el método
USP 23
Preparacion estandar USP .
Columna: ZORBAX SB-C18 1. B (niacina)
880975-902 s 2. By (piridoxina)
4,6 x 250 mm, 5 pm 3. B, (riboflavina)
. 4 4. B, (tiamina)
Fase movil: 7,2 mM Hexano sulfonato/MeOH/Acido acético L A E. Excipiente

(73/27/1) (ratio de 101)
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Temperatura: 30°C
Detector: UV, 280 nm
Muestra: Vitaminas hidrosolubles

Formulacion del analisis de vitaminas

I
100 125 150 175

Time (min)

LCFC027

cantigse rsenct [




Separacion de vitaminas B hidrosolubles
en ZORBAX SB-Aq

Columna: ZORBAX SB-Aq
883975-914
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: MeOH al 5%/agua al 95% (TFA al 0,1%)
Velocidad de flujo: 2,0 ml/min
Temperatura: 35°C
Detector: UV; 254 nm

mAU

160

120

1. Tiamina

2. Acido nicotinico
3. Piridoxina

4. Niacinamida

Time (min)

LCFC028

Ingredientes de filtros solares: realizar
separaciones convencionales, rapidas
y ultrarrapidas en la misma gama de
columnas

Columna A: Eclipse XDB-C18
993967-902
4,6 x 150 mm, 5 pm

Inyeccion de 6 pl

Eclipse XDB-C18
961967-902
4,6 x 100 mm, 3,5 pm

Columna B:

Inyeccion de 4 pl B

Columna C: Eclipse XDB-C18
927975-902
4,6 x 50 mm, 1,8 pm

Inyeccion de 2 pl

Fase movil: A: 15% de agua
B: MeOH al 85%

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Temperatura: Ambiente
Detector: UV, 254 nm
Muestra: Filtros solares

1. 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona
2. Padimato O

3. 2-etilhexil trans-4-metoxicinamato
4. 2-etilhexil salicilato

o

o —

o

o —

o

8 10 12 14 16 min
I I I I I I
8 10 12 14 16 min
I I I I I I
8 10 12 14 16 min

LCFC029

LCYLC/MS
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Analisis rapido de vitamina E en HT de resolucidn rapida

Columna A: Eclipse XDB-C18 1. a-tocoferol
927975-902 A, 2. P-tocoferol
4,6 x 50 mm, 1,8 pm m/;(l]J_ 3. y-tocoferol
ColumnaB:  Eclipse XDB-C18 o4 )
993967-902 40
4,6 x 150 mm, 5 pm 20
0 -
Fase movil: A: 5% agua
mAU 0 2 4
B: 95% MeOH 80 Time (min)
Velocidad de flujo: 3 ml/min, T ml/min 60 2
Temperatura: Ambiente 22 ] 1 “ n3
0
T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min) LCFC030
Teobromina en bebidas 1. Teobromina
2. Cafeina
Columna: ZORBAX SB-C18 A !
827975-902 Mezcla de cacao caliente
4,6 x 50 mm, 1,8 pm
4 . 4 JN 2
Fase movil: A: 92%, acido formico al 0,1% ; ; ; ; ; ;
B: 8%, acido formico al 0,1% en ACN 0.5 1.0 15 20 25 3.0
Time (min)
Velocidad de flujo: 1,5 ml/min B |
Temperatura: Ambiente Sirope de chocolate
Detector: UV, 254 nm, celda de flujo de 2 pl, ,
ruta de flujo de 3 mm i “I | | | | |
Muestra: Teobromina 05 10 1'5Time min) 20 25 80
c
Bolsa de té
! 2
T T T T T T
0.5 1.0 15 20 25 3.0
Time (min)

LCFCO31
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Acido benzoico/acido sérbico

Fase movil: Acido formico al 0,1% en agua: acido

formico al 0,1% en MeCN, 80:20
Velocidad de flujo: 0,7 ml/min

Detector: UV, 254 nm

2,3

1. Acido p-aminobenzoico
2. Acido sérbico
3 3. Acido benzoico

Pursuit C18
Pursuit Diphenyl J L U \
[ T
0 min 14
VLC0083
Analisis cuantitativo y cualitativo de vitamina C
y acido citrico en zumo de pomelo recién 2
exprimido
Columna: PLRP-S 100 A
PL1512-5500
4,6 x 250 mm, 5 pm
1. Vitamina C
Muestra: Dilucion de 1:50 en eluyente 2 Acido citrico
Fase movil: NaH,P0, 0.2 M, pH 2,14

Velocidad de flujo: 0,5 ml/min

Detector: UV, 220 nm

Vitamina C
440 pg/ml
[ T
0 min 16
3000
8
o
(5]
=]
8
<

o

T viooor
10

Vitamina C (pug/ml)

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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Vino rosado

' 5 9 1. Acido citrico
Columna: Hi-Plex H 9 Acido tartarico
PL1170-6830 3. Glucosa
7,7 x 300 mm, 8 Hm 4. Acido malico
Fase movil: H,S0,, 0,004 M 8 5. Fructosa
6. Acido succinico
Velocidad de flujo: 0,4 ml/min 7. Acido lactico
Presion: 13 bares 34 8. Glicerol
9. Etanol
Temperatura: 75°C
Detector: indice de refraccion 67
|
min 40
VLC0078
Bebidas isotonicas
Columna: Hi-Plex Na 1. Dp8
PL1171-6140 2. Dp7
7,7 x 300 mm, 10 pm 3. Dp6
o ) ) 4. Dp5
Muestra: Bebida isotonica energética no 5. Dpd
carbonatada con sabor a naranja 6. Dp3
L 7. Dp2
Fase movil: Agua 8. Dpl (glucosa)
Velocidad de flujo: 0,3 ml/min 9. Fructosa
Temperatura: 80 °C
Detector: indice de refraccion
1
min 35
VLC0079
0Iigosacéridos 1. Glucidos de alto peso molecular
. 2. DP5
Columna: Hi-Plex Ca (Duo) 5 Dp4
PL1F70-6850 '
6.5 x 300 mm, 8 o
D X mm, o ym 5. DP2
Fase movil: Agua desionizada 6 6. DP1
. . . 7. Fructosa
Velocidad de flujo: 0,5 ml/min
Temperatura: 90°C
Detector: indice de refraccion J

min

I
16

VLC0069
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Aplicaciones farmacéuticas

NUEVO

Analisis rapido de cefepima e impurezas relacionadas
Columna: Poroshell 120 EC-C18

697975-902
4,6 x 75 mm, 2,7 pm
Columna: Eclipse Plus C18
959990-902
4,6 x 250 mm, 5 pm
Detector: Serie Agilent 1200 Infinity
mAUY | E
1032[5 2,0 ml/min
0 4,6 x 75 mm, Agilent Poroshell 120 EC-C18
70 [ % % min
1,5 ml/min i
4,6 x 75 mm, Agilent Poroshell 120 EC-C18
5 70 [ % % min
mAUg £ .
10%& g 5 1,0 ml/min
o KIL L J 4.6 x 75 mm, Agilent Poroshell 120 EC-C18
5 10 15 20 75 min
mAU &
10 H 1,0 mb/min 7\ 4,6 x 250 mm, Agilent Eclipse Plus C18
0 AN
H 70 [ % % min
NUEVO
Analisis de naproxeno
Columna A: Eclipse Plus C18
959993-902 Requisito del método N > 4000 Rs mejor que 11,5
4,6 x 150 mm, 5 pm mAU
30 - 2
Columna B:  Poroshell 120 EC-C18 o H Columna A
699975-902 0] /\ A
4,6 x 50 mm, 2,7 pm °
Fase movil: 50:49:1 de ! : ’ ’ ! ! ! m
MeCN:H,0:4acido acético glacial
mAU H
Velocidad de flujo: 1,2 ml/min 307 Ty
Inyeccion: Columna A: 20 pl 5] 7 Columna B
Columna B: 8,7yl 5
Inyeccin: Naproxeno e S

El tiempo de andlisis mediante este método queda reducido por cuatro cuando se transfirid a Poroshell 120.
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NUEVO

Analisis de vitaminas hidrosolubles
de comprimidos multivitaminicos

Cromatogramas superpuestos utilizando una columna Agilent ZORBAX Eclipse C18 y una columna Agilent Poroshell 120 EC-C18 a diferentes caudales.

105 min

3
NS o B
oo oo oC

I
20 40 60 80 100 min

mAU
gg Agilent Poroshell 120 EC-C18, 3,0 mm x 100 mm, 2,7 pm
40 70 min
20
0 .
\ \ \ \ \
mAU 20 40 60 80 100 min
80
60 Agilent Poroshell 120 EC-C18, 3,0 mm x 100 mm, 2,7 pm
40 35 min
20
0
I I I I I ]
mAU 20 40 60 80 100 min
o Agilent Poroshell 120 EC-C18, 3,0 mm x 100 mm, 2.7 pm
40 25 min
20
0
I I I I I
20 40 60 80 100 min

Columna: Poroshell 120 EC-C18 1. Tamina (B,
697975-902 MAU - mAU 7 - llamina (B,
4.6 x 75 mm. 2.7 um 7 a0 2. N|a0|na (B3)
' e 3000 300 3. Acido ascorbico
Velocidad de flujo: 1,5 ml/min N jg: 4. Piridoxifosfato (Be)
] 5. Acido pantoténico (B
Gradiente: Bal1%enOmin,Bal12%en05min, 000 “Foe e 5 i T T . Bf{'mﬂap?g;’e”'m( o
. . i . 7
g a: ?g% er1105,52_m|n, B al 30% en 3,5 min, 0] 7. Acido folico (By)
all7enf.omn o 2 8. Cobalamina (B, )
Inyeccion: 5l ] 9. Riboflavina (B,)
500 ; 3, s 6 . e
o ' A e
0 ‘ ‘ ‘ "| ‘ ‘Z ‘3 ‘; mi‘n
NUEVO
Método rapido para el analisis de ginseng
a escala segun un método tradicional
Columna: Eclipse Plus C18
959993-902
4,6 x 150 mm, 5 pm
Columna: Poroshell 120 EC-C18 Detector: Serie 1200 Infinity
2905371563%“1 2.7 ym Muestra: Ginsenosido

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 4,6 mm x 250 mm, 5 pm

canteose rsenct. [




NUEVO

Separacion de 8 esteroides 1 Hidrocortisona
ColumnaA:  Poroshell 120 EC-C18 2. -estradiol _
695775-902 3. Androstadien-3,17-diona
4. Testosterona
2,1 x 100 mm, 2,7 pm 5. Etinilestradiol
Columna B: Poroshell 120 SB-C18 6. Estrona
685775-902 7. Acetato de noretindrona
2,1 x 100 mm, 2,7 pm 8. Progesterona
Columna C: Poroshell 120 Phenyl-Hexyl s . .
695775-912 150 1 8
2,1 x 100 mm, 2,7 pm " \ f\ 25 A M
Columna D: Poroshell 120 Bonus RP 0 ; B ! I
685775-901 3 4 7o
2,1 x 100 mm, 2,7 pm b 1 J\ 256 h \
Fase movil: Acido formico al 0,1% en agua y . : : ‘ ‘
MeOH 0 2 4 6 8 10 12
mAU 3 4 7 g
Velocidad de flujo: 0,4 ml/min, 256 °C, 2,1 x 100 mm " 1
40 °C 0 2 56
Gradiente: MeOH al 40-80% en 14 min M“ : ‘ o 32 o 4 78 °
1
: n ;
NUEVO
Mezcla de betabloqueantes 1. Atenolol
2. Pindolol
Columna A: Poroshell 120 Bonus RP N N:dZIZI
685775-901 4. Metoprolol
21 x100 mm, 2,7 pm 5. Acebutolol
Columna B: Poroshell 120 Phenyl-Hexyl 6. Propranolol
695775-912 =1 A 1 5 6 7. Alprenolol
2,1 x 100 mm, 2,7 pm J\3 4 \ 7 /\k
Columna C: Poroshell 120 EC-C18 : - ‘ A : :
695775-902 .1 B ' 2 ' '
2,1x 100 mm, 2.7 pm - JL 1 s 5 7 s
Columna D: Poroshell 120 SB-C18 A J\_JL !\,\ A \
685775-902 T ; P
2,1 x100 mm, 2,7 pm “1C 2
Fase movil NH,HCO,, 10 mM, pH 3,8, metanol L ! )\ 3 40 o7
ase movil: mivl, ,0, metano 0
M ’ i | J\/L
Velocidad de flujo: 0,35 ml/min : .
Gradiente: De B al 90% a B al 30% - 1 2 6

durante 12 min

*El' Nadolol es isobarico y eluye en dos picos.

613



NUEVO

Diversas selectividades de ZORBAX RRHD 1,8 pm

para facilitar el desarrollo de métodos

Columna: ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 1. AEA
959758-902 2. PEA
2,1 x 100 mm, 1,8 pm 3. 2:A6

) Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18, 4. *Impureza

Columna: ggnglé\);:zRHD Eclipse XDB-C18 xm;:] 2,1 x 100 mm, 1,8 ym 5 OFA 1

- 00l
2,1 x 100 mm, 1,8 pm e

Columna: ZORBAX RRHD SB-C18 g: P
858700-902 047 AEA
2,1 x100 mm, 1,8 pm o] /\ /

] 2-AG .

Columna: ZORBAX RRHD Extend-C18 i B | G | U VA
758700-902 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34
2,1x100 mm, 1,8 pm "1 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse XDB-C18, :

0.9

Fase movil: A:H,0 087 21 x100 mm, 1.8 ym
B: CH,CN, HCOOH al 0,1% en cada caso e P

Detector: Sistema LC Agilent 1290 Infinity con un espectro- Ei ain
metro de masas de triple cuadrupolo Agilent 6410 03]

0.24

Condiciones de MS: TCC: 30 °C "-;E 2AG
Fuente para MS: electrospray AP-ES| "0z 04 0s 08 1 12 14 18 18 2 22 24 26 28 3 32 34
Temperatura de secado x102
del gas y flujo: 325 °C, 12 I/min 0_;51 Agilent ZORBAX RRHD Extend C18, '
Presion del gas del nebulizador: 35 psi 08 2,1 x 100 mm, 1,8 pm
Tension de la columna capilar: 3 000 V g;

] PEA

Muestra: Cuatro amidas grasas de endocanabinoides: s:i: AEA
Araquidonoilglicerol (AEA) 037
2-araquidonoilglicerol (2-AG) o 246
Palmitoiletanolamida (PEA) _—-A
Oleoiletanolamida (OEA) 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34

x102
190 1
0.9 H
* El segundo pico negro es una impureza y se considera 08 IZ\Q:IIe:;lEORBI-:X:RHD StableBond SB-C18,
que es 1,3-araquidonoilglicerol, una reordenacion de 2-AG. g; X mm, 1.6 pm
05 PEA
E: AEA
Se compara la selectividad de cuatro columnas ZORBAX RRHD C18 0w
utilizando el método para los endocanabinoides. 01 2-A6
0
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6 'I‘B ‘ 2 2.2 2.4 2.6 2.8 3 3.2 3.4
Recuento (%) frente a tiempo de adquisicion (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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Analisis rapido de 11 compuestos
comunes detectados en analgésicos
Columna: Poroshell 120 EC-C18 ol 4
2959715[;902 27 w0 1. Acetaminofeno
6 x 100 mm, 2.7 pm Presion maxima de 540 bares 2. Cafeina
Fase movil: A: Agua + acido formico al 0,1% ] 3. 2-acetamidofenol
B: ACN a0 4. Acetamida
5. Fenacetina
Velocidad de flujo: 3,5 ml/min 200 6. Sulindac
23 o
Temperatura: 40 °C 0] 7. Piroxicam
8. Tolmetina
Detector: DAD, 254 nm 0+ 9. Cetoprofeno
: : : : : : 10. Diflusinal
0 2 3 4 5 6 7 min 11. Diclofenaco
VLCANALGESICS
Analisis mas rapido del método USP A
para comprimidos de simvastatina U
o 9.907
Columna A: Eclipse Plus C18 0]
959990-902 ]
4,6 x 250 mm, 5 pm ]
o
Columna B: Poroshell 120 EC-C18 ! T : T T y
4,6 x 75 mm, 2,7 pm B
mAU
Fase movil: CH4CN al 65%, oy 1497
3.9 g/l de NaH,P0, al 35% (pH 4,5) 30
251
Velocidad de flujo: 1,5 ml/min para una columna de 5 pm 2]
2,8 ml/min para una columna Poroshell 120 o]
de 2,7 ym e
0 2 i
Temperatura: 45°C VLcsumT:;
Detector: DAD Sig =238, 8
Ref =360, 100 nm
5pum 2,7 pm
Requisito USP (1.5 ml/min) 2,8 ml/min
T Nodisponible 9,907 1,457
k' >30 5,962 5,122
N >4500 16.939 14.439
T, <20 1.09 1,10
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Separacion mas rapida de sulfamidas

Columna A: Eclipse Plus C18 Tiempo % deB A
959990-902 0 8 mAU
4,6 x 250 mm, 5pm 33 33 100+
35 33 80 s §§ =
Columna B: Poroshell 120 EC-C18 Tiempo % deB ™1 140 pares g
695975-902 0 8 10
4,6 x 100 mm, 2,7 pm 12 33 20
13,2 33 0 R
Fase movil: A: Acido formico al 0,1% en agua é 1'0 1'5 2'0 2'5 3'0 min
B: acido formico al 0,1% en ACN
Velocidad de B
flujo: 1 ml/min mAU R
"7 325 bares =
ol 2 g
60 21 T g
40
204
0 Ly
min
VLCSULFA
Separacion de medicamentos para
afecciones cardiovasculares
Columna: Eclipse Plus C18 . 5
959996-902
4,6 x 100 mm, 5 pm
Fase movil: A: Acetato aménico 20 mM, pH 4,8 R Pmcainamida
2. Furosemida
B: ACN -
3. Eletriptan
Velocidad de flujo: 1 ml/min 4. Buspirona
Gradiente: 10 - 90% en 10 minutos ! > th!a.cen
6. Dipiridamol
Detector: UV, 254 nm 2 7. Pioglitazona
i I -
I T T T
0 2 4 8
Time (min) C18Cardiac

canteose rsenct. [




Analisis rapido y ultrarrapido
de compuestos basicos

Columna: Eclipse Plus C18
959941-902 1. Berberina
4,6 x 50 mm, 1,8 pm
Fase movil: A: K,HPO, 8 mM al 50%, pH 7
B: ACN al 50%
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: Ambiente
Detector: UV, 254 nm
Muestra: Berberina, 0,4 mg/ml, 2
T T T T T T 1
0 05 1.0 15 20 25 3.0
Time (min) LoECon:
Xantinas: mayor resolucion,
selectividad equivalente con RRHT 1. 1-metibantina
ColumnaA:  ZORBAX SB-C18 2. Acido 1,3-dimetiirco
846975-902 A 3. 3.7-dimetilxantina (teobromina)
4,6 x 50 mm, 5 pm . P 4. 1,7-dimetilxantina
Columna B: ~ ZORBAX SB-C18 o] Lo
827975-902 204 2 -1
4,6 x 50 mm, 1,8 pm 0 | | | | | | | | |
Fase movil: A: 92%, &cido formico al 0,1% 02 04 06 08 10 12 141618
B: 8%, 4cido formico al 0,1% en ACN B 0y =136
Velocidad de flujo: 1,5 ml/min mAU 1 0,,=127
60
Temperatura: Ambiente 40 - 23 .
20 o,,=179 /\\
Detector: UV, 254 nm 0
T T T T T T T T T
Muestra: Xantinas 02 04 06 08 10 12 14 16 18
Time (min) LCPCO01
Antihistaminicos:
separaciones rapidas en RRHT Extend-C18
Columna A: ZORBAX Extend-C18 A
773450-902
4,6 x 150 mm, 5 pm
4 .
ColumnaB:  ZORBAX Extend-C18 6 1. Escopolamina
727975_902 3 5 2. Pseudoefedrina
4,6 x 50 mm, 1.8 pm N\ /\ 3. Doxilamina
! Y ‘ : 4. Clorfeniramina
Fase movil: A: tampon de pirrolidina 50 mM al 30% 5. Difenhidramina
B: MeOH al 70% B 6. Triprolidina
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min ]
Temperatura: Ambiente
Detector: UV, 220 nm
Muestra: Antihistaminicos :
Time (min) LcPe02
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Ibuprofeno: optimizacion de la selectividad
con columnas RRHT
Columna A: SB-C8
827975-906 A
4,6 x 50 mm, 1,8 pm
Columna B: Eclipse XDB-C8 1 Benzofenona
927975-906 =135 2. Ibuprofeno
4,6 x 50 mm, 1,8 pm Rs=63
Fase movil: A: 63% de agua
B: Acetonitrilo al 37% + 0 1 ) 3 j 5
1.8 ml de H4PO, Time (min)
Velocidad de flujo: 2,0 ml/min B
Temperatura: Ambiente
Detector: UV, 254 nm =158
Muestra: Ibuprofeno, suspension oral fis=100
[ | T | T T
0 1 2 3 4 5
Time 'min] LCPCO03
Analgésicos
Columna: Pursuit XRs Diphenyl
A6020150X046
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: A: Agua + HCOOH al 0,1% 150 10 1. Acetaminofeno
B: MeCN + HCCOH al 0,1% 2. Acetanilida
Gradiente: B al 25-80% en 20 min v
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 5. Fenacetina
Temperatura: Ambiente 2 6 Carba.macepma
£ 7. Tolmetina
Detector: UV; 254 nm 8. Naproxeno
9. Ibuprofeno
10. Diclofenaco
0—
T
0 min 16 vicoos?

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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Anestésicos locales: selectividad de la fase ligada

ZORBAX SB-C18
883975-902
4,6 x 150 mm, 5 pm

ZORBAX SB-C8
883975-906
4,6 x 150 mm, 5 pm

ZORBAX SB-C3
883975-909
4,6 x 150 mm, 5 pm

ZORBAX SB-Phenyl
883975-912
4,6 x 150 mm, 5 pm

ZORBAX SB-CN
883975-905
4,6 x 150 mm, 5 pm

A: 50 mM de NaH,P0O,, pH 2,5 en 95% de
H,0/5% de ACN

B: 50 mM de NaH,P0,, pH 2,5 en 47% de
H,0/63% de ACN

Columna A:

Columna B:

Columna C:

Columna D:

Columna E:

Fase movil:

Velocidad de flujo: 1,5 ml/min

. Procaina

. Lidocaina
. d-Cinconina
. Butacaina
. Tetracaina

oW N

1

. A

T T T T T T 1
01234567 8910112131415

T T

T T T T T T T T T T T T T T
0012345678 9101112131415

Gradiente: 0-100% Bin 18.8 min ‘ ) ¢ )
Time (min) Time (min)
Temperatura: 26 °C LCPeo0s
Detector: UV, 254 nm
Muestra: 10 pl, 10 ug/ml
Anestésicos locales
Columna: Pursuit XRs C8 10 4
A6010150X046
4,6 x 150 mm, 5 pm
. ) ) 1. Benzocaina
Fase movil: 65:35 MeOH:5 mM de NH,CO,, pH 10 1 . 9 Procaina
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 5 3 3. Clorocaina
. . g 4. Mepivacaina
Temperatura: Ambiente 2 5. 4-hidroxi-ropivacaina
Detector: UV, 210 nm 5 7 6. Cocaina
8 7. Lidocaina
8. Ropivacaina
0 —

T
min 14
VLCO063
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Antibioticos: separacion de alta velocidad

Columna: ZORBAX Rx/SB-C8
866953-906
4,6 x 75 mm, 3,5 pm
Fase movil: 8,0% acetonitrilo/92% 0,1% TFA acuosa
Velocidad de flujo: 3,0 ml/min
Gradiente: 45-70% B en 35 min
Temperatura: 60 °C
Detector: UV, 260 nm
Muestra: 1 ulcon 0,40; 0,36; 0,10 y 0,37 pg de cada uno

de 1-4 resp.

1. Ceftazidima
2. Cefotaxima
3. Ciprofloxacina
4. Cefazolina
N =6220
As=1.09
2
N = 6350
As =092
3
N =5790
As=1.00
4 s

L

I I I I I 1
0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0

Retention Time (min)

LCPCO07

Antibidticos: lincomicina y clindamicina mediante
LC-APCI-MS LC-TIC

Columna: Cartucho ZORBAX SB-C18
823700-902
2,1 x30 mm, 1,8 pm

Fase movil: Gradiente: B al 15-50% en 1 min, retencion durante
1,5 min
A: Acido formico al 0,2%, pH 2,8
B: ACN + 4cido formico al 0,2%

Velocidad de flujo: 0,5 ml/min

Gradiente: Tiempo posterior al proceso: 1,5 min

Temperatura: Ambiente

Detector: APCI, I6n positivo

Condiciones de MS: Anchura de picos: 0,170 min
Barrido: 150-600 Da, paso 0,1
Fragmentador: 70
Temperatura del gas: 350 °C
Vaporizador: 350 °C
Gas de secado: 12 |/min
Presion del nebulizador: 50 psi
Vcap: +3000V
Corona: 4.0 pA

Muestra: Antibioticos, 1 pl

1. Lincomicina
7000000 1 2. Clindamicina
6000000
5000000
4000000 2
3000000
2000000

025 05 075 10 125 15 175 20 225 ™

400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000

oo . . N
T T \ \ 7
200 300 400 500 e
100000
80000
60000
40000
20000 l N l . N N N
T T T T 7
200 300 400 500 me

LCPCO08

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




Medicamentos antifiingicos

Columna: ZORBAX Bonus-RP :
883668-901 100 —
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: NaH,PQ, 25 mM al 35%, 2
dibasico (pH 6,5 con H4PO,): ACN al 65% ﬂ
Velocidad de flujo: 1 ml/min
Temperatura: Ambiente 1. Clotrimazol
2. Econazol
Detector: UV, 220 nm 3. Miconazol
50 —
Muestra: Antifungicos, 2 pl
3
B Ls__J
T T T T T T T T T 1
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)
LCPCO10
Antifliingicos
Columna: Pursuit XRs Diphenyl 24— .
A6020150X046
4,6 x 150 mm, 5 pm 2
Fase movil: Agua + HCOOH al 0,1%: MeCN + HCOOH

. Acido 4-aminobenzoico
. Acido sorbico

. Acido benzoico

. Acido salicilico

al 0,1%, 80:20

mAU

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

S~ ow N -

Temperatura: Ambiente

Detector: UV, 254 nm

0 min 18 vicoosy

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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Analgésicos: antiinflamatorios no esteroideos:
separacion de diametro estrecho

Columna: Eclipse XDB-C8
993700-906
2,1 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: 50/50, 25 mM Fosfato sodico
(pH 7.0 con &cido fosférico), MeOH . i
Antiinflamatorio pK,
Velocidad de flujo: 0,2 ml/min 3 no esteroide
1. Fenacetina 2.2
Temperatura: 35°C 9 Tolmetina 35
Detector: UV, 254 nm 3. Fenilbutazona 44
2 4. Fenoprofeno 45
Muestra: 2 ul, 10 ug/ml ,
{ Ji
T T T T
0 5 10 15
Time (min)
LCPCO11
Separacion de pequeiias moléculas anorexigenas
Columna A: ZORBAX Bonus-RP
883668-901 A
4,6 x 150 mm, 5 pm 1. Fentermina
mAU 1 2 2. Fenfluramina
Columna B: Fase C8 alquilica convencional 5] ’ ,’\
Fase movil: 25 mM K,HPQ,, pH 7.2/MeQH: ACN (50:50), 45/55 8: : | | | | | |
Velocidad de flujo: 1 ml/min 0 1 2 3 4 5 6 7
Temperatura: Ambiente B
mAU 1
Detector: UV; 254 nm }g: ‘ 9
Muestra: Anorécticos "Fen-phen", 5 l 3] L
1 T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Time (min)
LCBPOO4
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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Acidos aromaticos y acidos benzoicos:
diferencias en la selectividad

Columna A:

ZORBAX SB-C8

Retention Time (min)

LCPCO13

880975-906
4,6 x 250 mm, 5 pm
Columna B: ZORBAX SB-Phenyl
880975-912 | | | |
4,6X250 mm,5||m 0 5 10 15
ColumnaC:  ZORBAX SB-CN Time (min)
880975-905
4,6 x 250 mm, 5 pm 1. Fralico
Fase movil Metanol al 30-45% en fosfato sodico 25 mM, pH 2,5 2. 2:Nitrobenzoico
. o 3. 2-Fluorobenzoico
A: metanol al 45% 4 9 Clorobenzol
B: metanol al 40% - crlorobenzoico
¢ metanol al 30% (l) é 1|0 1|5 2|O 5. 3-Nitrobenzoico
’ T . 6. 3-Fluorobenzoico
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min ime {min) 7. m-Toluico
LCPC012
Temperatura: 35°C
Detector: UV, 254 nm
Muestra: Acido benzoico
Catecolaminas y aminas biogenas: separacion
rapida mediante reactivos de par ionico
Columna: ZORBAX Rx/SB-C8 1. DOPA-Dihidroxifenilalanina 6. HIAA- Acido hidroxiindole acético
866953-906 2. DHBA-Dihidroxibenzil amina 7. EP-Epinefrina
4,6 x75 mm, 3,5 pm 3. DOPAC-Dihidroxifenil acido acético 8. HVA, acido homovanilico
. o 4. NE-Norepinefrina 9. 5-HT, hidroxitriptamina
Fase movil: Fosfato sodico 0,14 M, 5. DA-Dopamina 10. 3-MT, metaxitirosina
EDTA 20 mM,
Sulfonato de octilo 0,75 mM,
Metanol al 9%, pH 3,5
DHBA(IS)
Velocidad de flujo: 1,5 ml/min
HVA 5-HT
Temperatura: 26 °C
T T T T T T T T T 1
Detector: 0,75V frente a Ag/AgCl con deteccion electroquimica 0 L 2 3 4 5 7 8 9 10
Muestra: 10 pg/ml para cada patron; volumen
20 pl (muestra de tejido de 2 g)
A: patrones (2 pmoles; DHBA 5 pmoles)
B: cuerpo estriado murino 3-MT
C: neocorteza murina i : : : : : : : : .
0 1 2 3 4 5 7 8 9 10
/‘_/\
T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 7 8 9 10
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Separacion quiral de etiazida (farmaco diurético)

Columna:

Fase movil:
Velocidad de flujo:
Temperatura:
Detector:

Muestra:

Ultron ES-OVM quiral
702111651 c

H
1 N\E/CZHa
4,6 x 150 mm, 5 pm N S@( R:H
KH,PO, 20 mM (pH 4.6) 0% 0%

1,0 mi/min

25°C

UV, 220 nm

0,35 g Etiazida en 20 pl

Nl -

10 20
Time (min)
LCPCO14

Separacion quiral de enantiomeros de fluoxetina
(Prozac)
Columna: Ultron ES-0VM quiral

702111651

4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: 25/75 (v/v) EtOH/KH, PO,, 20 mM, pH 5.5 (ajuste con NaOH)
Velocidad de flujo: 0,8 ml/min
Temperatura: Ambiente
Detector: UV, 225 nm

T T T T T T 1

Muestra: Mezcla de enantiomeros de fluoxetina (Prozac) 0 5 10 15 20 25 30

Retention Time (min)
LCPCO15

Cortesia de D.S. Ristry and V.S. Sharp, Eli Lilly and Co.

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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Alcaloides del sello de oro y otras
plantas relacionadas en Eclipse XDB-C18
de resolucion rapida

Columna:

Fase movil:

Velocidad de flujo:
Temperatura:
Detector:

Muestra:

Eclipse XDB-C18
963967-902
4,6 x 150 mm, 3,5 pm

Acetato amonico 30 mM al 68%,
TEA 14 mM, pH ~4,85,
acetonitrilo al 32%

1,0 ml/min
30°C
230 nm

Alcaloides del sello de oro y otras plantas
relacionadas

Los alcaloides, como los componentes activos del sello de oro y otras
plantas relacionadas, se separan de forma rapida y precisa en las

1. Palmatina
2. Barberina
3. Hidrastina
4 4. Canadina

Time (min)

condiciones isocraticas de la columna Eclipse XDB-C18 de resolucion LCPeote
rapida.
Separacion de componentes del té verde en ,
StableBond SB-C8 de resolucion rapida
Columna: ZORBAX SB-C8

863953-906 3 *

4,6 x 150 mm, 3,5 pm ) )

1. Epigallocatequina
Fase movil: 75% 0,1% TFA : 25% MeOH 2. Epicatequina
Velocidad de flujo: 1,0 mi/min 3. Gallato epigallocatequina
5 4. Catecol
Temperatura: 40 °C ! 5. Gallato epicatequina
Detector: 280 nm u
_..q\AJxJ\J W
Muestra: Té verde T T T
0 5 10

Los nutracéuticos, como los componentes del té verde, se separan Time (min)
rapidamente en una columna StableBond SB-C8 de resolucion rapida. LePeo1s
Separacion quiral de hexobarbitol
Columna: Chiradex

79925CB-584 0 0

4,0 x 250 mm, 5 pm

N N
Fase movil: Metanol/agua, 20:80 \[I/
0
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: UV, 220 nm
Muestra: Hexobarbitol
J._IL
l T T T
12 24 36 48

Retention Time (min)
LCPCO17
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Separacion quiral de S- y R-norfluoxetina

Columna: Ultron ES-OVM quiral
724111653
4,6 x 250 mm, 10 pm
Fase movil: 6/94 (v/v) MeOH/KH,PO, 20 mM
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: Ambiente
Detector: UV, 225 nm
Muestra: 50 pg/ml de mezcla 2:3 de R-: S-norfluoxetina

Cortesia de D.S. Ristry and V.S. Sharp, Eli Lilly and Co.

S-norfluoxetina

T T T
12 15 18
Time (min)

21

1 1 |
2427 30

LCPCO19

Separacion quiral de salbutamol

Columna: Ultron ES-Pepsin
822111631A
4,6 x 150 mm, 5 pm

Fase movil: Tampon fosfato 20 mM, pH 6.0

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Temperatura: 25°C
Detector: UV, 220 nm
Muestra: 20 plcon 0,35 pg de mezcla de salbutamol

Time (min)

1
10

LCPC020

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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Separacion quiral de enantiomeros de tolperisona

Columna: Ultron ES-OVM quiral
702111651
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: KH,PO, 20 mM (pH 5.5), C,H50H (100/4 v/v)
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: Ambiente
Detector: UV, 220 nm, 0,04 AUFS
Muestra: Tolperisona, 5 il

——

10
Time (min)
LCPCO22

Separacion quiral de atenolol

Columna: Ultron ES-Pepsin
822111631A
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: Tampon fosfato 20 mM, pH 6.0/Etanol (99/1)
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: 25°C
Detector: UV, 220 nm, 0,04 AUFS
Muestra: 1.5 pl, 0,25 mg/ml, mezcla racémica de atenolol

CHs
/

NHZCOCHQO OCHZC‘HCHZNI-I\CH

OH CH,

1 W

10
Time (min)
Lepco21
Cocaina y metabolitos
1. B il i
Columna: ZORBAX Rx-SIL ) e
883975-901 mAU 3: Ecgonina metil ester
4,6 x 150 mm, 5 pm 30 . ! a0°C
Fase movil: MeOH: NH,, acetato, 25 mM, pH 6 (70:30) 501 2
: ) . 20 k 3
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min I E————
\ \ \ \ T
Temperatura: 40y 80°C 0 2 3 4 5 6
Detector: uv, 210 nm U 80°C
80
60
40
20+ 3
S ——
T \ T
0 4 5 6
Time (min) LePC023
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Aspirina y medicamentos para la tos

Columna: Eclipse XDB-C8
993967-906
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: (75:25) Na,HPO, 25 mM (pH 3,0): ACN
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: 40 °C
Detector: UV; 254 nm
Muestra: 5pl, 10 pg/ml

1. Acido acetilsalicilico
2. Dextrometorfano

0 1 2 3 4 5 7 9 10
Time (min)
LCPCO24
Mezcla de formulaciones para la tos:
separacion rapida y eficaz
Columna A:  ZORBAX SB-CN A ’
866953-905
4,6 x 75 mm, 3,56 pm . )
s 1. Acido maleico
Columna B: ZORBAX SB-CN 2. Pseudo-efedrina
883975-905 3. Acetominofén
4,6 x 150 mm, 5 pm 5 4. Clorfeniramina
Fase movil: 20/80, acetonitrilo/150 mM de citrato de sodio, L K 5. Dextrometorfano
pH 2,6 f T T T T T T T \
0 05 10 15 20 25 30 35 40
Velocidad de flujo: 1,5 ml/min, 1,0 ml/min Time (min)
B 2
Temperatura: 35°C
Detector: UV, 270 nm . N
Muestra: 2 yl, formulacion para la tos
5
1
[ T T T T T T T T T 1
001 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12
Time (min) LCBPO12

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




Guaifenesina: analisis USP de guaifenesina
Fase movil: 40% Metanol:60% Agua:1,5%
acido acético glacial
) ) ) Columna: Eclipse XDB-C18 Pico TR N Rs
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
. 990967-902 1 663 12737 0
Temperatura: 25°C 4,6 x 250 mm, 5 pm 92 1119 18552 158
Muestra: Guaifenesina
A8yl 1 2
B:2ml 1. Guaifenesina: 0,04 mg/ml
2. Acido benzoico: 0,10 mg/ml
0 2 1 6 8 10 12
Time (min)
Columna: Eclipse XDB-C18 Pico TR N Rs
—_— 922975-902 1 14 11421 0
Tine (mn) 4.6 x50 mm, 1.8 ym 2 233 12909 123
LCPCO25
Resolucion minima requerida= 3,0
Metronidazol:
actualizacion de métodos USP
ColumnaA:  ZORBAX C8 A ZORBAX C8
883952-706 Platos USP TF Tamaiio de particula
4,6 x 150 mm, 5 pm 9772 1.30 5pm
Columna B: Eclipse XDB-C8
993967-906 B
4,6 x 150 mm, 5 pm
. ZORBAX Eclipse XDB-C8
Columna C: Eclipse XDB-C8 Platos USP TF Tamaiio de particula
963967-906 9850 0.98 5um
4,6 x 150 mm, 3,5 pm L
Fase movil: 80/20, Agua/Metanol ‘
c
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: Ambiente
Detector: UV; 254 nm ZORBAX Eclipse XDB-C8 de resolucion rapida
Muestra: Metronidazol Platos USP TF Tamaiio de particula
L 21554 113 3,5um
[ T T T T T T T T 1
0 1 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)
LCPCO26
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Morfina y metabolitos: separacion de una
muestra de plasma sanguineo

Columna: ZORBAX SB-C18 A

863953-902 10 3 50

4,6 x 150 mm, 3,5 pm
Fase movil: KH,PO, 70 mM 97/3 + EDTA/ACN 1 mM, pH 4.5 1 1. Morfina-3-glucuronido 125 ng
Velocidad de fluio: 1,5 mi/min : mz;:::fzgé”g:fn”'j;’i” "
Temperatura: Ambiente 1 ,
Detector: A: Electroquimico, 720 mV

B: Fluorescencia, Ex = 285 nm, Em = 352 nm
Muestra: 50 pl 2

Morfina-3-glucuronido 125 ng %

Morfina-6-glucuronido 62,5 ng L

Morfina 12,5 ng en agua

002 4 6 81012 14 02 4 6 81012 14

Cortesia de J. Visser, Centro para farmacia, Univ. Groningen, Paises Bajos. Time {min) Time {min) .
Opiaceos (drogas adictivas) mediante LC/MS
Columna: ZORBAX SB-AQ

830990-914

2,1 x 150 mm, 3,5 um XIC of +TOF MS
Fase movil: A: Acetonitrilo con &cido formico al 0,1% . 2 )

B: Agua con acido formico al 0,1% 2o ; Eﬂzrf'_na

2 . Codeina

Velocidad de flujo: 0,25 ml/min e 3. 6-Acetiimorfina
Gradiente: 0min10% B 1 .

5min 35% B e

5,1 min 100% B =
Condiciones de MS: Tiempo de vuelo (TOF) iiE

Patron con sistema de suministro de calibrador 355

para proporcionar un flujo constante de ~ 2 uM &2

de purinay calibrador HP-921 para ESI dual §§§

para una calibracion automatica continua T 1 1 1 T

T \ T T \ \
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 9.0 95 10.0 105 11.0 1156 12.0
Muestra: Opiaceos Time (min)

LCPC028

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

Columna:

Columna:

Fase movil:

Presion:

Temperatura:

Detector:

Velocidad de flujo:

las columnas LC tradicionales en un modo RPLC
con deteccion MS.

Comparacion de HILIC y RPLC para morfina con
columnas ZORBAX Agilent RRHD y UHPLC/MS

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18
2,1 x 100 mm, 5 pm
(Columna personalizada)

El modo HILIC con columnas UHPLC reduce el

ZORBAX RRHD HILIC Plus
959758-901
2,1 x 100 mm, 1,8 pm
A:NH,HCO, 10 mM, pH 3,2 Condiciones Fuente para MS:  El modo ESI positivo, la columna capilar de
B: CH,CN/NH,HCO, 100 mM, pH 3,2 (9:1) de MS: 4.000V, la temperatura del gas de secado, la
Columna A: B al 10% isocratico velocidad de flujo y la presion del nebulizador
Columna B: B al 70% isocratico varfan segun la velocidad de flujo de la fase movil.
Columna A: 0.4 ml/min Adgquisicion de MS: El modo de selecciéﬁ de iones (SIM), QI valor EMV
Columna B 1 ml/min delTa de 290 Vyel tlgmpo de regdenma de M$ .
varian segun la velocidad de flujo de la fase movil.
Columna A: 90 bares Software: Se usaron las versiones B.03.01, B.02.00 y
Columna B: 810 bares B.03.01 de Agilent MassHunter para la
95 °C adquisicion de datos y los andlisis cualitativos y
cuantitativos respectivamente.
Sistema LC Agilent 1290 Infinity con un espectro- M . | B 9 ul de 1 ua/ml i i fina.3-8.D
metro de masas de triple cuadrupolo Agilent 6410 uestra: nyecc[or) de 2 pl de 1 pg/ml de morfina, normorfina, morfina-3-R-D-
glucuronido (muestra de HILIC preparada en CH;CN y muestra de
RPLC preparada en H,0)
1. M3G
2. Normorfina
. . . . X031 Col A 8. MG
tiempo de andlisis a la mitad, ademas de mejorar 1 olumna 4 Morfina
la sensibilidad mas de 10 veces, comparado con gg
X o]
o 06]
s 05
S 04] $/Nyge = 7.7
8 03]
=02
0.14
04 —~
“®J'  Columna B 1
0.9
08
X 07]
E 067
q:) 0.5
3 g; S/Nyee = 1004
= 2]
0.1
IJ‘.I D.‘Z D‘.S U.‘ll U.‘S CI.‘E 0.7 D‘S 0‘9 1‘ 1.‘1 1‘2 1‘3 1‘4

Tiempo de adquisicion (min)
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Nutracéuticos: separacion de
hipericina de hierba de San Juan

. Estandar de hipericina Extracto de hierba de San Juan
Columna: Eclipse XDB-C8 % P T
993967-906
4,6 x 150 mm, 5 pm 304
Fase movil: 23%, 25 mM de Na,HPO,, 35
dibasico (pH 7,0 con H4PO,): 77% de MeOH
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 20
Temperatura: 35°C 15 | Hipericina
Detector: UV, 254 nm 104
Muestra: Nutracéuticos
5 —
. L
T | T T T T T T 1 T T T 1
001 2 3 4 5 6 7 8 0 0 25 50 75 10.0
Time (min) Time (min)
LCPC029
Farmacos: analisis LC y LC/MS rapido de
alta sensibilidad de 11 farmacos
Columna: Eclipse XDB-C18 1 Sulfametoxazol
925700-902 2. Tripeleneamina
2,1 x50 mm, 1,8 pm 3. Prednisolona
Fase movil: A: Formiato NH, 10 mM (pH=3,6) 4. Difenhidramina
B: ACN con formiato NH, 10 mM 5. Carbamacepina
6. Prometacina
Velocidad de flujo: 0,6 ml/min 7. Protriptilina
Gradiente: De B al 5% a B al 70% en 7.5 miny 8. Imipramina
aBal 95% en 8,5 min . Trimipramina
10. Perfenacina
Temperatura: 65°C 11. Triflupromacina
Detector: UV, 230 nm y trampa SL MSD 1 min
0 2 4 6 8 10
Condiciones de MS: Gas de secado pos.: 345°C
Neb. ) 45 psi Intens. x107 2620 +MS2 (254.1), 32 -3 2mm (4287 - #291)
Condensador, alta tension: 3.500V 20— 1921
Intervalo: 100-700 157 Sulfametoxazol (pico 1)
Promedio: 5 espectros ;g: o 5288
Icc: 30.000 16 00 =1 2150 v | sm =
Concentracion de carga: Activada g}g: 1569 1o
Configuracion de Smart Par:  Tar Mas, 06—
250 m/z 04
Estab. comp.: 100% 0'2__1 wrl ||y . 3090 4160 5590 5780 5“1‘"3 N
Unidad de trampa: 100% 007 T T T T T T m/z
- . 100 200 300 400 500 600 700
Opciones de frag.: Smart Frag, .
activado
Anchura de frag.: 10 m/z

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




Hormonas/esteroides

2. Progesterona, 0,407 mg/ml
3. Mestranol, 0,067 mg/ml

Columna: ZORBAX RRHT SB-C18

823975-902 N

4,6 x 30 mm, 1,8 pm o 1. Estradiol

. , . N = 6568 2. Etinilestradiol
Fase movil: 50%, NaH,P0,, 20 mM, pH 2,8: ACN al 50% 3. Dienestrol
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 4. Noretindrona
Temperatura: RT N=6104
Detector: UV, 230 nm j\
Muestra: Hormonas/esteroides e
T
0 Time (min) 5
LCPC034

Esteroides: separacion
Columna: Eclipse XDB-CN

993967-905 !

4,6 x 150 mm, 5 pm mAU

80 3
Fase movil: 40:60 ACN:Agua 0 2
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 104
Temperatura: 25°C 20
Detector: UV, 205 nm 0 ‘ : ‘ ‘
Muestra: 1. Noretindrona, 0,514 mg/ml 0 4 ] 6_ 8 10
Time (min)

LCPCO36

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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Farmacos esteroideos

Columna A:

Columna B:

Fase movil:

Velocidad de flujo:

Temperatura:
Detector:

Muestra:

Eclipse XDB-Phenyl
963967-912
4,6 x 150 mm, 3,5 pm

Eclipse XDB-C18
993967-902
4,6 x 150 mm, 5 pm

H,0:ACN, 60:40

1,0 ml/min

35°C

UV; 254 nm

1. Prednisolona

2. Corticosterona

3. 11-hidroxiprogesterona
4. Acetato de cortisona

5. Desoxicorticosterona

6. 17-hidroxiprogesterona
7. Progesterona

0.07 —
0.06 —
0.05—
0.04 —
0.03
0.02
0.01—

0.00

w

e~

L

0

T
5

T T I
10 15 20
Time (min)

I
25

0074

006 | ,

0.05
0.04 —
0.03
0.02

0.00

w

6

4
0.01 - ,
1 —

T T 17T 1T 1T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Time (min)

LCPCO35

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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Columna:

Fase movil:
Velocidad de flujo:
Temperatura:

Muestra:

Triamcinolona: analisis USP de triamcinolona

Eclipse XDB-C18
923975-902
4,6 x 30 mm, 1,8 pm

47% Metanol:53% Agua
1,5 ml/min
25°C

Triamcinolona, 1 pl

Las drogas basicas se pueden separar en sus formas cargadas a un pH bajo con

las columnas StableBond o en un rango de pH medio con Eclipse XDB o Bonus -RP.
Con Extend-C18, puede separar a un pH alto para mejorar la solubilidad, la retencion,
u obtener una selectividad diferente.

: Pico TR N Rs
1 5.45 3199 0
2 9.99 3212 8.1
T T T T T T
0 2 4 6 8 10
Time (min)
1 2
1. Triamcinolona: 0,2 mg/ml .
2. Hidrocortisona: 0,3 mg/ml Pico TR N Rs
i . : T Resolucion minima requerida= 3,0 1 0.89 3256 0
0 1 2 3 2 2.07 4851 11.8
Time (min)
LCPC038
Separacion de antidepresivos altamente basicos
por encima de su pKa en forma de base libre
(pKa de 9,5-9,7)
Columna: ZORBAX Extend-C18
773450-902 1. Doxepina
4.6 x 150 mm, 5 pm 2. Imipramina
Fase mvil: 75% Metanol / Tampén de pirrolidina 50 mM al 25%, i Zoftri.pti'lli.”a
H »I 1 5 . Amitriptilina
P 5. Trimipramina
Velocidad de flujo: 0,5 ml/min T T T T T T T T
. ° 0 2 4 8 10 12 14 16
Temperatura: 40 °C Time (min) o
Detector: UV, 215 nm
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Antidepresivos triciclicos: separacion

comparativa
Columna A: ZORBAX Bonus-RP Fase movil: ACN: 20 mM Na Citrate, pH 6 (60:40)
883668-901 ) ) .
4,6 x 150 mm, 5 ym Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Te : Ambi
Columna B: C8 de enlace polar, marca A emperatura mbiente
Detector: UV; 254 nm
Columna C: C18 de enlace polar, marca B
Muestra: Antidepresivos triciclicos (u= uracilo)
1. Propranolol
2. Doxepina
A B ¢ 3. Nortriptilina
! 4. Amitriptilina
250 250 u 250 u 5. Trimipramina
200 200 200
150 150 150 -
100 100 100 ; 2
5
50 50 50
0 0 0
T T 1 1 T T T 1 T T T T 1
0 5 6 7 8 0o 1 2 4 5 6 7 8 0 1 4 5 6 7 8
Time (min) Time (min) Time (min)
LCBPO11
Antidepresivos triciclicos
Columna: Eclipse XDB-C8
993967-906
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: Fosfato de potasio 38/62 THF/25 mM, pH 7 2 1. Propanolol
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 8 2. Nortriptilina
. R 3. Doxepina
Temperatura: 23°C 5 4. Dimero de doxepina
Detector: UV, 254 nm 1 5. Amitriptiina
) ) 6. Trimipramina
Muestra: 10 pl, mezcla de antidepresivos, 10 pg/ml 6
4
\ T \ T T T T \ T \
0 2 4 6 g 10 12 14 18 20

Time (min)

LCPC039

CATALOGO ESENCIAL
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Antidepresivos triciclicos y metabolitos:

Time (min)

efecto del tamaiio del poro A
Columna A: ZORBAX SB-C18
863953-902 23
4,6 x 150 mm, 3,5 pm
Columna B: ZORBAX RRHD 300SB-C18
883995-902 5
4,6 x 150 mm, 5 pm §
L , IO 1. trans- 10-OH - Nortriptilina
Fase movil: 40/60, tamp_on_fosf_ato 25 mM, (\] \2 1‘1 é é 1\0 1\2 1\4 2. trans- 10-0H - Amitrptilina
10 mM de trietilamina, pH 6,2/ACN Time (min) 3. cis- 10-0H - Nortriptilina
Velocidad de flujo: 1,2 ml/min B 4. cis- 10-OH - Amitriptilina
. 5. Nortriptilina
Temperatura: Ambiente 6. Amiriptiina
Detector: UV, 254 nm :
Muestra: 10 pl, mezcla de antidepresivos, 10 pg/ml : .
\ I T T T T T \
0 2 4 6 g 10 12 14
Time {min) LCPCO40
Medicamentos para la ulcera con
pH intermedio
Columna: ZORBAX Bonus-RP
883668-901
4,6 x 150 mm, 5 pm 0y3=13 1. Famotidina
2 2. Cimetidi
Fase movil Citrato de Na, 20 mM, pH 6.1: MeOH, (80:20) mAU metidina
400+ 18 3. Pirenzepina
Velocidad de flujo: 1,0 mi/min o aet
. 100 A
Temperatura: Ambiente 0 Y
T T T T \ \ \
Detector: UV, 220 nm 0 2 4 6 10 12 14 16
Muestra: Férmacos para el tratamiento de Ulceras
mAU 2
ggg: 0,,=26 op3=19 3
200 | /L
100
0 Y A
0 ‘z l‘l é 1‘0 1‘2 1‘4 1‘6

LcPcoa2

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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Analisis de orina para la deteccion de LSD mediante
LC/MS

Columna: Eclipse XDB-C8 0 0
960967-906 MN” \NJLO&
LSD NH
2,1 x b0 mm, 5 pm Abundance N | N
I I
Fase movil: 15 : 85, Formato de amonio ACN : 10 mM, pH 3.7 80000
Velocidad de flujo: 0,3 ml/min 70000 LAMPA
Temperatura: 30°C 60000
50000
Detector: MS
40000
Condiciones de MS: Modo SIM, lones: 324.2, 223.1, 208.1 30000
Fragmentador (rampa dinamica) 100V a 324.2,
148V 2 223.1, 170V a 208.1 20000
Muestra: LSD 100007
04
I
Hughes, J.M., C.A. Miller and S.M. Fischer, "Development of a Method Time (min) -
for the Forensic Analysis of LSD in Urine", presentado en ASMS, Palm
Springs, junio de 1997.
Meétodo USP: gliburida y patron interno,
progesterona
Columna: Eclipse XDB-C8
990967-906
4,6 x 250 mm, 5 pm L
1. Gliburido
Fase movil: 45/55, 50 mM de fosfato de amonio/ACN, 2. Progesterona
pH 5,35 final 1
Velocidad de flujo: 1,5 ml/min
Temperatura: Ambiente
Detector: UV; 254 nm
Muestra: 5 pl, 10 ug/ml, cada uno por patron
J
T T T T T
0 4 5 6 7 9 1
Time (min)

canteose rsenct. [




Dexametasona, método USP: analisis rapido

Columna A: ZORBAX SB-C8
880975-906 A B
4,6 x 250 mm, 5 pm
Columna B: ZORBAX Rx/SB-C8
866953-906
4,6 x 75 mm, 3,5 pm
Fase movil: A=Agua
B = ACN; Isocratico 30% B
Velocidad de flujo: 2,0 ml/min
Temperatura: Ambiente {
Detector: UV; 254 nm ..~A(~
Muestra: Dexametasona T T T T T T T
10 ply 5 pl, 10 ug/ml 0 5 10 15 0 5 10 15
Time (min) Time (min) —
Analisis USP de tetraciclinas
Columna: PLRP-S 100 A
PL1512-5500 1. Oxitetraciclina
4.6 x 250 mm, 5 pm 1 2. Metaciclina
Muestra: 20 mg de tetraciclina en 25 ml de HCI 0,01 M 2 3. Doxiciclina
Fase movil: 60 g de 2-metil-2-propanol + 200 ml de agua
(presion ultra alta) + 400 ml, 0,2 M, K,HPO, a pH 8 +
50 ml 10 g/I de sulfato de hidrogeno de
tetrabutilamonio a pH 8 + 10 ml, 40 g/I de edetato
sodico a pH 8 hasta 1.000 ml con agua (ajustar el 3
nivel de pH con la dilucion de NaOH) L‘
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min A
Temperatura: 60 °C | I
. VLC0066
Detector: UV, 254 nm 0 min 35

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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Warfarina: método cromatografico USP

para la determinacion de la pureza mediante

Eclipse XDB-CN

1. Warfarina (0,128 mg/ml)
2. Compuesto relacionado con warfarina A

(0,118 mg/mi)
Columna: Eclipse XDB-CN mAU ,
993967-905 g
4,6 x 150 mm, 5 pm
6 —
Fase movil: 32:68:1 ;
Acetonitrilo:Agua:Acido acético glacial 47
Velocidad de flujo: 1,5 ml/min 2
Temperatura: 25°C 0 : v : : : : : : :
Detector: UV, 260 nm 0 ! 2 8 4T 5 6
ime (min)
Muestra: Warfarina, 2 pl Lereos7
Diez farmacos para afecciones cardiovaculares
en HT SB-C18 de resolucion rapida
Columna: SB-C18 1. Procainamida 6. Disopiramida
829975-902 2. Procaina 7. Propranolol
4,6 x 150 mm, 1,8 pm 3. Nadolol 8. Nifedipina
4. Pindolol 9. Nimodipina
Fase movil: A: TFA al 0,1%, ACN al 5% 5. Lidocaina 10. Nisoldipina
A: TFA al 0,08%, ACN al 95%
Velocidad de flujo: 2 ml/min . ! 10
Gradiente: 0,0 min, Bal 12.6%
10,5 min, B al 60%
12,0 min, B al 60%
Temperatura: 70°C
. T T T T T T T T
Detector: UV, 230 nm 05 1.0 15 20 25 30 35 40
Muestra: Férmacos para afecciones cardiovasculares Time (min)
LCPC049
Sulfonamidas: 1. Sulfanilamida
analisis rapido en columnas RRHT 9 Sulfadiazin
Columna: SB-C18 3. Sulfatiazo
824700_902 4. Sulfamerazina
21x30mm, 1.8 pm A 5. Sulfametazina
. , 1 1 , . .
Fase movil: A: 90%, 4cido formico al 0,1% §§§§§§ . )
B: 10%, 4cido formico al 0,1% en ~ isomo 0.2 ml/min
MeOH 50000
1 2 3 ) 5 6 7
Velocidad de flujo: ~ A:0,2 ml/min Time {min)
B: 0,8 ml/min B . 5
; - et 2
emperatura: oo . 0.8 mi/min
Detector: TIC, Single Quad 50000
T T T T T T T T
Muestra: Sulfonamidas 1 3 4 5 6 7

Time (min) [

canteose rsenct. [




Sulfamidas

Columna: Pursuit XRs Ultra C8

A7511100X020 800 7 1. Sulfanilamida

2,0 x 100 mm, 2,8 pm 2. Sulfadiacina
Fase movil: A: Agua + TFA al 0,1% 3. Sulfameracina

B: MeCN + TFA al 0,1% 3 4. Sulfametacina

2 5. Sulfametizol

Gradiente: Retencion de B al 10% durante 10 min, E 6. Sulfisoxazol

rampa hasta B al 45% en 1 min y retencion 4 5 7. Sulfadimetoxina

durante 1 min, /\

cambio hasta B al 10% en 1 miny retencion ;|

durante 1 min

T

Velocidad de flujo: 0,65 ml/min 0 min 5
Temperatura: Ambiente o
Detector: UV; 254 nm
Sulfamidas
Columna: PLRP-S 100 A Columna: PLRP-S 100 A

PL1111-3500 PL1111-3500

4,6 x 150 mm, 5 pm 4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: Sulfato potasico: ACN 7:1, Fase movil: Tetraborato disédico: ACN 6:1,

pH22 1. Acido sulfanilico pH9,3
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min 2. Sulfadiacina ) Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

3. Sulfametacina
Detector: UV, 254 nm 4. Sulfanilamida Detector: UV, 254 nm
3
4
2
3
I min 2I5 min 8 VLCD0GS

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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Analisis rapido de pindolol

Columna A: ZORBAX SB-CN A 1 2
863953-905
4,6 x 150 mm, 3,5 pm
1. Indol
ColumnaB:  ZORBAX SB-CN .
827975-905
4,6 x 50 mm, 1,8 pm
Fase movil: A: 70% 50 mM de acetato de sodio
B: ACN al 30% T T T T .
2 4 6 8 10
Velocidad de flujo: 1 mLImin Time (min)
Temperatura: Ambiente B
Detector: UV, 219 nm 1 :
Muestra: Pindolol, 2 pl JUL
T T T T T
2 4 6 8 10
Time (min)
LCPCO51
Lamotrigina
Columna: Pursuit XRs Ultra C8
A7511100X020
2,0 x 100 mm, 2,8 pm - !
Fase movil: ACN:agua, 25:90 durante 1 min 1. Lamotrigina
Velocidad de flujo: 0,2 ml/min E
s
Volumen de inyeccion: 5 pl, MeOH al 50%
Detector: MS 0
T
0 min 8 vicoos2
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Barbituricos

Columna: PLRP-S 100 A
PL1512-5500
4,6 x 250 mm, 5 pm
Fase movil: Agua

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Temperatura: 200 °C
Detector: UV, 220 nm

Cortesia de: Smith, RM, Burgess, RJ, Cheinthavorn, O y Stuttard,
JR (1999) Superheated water: a new look at chromatographic
eleunts for reversed-phase liquid chromatography. LCGC Europe,

January 1999, 30-36. Uso con permiso de los autores. e

. Barbitona

. Fenobarbitona
. Talbarbitona

. Amilobarbitona
. Heptabarbitona

G W N =

min 25
VLCO060

Analisis de ciprofloxacina y metabolitos de

ciprofloxacina
Columna: PLRP-S 100 A
PL1111-3500
4,6 x 150 mm, 5 pm
Fase movil: TCA 20 mM al 74%: 22%

ACN: MeOH al 4% ajustado hasta el nivel de pH 3
Velocidad de flujo: 1,0 ml/min
Detector: UV, 277 nm

Krol GJ, Noe, AJ and Beerman, D (1986) Liquid chromatographic analysis of
ciprofloxacin and ciprofloxacin metabolites in body fluids. Journal of Liquid
Chromatography, 9(13), 2897-2919. Impreso con permiso del editor (Taylor &
Francis Group, www.informaworld.com).

UL "

1. Blanco de muestra de orina con concentraciones conocidas
del patran interno, ciprofloxacina y sus metabolitos
2. Blanco de muestra de orina con el patron interno inicamente

1
20
VLC0058

o —
3
E

min 20

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

643



644

Indice de productos

Aplicaciones
Biofarmacéutica 552
Industria farmacéutica 611
Productos alimentarios y de consumo................ 594
Quimico/Industrial 580
CEy CE/MS
Accesorios para CE/MS
Capilares 195
Kit adaptador 194
Kit nebulizador 195
Capilares
Capilares CEP recubiertos..............ccocc.eeervrvenennes 185
Casete de capilar 190
Electrocromatografia capilar (CEC).......... 188-189
Estandar de silice fundida bruta...........ccc.ccccc... 178
Extended Light Path (Celda de Burbuja)
de silice fundida bruta.........cc..ccooevveornrneenne. 179-180
Interfaz de alineacion 190
Recubiertos de alcohol de polivinilo
(PVA) 182-184
Silice fundida a granel 181
Universales de silice fundida bruta................... 181

pSIL entrecruzada y ligada
Casete de capilar
Celdas de deteccion de alta sensibilidad ...191-192

Consumibles para instrumentos..............ccooevuuennee 199
Gradilla de viales 200
Herramienta de grabado de ventana................... 200
Interfaz de alineacion 190

Kits de pruebas y de iniciacion del sistema ......198
Kits de soluciones

Anién inorganico 171-172
Cation 173
Quimica forense 175
Acidos organicos 174
PPAGE 176-177
Patrones y reactivos
Tampones CZE para proteinas.........ccoccconeeeennes 197
Agua ultra pura para CE ... 196

Disoluciones de acondicionamiento capilar-....196
Soluciones tampon y patrones oligonucleotidos

PPAGE 197

Tampones CZE para analitos cargados............. 196

Tampones MEKC para analitos neutros y

cargados 197

Tampon para analisis de bafios de

recubrimiento 197
Solucion de problemas...........cccceeneeeeeveen. 201-203
Viales y tapones 199

Columnas para separaciones de
moléculas pequeiias

Columnas rapidas para HPLC/UHPLC de fase
reversa

Poroshell 120 228
Precolumnas rapidas para UHPLC...................... 246
Z0RBAX de resolucion rapida y alta

definicion (RRHD) de 1,8 UM ...eveeerirerreceirr 233

Z0RBAX de resolucion rapida y alto

CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA

rendimiento (RRHT) de 1.8 pm.....coccccvvvinvccrrrnnnnne 239
Designaciones de la USP..........cccoecvvurrnn. 343-346
HPLC de fase reversa
HC-C18(2) 304-305
PLRP-S 306
Polaris 298
Pursuit 287-288
TC-C18(2) 304-305
Z0ORBAX Bonus-RP 278
Z0ORBAX Eclipse PAH 254
Z0RBAX Eclipse Plus 248
Z0RBAX Eclipse XDB 256
ZORBAX Extend-C18 de 80 A.....oooccocere 274
ZORBAX QOriginal 283
Z0ORBAX Rx 272
ZORBAX StableBond de 80 A ... 264
HPLC preparativa
Carga y cierre 322
Columnas preparativas Polaris ... 321
Columnas preparativas Pursuit
y Pursuit XRs 319
LC preparativa 311-312
Materiales a granel 321
ZORBAX PrepHT 314

Kits para procedimiento de HPLC analiticos
'Kits para el desarrollo de métodos

Z0RBAX 284-285

Kits de validacion de métodos

Z0RBAX 286-288
Otras técnicas de HPLC

Fase normal ZORBAX 326-328

Hi-Plex para analisis de carbohidratos ............. 340

Intercambio ionico ZORBAX..........ccooooooemerreeneens 333

Z0ORBAX HILIC Plus 324
Precolumnas 223-224
Seleccion de columnas

Desarrollo de métodos.............ccouvvermmrreece 220-221

Guia rapida sobre fase reversa................. 207-209

Guia sobre columnas y fase movil............. 211-213

Introduccion a las moléculas pequerias...218-219
Soluciones oligo

Cartuchos TOP 348-349
Cartuchos de ADN StratoSpheres .........c........... 347
Columnas para separacion de
biomoléculas
Citas bibliograficas
PL-SAX 487
PL-SCX 487
PLRP-S 486-487
Poroshell 300 486
ZORBAX 300 485
Cromatografia de afinidad
Kits de iniciacion del sistema de
eliminacion por afinidad maltiple........................ amn
Proteina A Agilent Bio-Monolith................ 434-435
Proteina de alta recuperacion
mRP-C18 442-443
Reactivos para protedmica ........cce.oeeevreerensrenes 442

Sistema de eliminacion por

afinidad maltiple 438-440

Sistema de fraccionamiento de proteinas ......437
Cromatografia de exclusion por tamaiio (SEC)

Agilent Bio SEC-3 418
Bio SEC-5 Agilent 424
ProSEC 300S 428
ZORBAX GF-250 y GF-450.........ooooevrrreerrrrcererrane. 431
Cromatografia de intercambio i6nico
Agilent Bio IEX 402
Agilent Bio MAb 399
Agilent Bio-Monolith ...........cccoccvveuinerreeeennns 412-413
Intercambio anionico fuerte PL-SAX................ 406
Intercambio cationico fuerte PL-SCX................ 410
Desarrollo de métodos
Columna LC/MS en fase reversa................... 446
Columna SEC 449-450
Columna capilar de alta sensibilidad................ 451
Columna de intercambio idnico Bio .................. 447
Columnas ZORBAX 444
Escala de analisis
Capilares y nano 452
MicroBore (1,0 MM d.i.) .vrereeeerererecesreereeeennnne 461
ZORBAX Bio-SCX Serie Il.....coooevvvvvereerrrririre 458
HPLC de fase reversa
PLRP-S 387
Poroshell 120 385

Poroshell 300
ZORBAX Eclipse para analisis de

aminoacidos (AAA)............. ....394-395
ZORBAX Extend-C18 de 300 A.........ccoovvvvrer 376
ZORBAX RRHD 300-Diphenyl..... 374

380-381

ZORBAX StableBond de 300 A.......cccoovecorrre 367
Literatura 477-484
Purificacion — HPLC preparativa

PL-SAX y PL-SCX 472-473

PLRP-S 467-468

PrepHT ZORBAX 466

Purificacion de péptidos

VariPure IPE 476
VariTide RPC 475
Seleccion de columnas

Amplia distribucion 363

Analisis de aminoacidos............ccoowcuormrevrerreenens 362

Mapeo de péptidos 356

Oligonucleotidos de ADN 0 ARN.......ccoovvvvvvvnnen. 360

Proteina 353

Péptidos naturales y sintéticos............cccocevuuneee. 358

Columnas y patrones para GPC/SEC

Accesorios para columnas..........cccc..coeevereeerrrnne. 529
Acuoso
Serie analitica PL aquagel-OH
Serie preparativa PL aquagel-OH ...
Aplicaciones especiales

EnviroPrep 507
MesoPore 520
OligoPore 521
PL HFIPgel 509
PL Rapide 510-511
PLgel Olexis 508
Plus Pore 514-515




PolarGel 512

PolyPore 516
ResiPore 518
Configuracion de un sistema

para GPC/SEC 491-495
Organico
PLgel MIXED 498-501
PLgel MIXED-LS 502
PLgel MiniMix 504
PLgel preparativa 506
Tamaiio de poro individual PLgel..................... 505
Patrones de polimeros
EasiCal 536
EasiVial 532
Poliestireno 537-538
Polietilenglicol/0Xido .........cc.cccceeveevmmmmrineenns 541-542
Polimetilmetacrilato 539-540
Polisacaridos 543-544
Acido poliacrilico 545
Consumibles Agilent
Inyectores automaticos
Agujas y asientos de aguja ........c.ccoeeeeeeenns 62-63
Bandejas 65
Capilares de loop 64
Dispositivo de medicion ..........cc..coeevveeveerreesionnes 64
Kits 66-67
Programa de mantenimiento..............cccoevconmerennn. 61
Valvulas de inyeccion 61
Bombas
'Valvulas de entrada 49
Consumibles para bomba de LC 1290 Infinity..51
Desgasificadores de Vacio ... 58
Filtros de disolvente 54
Fritas y adaptadores 54
Kits 59-60
Lavado de sellos 52
Mantenimiento periodico.......ccoocomereererreeerenrennns 47
Pistones y sellos 50
Recipiente para disolvente ...........coc.cooeerierenrennn. 53
Tapones de seguridad 55
Valvulas de purga 48
Valvulas de salida 49
Capilares
Cabeza de la valvula 1290...........cccoovvcemerrivne 25-27
Capilares de silice fundida recubiertos de
PEEK, flujo de 100 pl/min 32
Capilares de silice fundida recubiertos de
PEEK, flujo de 20 pI/Min ..o 31

Capilares de silice fundida/PEEK para
sistema nano LC
Loop
Miscelanea
Sistema LC 1260 Bio-inert
Sistemas LC serie 1290 Infinity ..
Sistemas LC series 1220/1120 Infinity
Sistemas LC series 1260/1200/1100 Infinity ...23

Sistemas Prep LC 1200 y 1100 ........ccoorveerrereees 26
Capilares de loop 32
Chip LC 100

Colectores de fracciones
Bandejas de placas de pocillos...........cccc..comnreeen.
Colector de microfracciones G1364D

Kits de capilares y agujas .......c.coeevereermreerereerenes 70
Programa de mantenimiento..............occerneees 68
Tubos y bandejas de recogida .............ccomrreeeernnn. 69

Compartimento de columnas termostatizado

Kits de capilares 83-88
Conexiones y uniones
Conexiones 40-41
Kits de capilares y conexiones...........cc......... 36-39
¢Como se alinea correctamente
la conexion? 45
;Como se aprieta correctamente?....................... 43
;COmo se prepara la conexion? ... 44
Detectores
Celdas de flujo de 80 nl y 500 nl.................... 95-96
Celdas de flujo preparativo..........ccccccomeeerneeeennncs 96
Detector de diodos (DAD)/Detector de
longitud de onda multiple (MWD).......ccccconeeneens 93
Detector de dispersion de luz por
evaporacion (ELSD) 98
Detector de fluorescencia (FLD) .........ccocccrnereen. 99
Detector de longitud de onda variable
(VWD) 91-92
Detector de indice de refraccion (RID).............. 98
Kits de mantenimiento 97
Lamparas 90
Mantenimiento 89
Estandares 15
Filtros de disolvente/desgasificadores................. 13
Filtros en linea 12
Gradillas para sistemas de LC.........ccoo.cooeeerirenrnnn. 14
Herramientas 1
LC/MS
Bomba previa 107
Consumibles de limpieza ..........cccoourveeersrereeeeennns 108
Consumibles para instrumentos................ 105-106
Estandares
Compuestos de calibracion.............cccoeeeeeeeenn. 110
Kit de analizadores 110
Kits 110
Herramientas 108
Kit de mantenimiento preventivo....................... 104
Productos quimicos 107
Programa de mantenimiento ...........o..corerreees 103
Purificadores de gases .........ocmreeeerineeeenns 108
Quiet Cover 109
Sistema cuaternario Bio-inert
Bombas 101
Compartimento de la columna..............cccoeeuuunne. 102
Conexiones 102
Detectores 102
Inyector autoMALICO ......o.oouvveereeeeeeieens 101-102
Valvulas 102
Solucion de problemas..........ccoccoeeeerrveserrnnnn. 546-549
Tubos
Tubos capilares rigidos 35
Accesorios 35
PEEK 34
Uniones 42
Valvulas
Jeringas para inyeccion manual
Embolo ajustado 80
Embolo con punta de PTFE ... 81
Loops de muestra 78-79
Notas de mantenimiento ...............ccooo.comeeeerreneeens 72
Vélvulas de intercambio
Valvula de intercambio externa ...t 74
Valvula de intercambio interna............cccccooneeees 75
Valvulas de inyeccion 73
Valvulas de inyeccion manual con
interruptores de sensor de posicion.......... 76-77

Consumibles CrossLab

Mantenimiento del inyector automatico............ 119
Almohadillas de sellado ...........cccooveeormrrerrrrrerrenens 115
Capilares y tubos 130
Conexiones 131
Consumibles para bomba ... 122-123
Consumibles para valvulas.......................... 127-128
Filtros en linea 132
Inyectores automaticos HPLC de CTC

Jeringas para inyector automatico.................... 169

Jeringas para inyector automatico
Kits de mantenimiento de alto rendlmlento ...... 129

Lamparas de detector 113
Mantenimiento de la bomba...........cccccoeveeernnecc. 124
Placas de pocillos 115
Sistemas HPLC de Dionex

Capilares

Conexiones, férrulas y uniones
Consumibles para homba -
Consumibles para el inyector automatico.......158

Filtros en linea 168
Jeringas para inyector automatico.................... 157
Kits de mantenimiento del rendimiento...161-165
Loops de muestra 160
Loops de tampon 160
Lamparas de detector 157
Piezas de repuesto para valvulas..........ccc.ouu.... 159
Procedimiento de mantenimiento

de bombas 126
Tubos 168

Sistemas HPLC de Shimadzu

Capilares 154
Conexiones, férrulas y uniones............cccooceeeeeen. 155
Consumibles para bomba.........ccccooooee. 151-152
Filtros en linea 156
Jeringas para inyector automatico................... 150
Kits de mantenimiento del rendimiento........... 154
Loops de muestra 153
Lamparas de detector 150
Piezas de repuesto para valvulas............. 152-153
Procedimiento de mantenimiento

de bombas 125
Tubos 155

Sistemas HPLC de Waters
Capilares

Conexiones, férrulas y uniones..............cccoceceeue.
Consumibles para bomba...........
Consumibles para el detector....
Jeringas para inyector automatico..........
Kits de mantenimiento del rendimiento.. 144 158

Loops de muestra 143

Lamparas de detector 137

Piezas de repuesto para valvulas .........c..ccc...... 142

Procedimiento de mantenimiento

de bombas 124
Solucion de problemas..........coocooveeeeeiieeninnee 133-136

645



Indice de referencias

0100-0549 0101-1250 1535-4045 ... 443905-902
0100-0900 0101-1251 1535-4046 443910-901.
0100-0969 0101-1252 1535-4860 443910-902.
0100-1259 0101-1253 1535-4970......corvvvveeeeerenrrrrreee 446905-101.
0100-1516 0101-1254 1535-6045 446905-102.
0100-1543 .. 0101-1255 1535-5082 446905-301.
0100-1597 0101-1258 160-2644-5 446905-302.
0100-1631 0101-1267 160-2650-5.... 446905-901.
0100-1710 0101-1268. 160-2660-5 446905-902.
0100-1847 0101-1288 190-0131 446910-102.
0100-1849.. 0101-1360 190-0231 449905-101.
0100-1850 0101-1362 190-0331 449905-102.
0100-1851 0101-1385 190-0431 449905-301.
0100-1852 0101-1409 191-1311 449905-302.
0100-1853 , 0101-1415 191-3211 449905-501.
0100-1854........coommeeeerrreeerrrenenninnns 75,108  0101-1416 191-5211 449905-502.
0100-1855.......ccccerrrreirneees 75,104,108  0101-1417 192-1311 449905-901.
0100-1859 77 0101-1421 192-3211 449905-902.
0100-1860 77 0101-1422. 192-5211 449910-902
0100-1921 79 0101-2415. 194-8111 5001-3702
0100-1922 79 01018-22707. 196-7203 5001-3726
0100-1923 79 01018-23702 197-7202 5001-3743
0100-1924 79  01018-60025 199-2602 5021-1816
0100-2051....oooooeeeeeeersreccerrrnnens 104,108  01018-68722 204310 5021-1817
0100-2086 41 01048-87302 2140-0585 5021-1818
0100-2087 75 01078-87302 2140-0590 5021-1819
0100-2088.............oocrcccrrrrcccrres 61,73  01078-87305 2140-0600 5021-1820
0100-2089 75 01080-68702 2140-0813 5021-1821
0100-2175 40  01080-68704 2140-0820 5021-1822
0100-2231 ..o 61,73  01080-83202 280959-904 5021-1823
0100-2233 75 01090-27609 280959-907 5021-1845
0100-2298 42 01090-68702 3150-0509 5021-1866
0100-2304 ........cooooocerreccerrrreeeirinnnns 106  01090-68703 3150-0576 5022-2133
0100-2410 35 01090-87304 3150-0577 5022-2141 oo
0100-2441 42 01090-87306 3150-0619 ..o 5022-2144
0101-0376 79 01090-87610 3150-0944 5022-2145
0101-0377 79  01090-87611 3162-0178 5022-2146
0101-0378 79 01100-68700 3162-1056 .... 5022-2155
0101-0379 79  05971-80103 3162-1057 5022-2159
0101-0620 77 05980-60051. 400510 5022-2165
0101-0623 77 0890-1727 e 410910-101 5022-2166
0101-0921 ..o 61,73  0890-1761 410910-102.. 5022-2175
0107-1050.......ccccrrccccreas 61,73 0890-1762 410910-301 .. 5022-2184 ...
0101-1219 79  0890-1763 410910-302.. 5022-2185
0101-1226 79 0890-1915. 410910-501 .. 5022-2188
0101-1227 79  0905-1163 410910-502... 5022-2192...orriiiesssccenn
0101-1228 79 0905-1175 413910-101 .. 5022-6503
0101-1229 79  0905-1192 413910-102 .. 5022-6509
0101-1230 79 0905-1294 413910-301 .. 5022-6510
0101-1231 77 0905-1420 413910-302 .. 5022-6531
0101-1232 77  0905-1516 413910-501 .. 5022-6532
0101-1233 77  0905-1599 413910-502 .. 5022-6533
0101-1234 79  0905-1717 419910-301 .. 5022-6534
0101-1235 79  0905-1718 419910-302 .. 5022-6536
0101-1236 79  0905-1719 419910-501 .. 5022-6538............oooociercceinis
0101-1237 79 0905-1731 oo 419910-502 .. 5022-6539........coooiiccciriccis
0101-1238 79 12102300 420212-901 .. 5022-6541
0101-1239 79 12102301 420212-902 .. 5022-6542
0101-1240 79 126-1012 420420-901 .. 5022-6543
0101-1241 79 126-1013 420910-901 .. 5022-6544
0101-1242 79 126-1713 420910-902 .. 5022-6546
0101-1243 79 1271012 440905-901 .. 5023-0208
0101-1244 79 1271712 440905-902 .. 5023-0209
0101-1245 79 1271713 187  440910-901 .. 5023-0213
0101-1246 79 1400-0563 .......oooooeeeeeeeeeeeeerececeee 107 440910-902.. 5023-0214
0101-1247 79 14251921 349  443905-101.. 5023-0215
0101-1248 79 1460-2571 443905-102 .. 5023-0238
0101-1249 79 1520-0401 443905-901 5023-0271
646 CATALOGO ESENCIAL

DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROSCOPIA




5023-0282 1
5023-1803 42
5041-2168........ooommveerrreverrrieenrninens 54,199
5042-1385 69
5042-1386 69
5042-1388 69
5042-1389 69
5042-6454 69
5042-6458

5042-6459

5042-6461

5042-6462

5042-6463

5042-6470

5042-6476

5042-6478

5042-6491

5042-6500

5042-8502

5042-8507

5042-8517

5042-8518..

5042-8519

5042-8922

5042-8954 52
5042-8957 2y
5042-9954 1
5042-9967 1
5043-0221 56
5043-0222 56
5043-0223 56
5043-0224 56
5043-0225 56
5043-0226 56
5043-0227 56
5043-0228 57
5043-0229 57
5043-0230 57
5043-0231 57
5043-0232.......oovvveeeieerrrreceerirninnns 56-57
5043-0233 57
5043-0234 56
5043-0235 57
5043-0236 57
5043-0237 57
5043-0238 57
5043-0239 57
5043-0242 56
5043-0243 56
5043-0255 57
5043-0272 56
5043-0300 56
5043-0828 56
5043-0829 56
5043-0830 56
5043-0831 56
5043-0832 56
5061-3303......rreeeeviisrrecceennn 40, 99
5061-3304 39
5061-3315 39
5061-3327 99
5061-3328 99
5061-3329 99
5061-3330 395
5061-3331 395
5061-3332 395
5061-3333 395
5061-3334 395
5061-3335 395
5061-3337 395
5061-3339 395
5061-3361 35

5061-3362 35
5062-2418 40
5062-2461 23
5062-2462
5062-2463
5062-2478
5062-2479
5062-2483
5062-2484
5062-2486
5062-8517
5062-8522
5062-8524
5062-8529
5062-8534
5062-8535
5062-8541
5062-8544
5062-8562
5062-8571
5062-8572
5062-8573
5062-8574
5062-8575..
5062-8576..
5062-8577
5062-8578
5062-8587
5062-8588
5063-6502
5063-6506
5063-6510
5063-6511
5063-6512
5063-6513
5063-6514
5063-6515
5063-6520
5063-6526
5063-6531
5063-6535
5063-6536
5063-6540
5063-6541
5063-6544
5063-6586.
5063-6589
5063-6591
5063-6592
5063-6593
5063-6597
5063-6598
5063-6599
5064-8203
5064-8205
5064-8206
5064-8208
5064-8209
5064-8211
5064-8220
5064-8236
5064-8253
5064-8254
5064-8255
5064-8256
5064-8257 271
5064-8258 271, 460
5064-8259..........oooocccrcceas 373, 460
5064-8260 27
5064-8261 271
5064-8262 27
5064-8263 373, 460
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5064-8264........cooorooceererees 373, 460
5064-8265 373, 460
5064-8266
5064-8267
5064-8268
5064-8269
5064-8270
5064-8271
5064-8273
5064-8286
5064-8287
5064-8288 263
5064-8291 263
5064-8293 64
5064-8294
5064-8295
5064-8296
5064-8297
5064-8298
5064-8300
5065-4402
5065-4410
5065-4420
5065-4421
5065-4422
5065-4423
5065-4426
5065-4427
5065-4454
5065-4459
5065-4460
5065-4461
5065-4462
5065-4463
5065-4464
5065-4465
5065-4466
5065-4467
5065-4468
5065-4498
5065-4499
5065-4500
5065-9901
5065-9908
5065-9910
5065-9911
5065-9912
5065-9913
5065-9914
5065-9915
5065-9922
5065-9923 373, 460
5065-9924.......ooooirie 373, 460
5065-9926 29
5065-9927 29
5065-9931 28
5065-9932 28
5065-9933
5065-9935 27
5065-9937 36
5065-9938 36
5065-9939 37
5065-9942..........ccoooeerecerrrrrennns 458, 460
5065-9947 ... 37,82
5065-9948
5065-9950
5065-9952 52
5065-9963 28
5065-9964 27
5065-9967 40
5065-9971 oo 34,42
5065-9976 34

5065-9978

5067-1540

5067-1547

5067-1551

5067-1553

5067-1555

5067-1557

5067-1558

5067-1562

5067-1565

5067-1581

5067-1582

5067-1584 ...

5067-1585

5067-1595

5067-1596

5067-1597

5067-4104

5067-4105

5067-4107

5067-4108

5067-4111

5067-4112

5067-4113

5067-4114

5067-4117.....

5067-4118

5067-4121

5067-4124

5067-4131....

5067-4132....

5067-4134

5067-4137

5067-4141

5067-4142

5067-4144....

5067-4146....

5067-4148

5067-4158

5067-4159

5067-4170 75
5067-4174 48
5067-4202 77
5067-4601 83-85
5067-4607 29
5067-4608 28-29
5067-4609 29
5067-4633 37
5067-4638 12
5067-4646.............ooooeeeerrreennnnns 38, 84, 86
5067-4647 25
5067-4648 28
5067-4649 25
5067-4650 25
5067-4651 25
5067-4653 26
5067-4657 24
5067-4658 24
5067-4659 24
5067-4660 24
5067-4661 51
5067-4662 67
5067-4669 24
5067-4670 24
5067-4678 50
5067-4682..........oooceeccccrrrccrrs 38, 86
5067-4684 25
5067-4685 28
5067-4686 25
5067-4687 25
5067-4688 28
5067-4689 26

647



5067-4695.................... 50, 64, 101-102
5067-4697 51
5067-4699 59
5067-4703 32,64
5067-4710 32, 64
5067-4716
5067-4717
5067-4728
5067-4729
5067-4730
5067-4733
5067-4735
5067-4737
5067-4738
5067-4739
5067-4741
5067-4744
5067-4745
5067-4746
5067-4767
5067-4769
5067-4777
5067-4778
5067-4779
5067-4780
5067-4781
5067-4782
5067-4798
5067-4800
5067-5103
5067-5104
5067-5106
5067-5107
5067-5109
5067-5110
5067-5111
5067-5112
5067-5113
5067-5120
5067-5189
5067-5378
5067-5380
5067-5383
5068-0001
5068-0002
5068-0004
5068-0005
5068-0006
5068-0007...
5068-0008..
5068-0011..
5068-0012..
5068-0040..
5068-0041..
5068-0044..
5068-0045
5068-0052
5068-0053
5068-0060
5068-0067 ..
5068-0076..
5068-0077
5068-0082
5068-0093
5068-0095..
5068-0097
5068-0115
5068-0116
5068-0122
5068-0123
5069-3635
5069-3636

5069-3637
5069-3639
5080-5400
5133001
5133005
5180-4108
5180-4114.
5181-1507
5181-1512
5181-1513
5181-1541
5181-8836
5182-0567
5182-1530
5182-9697
5182-9710
5183-2021
5183-2022
5183-4619
5183-4623
5183-4624
5183-4625
5183-4626
5183-4627
5183-4669
5183-4670
5185-5807
5185-5808
5185-5809
5185-5810
5185-5920..........ccoccccere 269, 372, 463
5185-5921 261
5185-5922 282
5185-5923
5185-5968
5185-5984
5185-5985
5185-5986
5185-5987 .
5185-5988 .
5185-5990
5185-5991
5188-2743
5188-2744
5188-2745
5188-2746
5188-5217
5188-5218
5188-5230
5188-5231
5188-5249
5188-5250
5188-5251
5188-5252
5188-5253
5188-5254
5188-5289
5188-5321
5188-5322
5188-5332
5188-5333
5188-5334
5188-5336
5188-5341
5188-6408
5188-6409
5188-6410
5188-6411
5188-6510
5188-6511
5188-6523
5188-6529

5188-6557

5188-6558 ....
5188-6559 ....
5188-6560 ...
5188-6562 ...
5188-8283 ...
5188-8825 ...
5188-8826 ...
5190-0443 ....

5190-0469
5190-0488
5190-0551

5190-0554 ....
5190-0555 ...
5190-0556 ...

5190-0917
5190-0924
5190-1401
5190-1431
5190-1432
5190-1433
5190-1434
5190-1435
5190-1436
5190-1443
5190-1480
5190-1484
5190-1485
5190-1486

5190-1492
5190-1494
5190-1499
5190-1501
5190-1505
5190-1508
5190-1512

5190-1515
5190-1520
5190-1522

5190-1526
5190-1558
5190-1560
5190-1561
5190-1562

5190-1564
5190-1571
5190-2401

5190-2402 ....
5190-2403 ...
5190-2404 ....
5190-2405....
5190-2406 ....
5190-2407 ....
5190-2408 ...
5190-2411 ....
5190-2412 ....
5190-2413 ....
5190-2414 ....
5190-2415 ....
5190-2416.....
5190-2419 ....
5190-2420 ....
5190-2421 ....
5190-2422 ....
5190-2423 ....
5190-2424 ....
5190-2425 ....

5190-2426
5190-2427

5190-2428 ....
5190-2431 ....

5190-2432

5190-2433
5190-2434 ...
5190-2435 ...
5190-2436 ...
5190-2439 ...
5190-2440 ...
5190-2441 ...
5190-2442 ...
5190-2443 ...
5190-2444 ...
5190-2445 ...
5190-2446 ...
5190-2447 ...
5190-2448 ...
5190-2451 ...
5190-2452 ...
5190-2453 ...
5190-2454 ...
5190-2455 ...
5190-2456 ...
5190-2459 ...
5190-2460 ...
5190-2461 ...
5190-2462 ...
5190-2463 ...
5190-2464 ...
5190-2465 ...
5190-2466 ...
5190-2467 ...
5190-2468 ...
5190-2471 ...
5190-2472 ...
5190-2473 ...
5190-2474 ...
5190-2475 ...
5190-2476 ...
5190-2479 ...
5190-2480 ...
5190-2481 ...
5190-2482 ...
5190-2483 ...
5190-2484 ...
5190-2485 ...
5190-2486 ...
5190-2487 ...
5190-2488 ...
5190-2491 ...
5190-2492 ...
5190-2493 ...
5190-2494 ...
5190-2495 ...
5190-2496 ...
5190-2499 ...
5190-2500 ...
5190-2501 ...
5190-2502 ...
5190-2503 ...
5190-2504 ...
5190-2505 ...
5190-2506 ...
5190-2507 ...
5190-2508 ...
5190-2509 ...
5190-2510 ...
5190-2511 ...
5190-2512 ...
5190-2513 ...
5190-2514 ...
5190-2515 ...
5190-2516 ...
5190-2517 ...
5190-2518
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5190-2519 .. 427 687975-302 726975-302 .....oooroeee 243,277  8001-0405

5190-2520 .. 427 687975-902 726975-902.........ococveccerrrrrennns 243,276  8001-0406 ...
5190-2521 .. 427 689775-902 727700-902 ... 243,277  8001-0501 ...
5190-2522 .. 427 689775-906 727975-302 ..., 243,277  8001-0502 ...
5190-2523 .. 427 689775-914 727975-902 ... 243,276  8001-0503 ...
5190-2524 .. 427 689975-302 728700-902........ooccccerccrrrrrinnns 243,277  8001-0504 ...
5190-2525 .. 427 689975-306 728975-302 ... 243,277  8001-0506 ...

5190-2526 .. 427 689975-314 728975-902 .. 243,276 8001-0509 ...

5190-2527 .. .427  689975-902 735700-902 .. 8001-0510...
5190-2528 .. 427 689975-906 735953-902 .. 8001-0511 ...
5190-2529 .. 427 689975-914 735954-302 .. 8001-0512...
5190-2530 .. 427 691775-902 746450-902 8001-0513....
5190-2531 .. 427 691775-906 75400001 8001-0514 ...
5190-2532 .. .A427  691975-302 75700001 8001-0515 ...
5190-2533 .. 427 691975-306 7571901C 8001-0516....
5190-2534 .. 427 691975-902 75719025 8001-0517 ...
5190-2535 .. 427 691975-906 75719050 8001-0519 ...
5190-2536 .. .427  693768-901 7572915B 8001-0520 ...
5190-2537 .. 427 693775-901 7572915C 8001-0521 ...
5190-2538 .. 427 693775-902 7573915B 8001-0522 ...
5190-2539 .. 427 693775-906 7573915C 8001-0527 ...
5190-2540 .. 427 693775-912 757700-302 8001-0528 ...
5190-2541 .. 427 693968-301 757700-902 .. 8001-0529 ...
5190-2542 .. 427 693968-901 758700-302 .. 8001-0530...
5190-2543 .. 427 693975-301 758700-902 8001-0531 ...
5190-2544 .. .A427  693975-302 759700-302 8001-0532 ...
5190-2545 .. 427 693975-306 759700-902 8001-0533 ...
520518-904 .... ..305  693975-312 760450-902 .. 8001-0534 ...
520518-905 .......ooooeeeeerrrecerrrreeeereennns 305 693975-901 761600-902 .. 8001-0535 ...
588905-902 305 693975-902 761753-902 .. 8001-0601 ...
588915-902........oooooierrecccrrrrieeirinnnns 305 693975-906 761775-902... 8001-0603 ...
588925-902 305 693975-912 761973-902 .. 8001-0604 ...
588935-902.........ooooccrrccerrnriieiiinnans 305 695768-901 763600-902 .. 8001-0607 ...
590-3003 200 695775-901 763750-902 .. 8001-0608 ...
590-4000............cccccvecirrrrcrrrnnnns 177,197 695775-902 763953-902 .. 8001-0609 ...
590-4001..... ..177,197  695775-906 763954-302 .. 8001-0610...
590-4005..... 177,197 695775-912 763973-902 .. 8001-0612...
59980-20134 ... 107 695968-301 764953-302 .. 8001-0613....
59987-20033.. ..107  695968-901 764953-902 .. 8001-0614 ...
59987-20040.. ..105  695975-302 765600-902 .. 8001-0615...
6040-0798 ... 107  695975-306 765750-902 .. 8001-0701 ...
6040-0834... ...104,107  695975-312 765973-902... 8001-0702 ...
660750-902 ... ..210, 384 695975-901 766953-902 .. 8001-07083 ...
660750-906 ... 384 695975-902 770050-902 .. 8001-0704 ...
660750-909 384  695975-906 770100-902 .. 8001-0705...
661750-902 384,463  695975-912 770150-902 .. 8001-0801 ...
661750-906 ... ...384,463  697775-902 770450-302 .. 8001-0802 ...
661750-909 384,463  697775-906 770450-902 .. 8001-0803 ...
670750-902 384 697975-302 770995-902... 8001-0805 ...
671750-902 ........oees 384,463  697975-306 773450-302 .. 8001-0806 ...
681775-902 229  697975-902 773450-902... 8001-0807 ...
681975-302 229  697975-906 773700-902 .. 8001-0808 ...
681975-902 229  699768-901 773995-902 8001-0809 ...
683775-902 ... 229,386  699775-901 79835-87638 8001-0810...
683775-906 229  699775-902 79841-87610 8001-0812...
683775-914 229  699775-906 7995108-344 8001-0813....
683975-302 ... 229,386  699775-912 7995108-585 8001-0814 ...
683975-306 229  699968-301 7995108-595 8001-0816 ...
683975-314 229 699968-901 7995118-344 8001-0817 ...
683975-902.........ooocccercccrrrs 229,386  699975-301 7995118-504 8001-0818....
683975-906 229  699975-302 7995118-585 8001-0819 ...
683975-914 229  699975-306 7995118-595 8001-0821 ...
685775-902 ... 229,386  699975-312 7995208-344 8001-0822 ...
685775-906 229 699975-901 7995208-585 8001-0823 ...
685775-914 229  699975-902 7995208-595 8001-0824 ...
685975-302 ... 229,386  699975-906 7995218-344 8001-8020 ...
685975-306 229  699975-912 7995218-585 8002-0401 ...
685975-314 229 722975-902 7995218-595 8002-0402 ...
685975-902.........ococcccerreccrrrs 229,386  724700-902 7995230-344 8002-0403 ...
685975-906 229  724975-302 ... 8001-0401 .... 8002-0404 ...
685975-914 229 724975-902 ... 8001-0402 ... 8002-0405 ...
687775-902 229  726700-902 8001-0403 ........ooooeereceerrrreeereenas 8002-0406
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8002-0407 .. 8002-0917 ..o 8005-09T71 oo 145  820950-908

8002-0408 .. 8002-0918...... 8005-0912 .. 145 820950-911

8002-0412 .. 8002-0919..... 8005-0913 ..o 144 820950-912

8002-0413 .. 8002-0921 ..... 8005-0914 .......oooooccernciiviiias 146 820950-913

8002-0414 .. 8002-0923 ..... 8005-0915 ..o 144 820950-914 .....oooooooiies 273
8002-0415 .. 8002-0924 ..... 8005-0916 ..o 144 820950-915 269
8002-0501 .. 8005-0414 ..... 8005-0925 ... 145 820950-916 269
8002-0502 .. 8005-0416...... 8005-0926 ... 145  820950-917 269
8002-0515 .. 8005-0417 ..... 8005-0927 ..o 146 820950-918 .......ooooiis 372
8002-0516 .. 8005-0418 ..... 8005-0928 .......oooereceerreccerrecccerceeeee 144 820950-919 329
8002-0517 .. 8005-0419..... 8005-0929 ... 145 820950-920 269
8002-0601 .. 8005-0420 ..... 8005-0930 ... 144 820950-921 .oooovoooins 372
8002-0602 .. 8005-0422 ..... 8010-0440 ... 169  820950-922 269
8002-0603 .. 8005-0423 ..... 8010-0441..... 137,169 820950-923......cooooeeeeeeeeceeeeee 372
8002-0604 .. 8005-0508 ..... 8010-0442......ooooe , 169 820950-924 ..........occciiccs 283, 372
8002-0605 .. 8005-0512..... 8010-0443......ooiris , 169 820950-925 261
8002-0607 .. 8005-0513 ..... 8010-0444. ..o ,169  820950-926 261
8002-0608 .. 8005-0514 ..... 8010-0445........oooioiei. ,169  820950-927 261
8002-0610 .. 8005-0515..... 8010-0446.......oooooooceriercreee ,169  820950-928 282
8002-0611 .. 8005-0516 ..... 8010-0448..... , 169 820950-930 ... 277
8002-0701 .. 8005-0523 ..... 8010-0449 ..ooorroocee 169  820950-931 394
8002-0702 .. 8005-0524 ..... 8010-0450..... 137,169 820950-932 379
8002-0703 .. 8005-0525...... 8010-0455......oooois ,169  820950-933. 269
8002-0704 .. 8005-0526 ..... 8010-0456...........cocceemrrrccrrrrrrianns , 169 820950-935 , 329
8002-0705 .. 8005-0527 ..... 8010-0457. oo , 169 820950-936 253
8002-0706 .. 8005-0528...... 8010-0458......oooeereeccs ,169  820950-937 253
8002-0802 .. 8005-0529 ..... 8010-0459.....iies ,169  820950-938 253
8002-0803 .. 8005-0530...... 8010-0460........ooooroeeereccrrrcereee ,169  820950-939......coovvverererrrr 253, 255
8002-0805 .. 8005-0531 ..... 8010-0467.........ocooceerrrccerrrrrennns , 169 820999-901........... 225, 253, 255, 261,
8002-0806 .. 8005-0532 ..... 8010-0468.......ooooooecericcrecce , 169 269, 273, 277, 282-283,
8002-0808 .. 8005-0533..... 820212-91T oo 433 305, 329-330, 334, 372,
8002-0809 .. 8005-0535...... 820212-914 ..oovvvi 273, 318 379, 384, 394, 433
8002-0810 .. 8005-0536 ..... 820212-915... 269, 273,317 821075-918 384
8002-0811 .. 8005-0537 ..... 820212-918 .. 317,373,466 821075-920 384
8002-0815 .. 8005-0538 ..... 820212-919 oo 318,329  821075-924.........ooooooeeeeeverieeerriiiennnnnnns 384
8002-0816 .. 8005-0539 ..... 820212-920 .....ooooeerccerrrrrennns 269,317  821125-915.

8002-0817 .. 8005-0540 ..... 820212-921 .. 317,373,466 821125-918

8002-0818 .. 8005-0541 ..... 820212-924 .. 317,373,466 821125-919

8002-0819 .. 8005-0601 . 820212-925 ..o 261,318  821125-924 ... 269, 372
8002-0820 .. 8005-0602 . 820212-926 ... 261,318  821125-926 261
8002-0821 .. 8005-0603 ..... 820212-928 ........ooo. 282,318 821125-928 282
8002-0822 .. 8005-0604 ..... 820212-930 .....oooovvcirrrrccrrrrrrinnns 277,318 821125-930 ..o 277
8002-0823 .. 8005-0605...... 820212-933 .. 269,317 821125-932..oooveeeeeeeceerececeeneeee 379
8002-0824 .. 8005-0702..... 820385-907 ... 318  821125-933 269
8002-0825 .. 8005-0704 ..... 820400-901 ........... 261, 269, 273,277,  821125-935 ... 261, 329
8002-0826 .. 8005-0705...... 282-283, 313, 317-318,  821125-936 253
8002-0831 .. 8005-0812..... 329-330, 373, 433, 466 821125-937 253
8002-0832 .. 8005-0822 ..... 820444-901 ........... 261, 269, 273, 277,  821125-938 253
8002-0833 .. 8005-0823 ..... 282, 313,317-318,  821125-939....ooovvvverrrrrrrrrrrre 253, 255
8002-0834 .. 8005-0824 ..... 329-330, 373, 433, 466 821700-902....... .245, 270
8002-0835 .. 8005-0825...... 820555-901 .....cccccevrrrcc 245,263,270 821700-932.....cooooverrereerreee 245, 270
8002-0837 .. 8005-0826 ..... 820675-117 oo 330,433 821725-901 ............ 238, 243, 246, 253
8002-0856 .. 8005-0835..... 820675-112 oo 261 821725-902............. 238, 244, 246, 269
8002-0857 .. 8005-0836 ..... 820675-115... 269, 273,283 821725-903 ............ 238, 243, 246, 261
8002-0858 .. 8005-0837 ..... 820675-119 oo 329-330  821725-904 ............ 238, 244, 246, 269
8002-0859 .. 8005-0838...... 820675-124 .. 269, 283,372 821725-911 .. 229, 246
8002-0860 .. 8005-0839 ..... 820700-902.........oovvrvrerene. 244,269  821725-912..... .229, 246
8002-0901 .. 8005-0840..... 820700-905 ........coccerrrrccrrrrrnennns 244,269  821725-913...... .229, 246
8002-0902 .. 8005-0841 ..... 820700-906............ooooocerrrnne 244,269 821725914 ..... .229, 246
8002-0903 .. 8005-0842...... 820700-912 ...oovorreece 244,269  821975-902...... .245, 270
8002-0904 .. 8005-0843 ..... 820750-901 .. 243,246, 252 821975-932....... ..245, 270
8002-0905 .. 8005-0844 ..... 820750-902 .. 244,246, 267 822700-902........coococcccccrvecrrnrrcsssens 270
8002-0906 .. 8005-0845 ..... 820750-903 .. 243,246,260  822700-932 ........ooooioi 270
8002-0907 .. 8005-0846 ..... 820750-904 .. 244,246, 267  822975-902. ...244-245, 270
8002-0908 .. 8005-0901 ..... 820750-911 ..o 229,246 822975-906.........oovveeveereeeer 245, 270
8002-0909 .. 8005-0902 ..... 820750-912 ..o 229,246 822975-932.....ooovvvvvererereeeeeeeneeeeeeeee 270
8002-0910 .. 8005-0903..... 820750-913 ..o 229,246  823700-902...... .245, 270
8002-0911 .. 8005-0904 ..... 820750-914 ...ooovrrioe. 229,246  823700-932......oooovveeereeerererre 245, 270
8002-0912 .. 8005-0905..... 820950-901 330  823750-901........... 238, 243, 246, 253
8002-0913 .. 8005-0906 ..... 820950-902 283  823750-902............ 238, 244, 246, 268
8002-0915 .. 8005-0907 ..... 820950-905.......ooooverrccerereee 283,330  823750-903.......... 238, 243, 246, 260
8002-0916 8005-0908 .......ooooeererrrreeereeesaes 820950-906 283  823750-904............. 238, 244, 246, 268
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823750-911 .... 229, 246
823750-912 .... 229, 246
823750-913 .... 229, 246
823750-914 .... 229, 246
823975-902 .... 245, 270
823975-932..... 245, 270
824700-902 .... 244, 269
824700-905..... 244, 269
824700-906 ... 244, 269
824700-912 .... 244, 269
824700-914 .... 244, 269
824975-302 .... 244, 268
824975-305 .... 244, 268
824975-306 ... 244, 268
824975-902 .... 244, 267
824975-905 .... 244, 267
824975-906 ... 244, 267
824975-912 .... 244, 267
824975-914 ... 244, 267
825700-902 ... 245,270
825700-932 .... 245, 270
825975-902 .... 245,270
825975-932 .... 245, 270
826700-902.... 244, 269
826700-906 ... 244, 269
826975-302.... 244, 268
826975-306 ... 244, 268
826975-902 .... 244, 267
826975-906 ... 244, 267
827668-301 .... 244, 281
827668-901 ... 244, 281
827700-901 ... 244, 329
827700-902.... 244, 269
827700-905 ... 244, 269
827700-906 .... 244, 269
827700-912 .... 244, 269
827700-914 .... 244, 269
827768-901 ... 244, 282
827975-301 ... 244, 329
827975-302 .... 244, 268
827975-305 .... 244, 268
827975-306 ... 244, 268
827975-312 .... 244, 268
827975-314 .... ....244, 268
827975-907 .ooooo 244
827975-902 .... ....244, 267, 329
827975-905 .... ....244, 267
827975-906 ... 244, 267
827975-912 .... 244, 267
827975-914 ... 244, 267
828668-301 ... 244, 281
828668-901 ... 244, 281
828700-901 .... 244, 329
828700-902 ... 244, 269
828700-905 ... 244, 269
828700-906 ... 244, 269
828700-912..... 244, 269
828700-914..... 244, 269
828768-901 ... 244, 282
828975-301 ... 244, 329
828975-302 .... 244, 268
828975-305 .... ....244, 268
828975-306 244, 268
828975-309 268
828975-312 ... 244, 268
828975-314 ....
828975-901 ...

828975-902 ....

828975-905 ...

828975-906 ...

828975-912 ....

828975-914

829975-302

829975-305 ...

829975-306 ...

829975-312....

829975-902 ...

829975-905 ...

829975-906 ...

829975-912 ...

829975-914 ...

830668-901 ...

830975-906 .
830990-902 268
830990-906 268
830990-914 268
831975-902 270
831975-906 270
831975-932 270
831975-936 270
832975-902 267
832975-906 267
833975-902 270
833975-906 270
833975-912 270
833975-932 270
833975-936 270
834975-902 267
834975-906 267
835668-901 281
835975-902 267
835975-905 267
835975-906 267
835975-912 267
835975-914 267

840140-901 ........... 261, 269, 273, 283,

329-330, 372, 433
840300-908 330
843300-908...........oooverrreeeerreeeerreceeee 330
846952-704 334
846975-202 267
846975-902 267
846975-906 267
846975-914 267
8500-1867
8500-2236
8500-4410
8500-6762
8500-6782
8500-6785
8500-6786
8500-6787
8500-6797
8500-6900
8500-6917
857700-302 ...
857700-305 ...
857700-306 ...
857700-312
857700-314
857700-902 ...
857700-905 ...
857700-906 ...
857700-912
857700-914
857750-902
857750-906 ...
857750-909 ...
857750-944 ...
857768-901 ...
858700-302 ...
858700-305 ...
858700-306 .
858700-312 268

858700-314
858700-902

858700-905 ..
858700-906 ..

858700-912
858700-914
858750-902

858750-906 ..
858750-909 ..
858750-944 ..
858768-901 .
859700-302 ..
859700-306 ..
859700-902 ..
859700-905 ..
859700-906 ..

859700-912
859700-914
859768-901
860700-304
860700-704
860700-708
860950-902

860950-905 ..
860950-906 ..

860950-909
860975-902
860975-905
860975-906
860975-909
860975-912
860975-914
861600-902
861600-906
861608-901
861630-902
861700-901
861753-902
861753-905
861753-906
861753-912

861753-914...

861767-902
861768-901
861775-902
861775-906
861953-902
861953-905
861953-906
861953-912
861953-914
861954-302
861954-305
861954-306
861954-309
861954-312
861954-314

861967-302..

861967-902
861971-901
861973-306

861973-902 ..
861973-906 ..

863600-902
863600-905
863600-906
863608-901

863630-902 ..
863630-906 ..

863668-301
863668-901
863700-901

238

863750-906
863953-902

863953-905

863953-906

863953-912

863953-914

863954-302

863954-305

863954-306

863954-312

863954-314

863967-302
863967-902.
863973-902.
863973-905.
863973-906 .
863973-909.
863974-302.
863974-306 .
863974-309
864668-301

864668-901

865600-902

865600-906

865608-901

865630-902
865630-906
865750-902.
865750-906 .
865973-902.
865973-905.
865973-906 .
865973-909. .
8660-0827 ...
866668-901

866735-902

866953-302

866953-902

866953-905

866953-906

866953-912
866953-914

866967-902
868050-901
868100-901
868150-901
870050-902
870050-906
870050-914
870100-902
870100-906
870100-914
870150-902
870150-906
870150-914.
8710-0004 ...
8710-0510....
8710-0806 ...
8710-1534

8710-1615
8710-1622 ...
8710-1924....
8710-1930 ...
8710-1931....
8710-2699

871700-902

871700-906

871700-914

872700-902

872700-906

873700-902
873700-906

651



873700-932 ... 880995-206 895150-909.........coovvvvrr 317,373,466  933975-902 262
873700-936 880995-209.... 897150-102 .. 317,373,466 933975-906 262
874700-902 880995-902 ... 897150-106 .. 317,373,466 933975-932 262
874700-906 880995-905 ... 897150-109... 317,373,466 933975-936 262
875700-902 880995-906 ... 897250-102 .. 317,373,466 934967-902 260
875700-906.... 880995-909 ... 897250-105 .. 317,373,466 934967-906 260
875700-932 .... 881750-902 897250-106 .. 317,373,466 935967-902 260
875700-936..... 883668-301 897250-109 .. 317,373,466 935967-906 260
877150-102 .... 883668-901 921700-902 ... 245,263 935967-912 260
877150-106 ... 883700-704 921700-932 ....ooorre 245,263  946975-902 260
877150-114 .... 883700-714 921975-902........coccevrrcccrrrrrinnns 245,263  946975-906 260
877250-101 ... 883700-901 921975-932 .oovorie 245,263  959701-902 253
877250-102.... 883700-902 922700-902 ........ovoerrrrrrrrreree 245,262  959701-906 253
877250-105 ... 883700-905 ... 922700-932 ..o 245,262  959701-912 253
877250-106..... 883700-906 ... 922975-902 .. 243,245,262 959701-918

877250-112 .... 883700-909.... 922975-906 .......oooooeie. 245,262 959731-902 .
877250-114..... 883700-912... 922975-932 ..o 245,262  959731-906 .
877952-101 .... 883700-922 923700-902 ... 245,263  959731-912

877952-102 .... 883725-901 923700-932 ....ooorroee 245,263  959733-902 253
877952-105 .... 883750-902 923975-902 ... 245,262  959733-906 253
877952-106 ... ...283, 883750-905 ... 923975-932 ..o 245,262  959733-912 253
877952-108 ... ...317,330  883750-906 ... 924700-902 .........oooeerererrre 243,261 959741-902.......coovovvvvreerrrnr 243, 253
877967-102 .... ..273, 318 883750-909 924700906 ...........ooooovcrerrnne 243,261  959741-906 ..... .243, 253
877974-907 oo 433 883952-302 924975-302 .....coooroeererreen 243,260  959741-912....oooovvr 243, 253
877974-910 oo 433 883952-701 924975-306 ......ooooore. 243,260 959741-918 ..o 243, 253, 255
878150-101 .... ...282,318  883952-702 924975-902 .....oovvoveere 243,260 959743-901 325
878250101 ... 282,318  883952-703 924975-906 ..........ooorioee. 243,260 959743-902 253
880668-301 281 883952-704 925700-902 ......ooovoveree 245,263 959743-906 253
880668-901 281  883952-705 925700-932.......oooccerrcerrrnrennns 245,263  959743-912 253
880952-201 330 883952-706 925975-902 .....oovvoiine 245,262 959746-902 253
880952-202 283  883952-708 925975-932 ... 245,262  959746-906 253
880952-203 334 883952-710 926700-902 .........oovrree 243,261 959757-301

880952-204 334 883952-712 926700-906...........oooovvecrrerrerene 243,261  959757-302 .
880952-205 330 883952-714 926975-302 .....ovorooor. 243,260  959757-306

880952-206 283  883967-302 926975-306 .......ooooocerrrcrrrrerne 243,260 959757-312

880952-208 330 883967-901 ... 926975-902.........coooeerrecerrrrrennns 243,260  959757-901 ......ooovvveeeerrrc 238, 325
880952-302 283  883967-902... 926975-906 .........ooovvrrecrerrenee 243,260  959757-902 ...210, 238, 253
880952-701 330 883975-202... 927700-902 ... 243,261  959757-906

880952-702 283  883975-302... 927700-906 ...........ooooovcerrreee 243,261  959757-912

880952-703 334 883975-305... 927975-302.......coocccverrccrrrrrrinnns 243,260 959758-301

880952-704 334  883975-306... 927975-306 ......oooooere 243,260  959758-302 238,
880952-705 330 883975-309... 927975-902........cocccirreccerrrrrinnns 243,260 959758-306 238, 252
880952-706 283  883975-312... 927975-906 .........ooooroiii. 243,260 959758-312 238
880952-708 ... 330 883975-314 928700-902.........ooverreeree 243,261 959758-901 ......ooovvvvrvrevccrrrrcr 238, 325
880952-710 283  883975-901 928700-906 ............oooooovrrne. 243,261  959758-902 .
880952-712 283  883975-902 928975-302 .....oovroeereen 243,260  959758-906

880952-714 334 883975-905... 928975-306 260 959758-912

880967-201 883975-906 ... 928975-902 .....corrooee 243,260  959759-302

880967-202 ... 883975-909.... 928975-906 260 959759-306

880967-302 ... 883975-912... 9300-1747 oo 959759-901

880967-901 ... 883975-914 ... 9300-1748 ... 959759-902

880967-902 883995-902 ... 9301-0407 959759-906

880975-201 883995-905 ... 9301-0656 959759-912

880975-202 883995-906 ... 9301-0722 959763-902

880975-205 883995-909 9301-0895 959763-906

880975-209 884950-507 9301-0978 ......oooooeeerceenreeeeeeriiaes 959763-912

880975-212 884950-526 930T-1297 o 959764-902

880975-302 884950-543 9301-1337 959764-906

880975-305 884950-567 9301-1420 959764-912

880975-306 884950-577 9301-1421 959764-918

880975-309 884973-701 9301-1446 959790-918

880975-312 884973-901 ... 9301-1450 959793-901

880975-314 267 884973-902... 9301-6341 959793-902

880975-901 329 884975-202.. 9301-6342 959793-906

880975-902 267  895050-902 ... 930990-902 959793-912

880975-905 267  895050-906 ... 930990-906 959793-918

880975-906 267  895050-909 ... 931975-902 959794-902

880975-909 267  895100-902 ... 931975-906 .. 959931-902..... .243, 252
880975-912 267 895100-906 ... 931975-932.. 959931-906...... .243, 252
880975-914 267 895100-909 ... 931975-936 959931-912 oo 243, 252
880995-202 ... 372 895150-902... 932967-902 959931-918 ... 43, 252, 255
880995-205 ... 372 895150-906 932967-906 959933-902 252
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959933-906 961967-905 993967-905 .....oorrooerene A2001150X046
959933-912 961967-906 ... 993967-906 A2001200X030....
959936-902 963400-902 ... 993967-912 oo A2001250C046....
959936-906 963600-902 ... A2000020X020. A2001250X020....
959936-912 963600-906 ... A2000030X020..... A2001250X030....
959941-302 963954-302... A2000030X046..... A2001250X046
959941-306 ... 963954-305 ... A2000050X020..... A2001MG
959941-312 .... 963954-306 ... A2000050X030..... A2001MG1
959941-902 .... 963954-312 ... A2000050X046..... A2002250X046
959941-906 ... 963967-902 ... A2000100C020..... A2002250X212....
959941-912 ... 963967-905 ... A2000100C030..... A2002250X500
959941-918 963967-906 ... A2000100C046..... A2002MG
959943-901 963967-912 ... A2000100R030..... A2003020X020
959943-902 965600-902 ... A2000100R046..... A2003030X020....
959943-906 965600-906 ... A2000100T030..... A2003050X020....
959943-912 966400-902 ... A2000100T046..... A2003050X030....
959943-918 966735-902 ... A2000100X020..... A2003050X046....
959946-902 966954-302 ... A2000100X030..... A2003050X212....
959946-906 966967-902 ... A2000100X046..... A2003100X020....
959951-902 966967-905 ... A2000100X212..... A2003100X030....
959961-302 966967-906 ... A2000100X300..... A2003100X046....
959961-306 966967-912.... A2000125X040..... A2003125X040....
959961-312 970050-902 ... A2000150C046..... A2003150X020....
959961-901 970050-906 ... A2000150R030..... A2003150X030....
959961-902 970100-902 ... A2000150R046..... A2003150X040....
959961-906 970100-906 ... A2000150T030..... A2003150X046....
959961-912 970150-902 ... A2000150T046..... A2003250X020....
959961-918 970150-906 ... A2000150X020..... A2003250X030....
959963-302 971700-902 ... A2000150X030..... A2003250X040....
959963-306 971700-906 ... A2000150X040..... A2003250X046
959963-312 972700-902 ... A2000150X046..... A2003250X212
959963-902 972700-906 ... A2000150X212..... A2003MG.........
959963-906 973700-902 ... A2000200X046..... A2003MG2.......
959963-912 973700-906 ... A2000250C030..... A2004250X212....
959963-918 973700-932 ... A2000250C046..... A2004250X500....
959964-302 ... 973700-936 ... A2000250R046..... A2004MG.........
959964-306 ... 974700-902 ... A2000250T046...... A2004MG2.......
959964-312..... 974700-906 ... A2000250X020..... A2005020X020....
959964-902 ... 975700-902 ... A2000250X030..... A2005030X020....
959964-906 ... 975700-906.... A2000250X040..... A2005050X020....
959964-912 .... 975700-932 ... A2000250X046..... A2005050X030....
959964-918 .... 975700-936.... A2000250X100. .300, A2005050X046....
959990-318 977150-102 ... A2000250X212........oooceevreeeeree A2005100X020....
959990-902 252 977150-106 ... A2000MG A2005100X030....
959990-906 252 977250-102.... A2000MG2 A2005100X046....
959990-912 252 977250-106 ... A2001020X020.........ccovveverrrrererrrenneeens A2005150X020....
959990-918 ... 252,255  981757-302... A2001030X020..... A2005150X030....
959993-302 252 981757-902... A2001030X030..... A2005150X046....
959993-306 252 981758-302... A2001030X046..... A2005250X020....
959993-902 252 981758-902 ... A2001050C020..... A2005250X046
959993-906 252 981759-302... A2001050R020..... A2005MG.........
959993-912 252 981759-902 ... A2001050T020..... A2005MG2.......
959993-918 ... 252,255  990967-202 ... A2001050X020..... A2006030X020
959994-902 ... 243 990967-206 ... A2001050X030..... A2006050X020....
959996-902 252 990967-302.... A2001050X046..... A2006050X046....
959996-906 252 990967-305... A2001075X046..... A2006100X020....
959996-912 252 990967-306... A2001100C020..... A2006100X030....
959996-918 ... 252,255  990967-312... A2001100R030..... A2006100X046....
960967-902 260 990967-902 ... A2001100R046..... A2006150X020....
960967-905 260 990967-905... A2001100T030..... A2006150X030....
960967-906 260 990967-906 ... A2001100T046..... A2006150X046....
960967-912 260 990967-912... A2001100X020..... A2006250X020....
961400-302 394 993400-902 ... A2001100X030..... A2006250X030....
961600-902 261 993700-902... A2001100X046..... A2006250X046....
961600-906 261 993700-905 ... A2001150C020..... A2006250X100....
961753-902 261  993700-906... A2001150C046..... A2006250X212
961753-905 261 993700-912... A2001150R020..... A2006MG
961753-906 261 993967-302... A2001150R046. A2006MG2
961967-302 260 993967-305... A2001150T020. . A2007030X020....
961967-306 260 993967-306 ... A2001150T046..... A2007030X030....
961967-312 260 993967-312... A2001150X020..... A2007050X020....
961967-902 260 993967-902 A2001150X030........oovrveeeeeeemmrerceeens A2007050X030
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A2007050X046... A2014250X046 A3000150T046 A3030250X046
A2007100X020... A2014MG...... A3000150X020 A3030250X100
A2007100X030... A2014MG2.... A3000150X030 A3030MG
A2007100X046... A2020050X020.. A3000150X039 A3030MG2
A2007150X020... A2020050X046.. A3000150X046 A3031030X020
A2007150X030... A2020100X030.. A3000150X100 A3031050R020....
A2007150X046... A2020125X040.. A3000150X212 A3031050T020....
A2007250X020... A2020150X020.. A3000250C020 A3031050X020....
A2007250X030... A2020150X030.. A3000250C030 A3031100C046....
A2007250X046... A2020150X040.. A3000250C046 A3031100X020....
A2007MG A2020150X046.. A3000250X020 A3031100X046....
A2007MG2 A2020250X020.. A3000250X030 A3031150C046....
A2008250X100 A2020250X030.. A3000250X040 A3031150R046....
A2008250%212 A2020250X040.. A3000250X046 A3031150T046.....
A2008MG2 A2020250X046.. A3000250X100 A3031150X020....
A2010050X020 A2020250X100.. A3000250X212 A3031150X046....
A2010100X030... A2020250X212 A3000300X039 A3031250C046....
A2010100X046... A2020MG A3000MG A3031250X046
A2010125X040... A2020MG2 A3000MG1 A3031MG
A2010150X020... A2021050X020 A3000MG2 A3031MG2
A2010150X030... A2021050X030.. A3001020X020 A3032100X046....
A2010150X040... A2021050X046.. A3001030X020 A3032150X046....
A2010150X046... A2021050X100.. A3001030X046 A3032250X046....
A2010250X030... A2021075X020.. A3001050C020 A3032250X100....
A2010250X040... A2021100X020.. A3001050C046 A3032250X212....
A2010250X046... A2021150X020.. A3001050R046 A3032250X500....
A2010250X100... A2021150X030.. A3001050T046 A3040030X020....
A2010250X212 A2021250X020.. A3001050X020 A3040050X020....
A2010MG A2021250X046 A3001050X030 A3040050X046....
A2010MG2 A2021MG A3001050X046 A3040100X020
A2011030X030 A2021MG2 A3001100C020 A3040100X046
A2011050X020... A2030050X020 A3001100C030 A3040100X212....
A2011075X046... A2030100X030.. A3001100C046 A3040150X020....
A2011100X046... A2030125X040.. A3001100R030 A3040150X030....
A2011150X020... A2030150X020.. A3001100T030 A3040150X046....
A2011150X046... A2030150X030.. A3001100X020 A3040250X030....
A2011250X020 A2030150X040.. A3001100X030 A3040250X046....
A2011MG A2030150X046.. A3001100X046 A3040250X100
A2011MG2 A2030250X020.. A3001150C020 A3040MG
A2013020X020 A2030250X030.. A3001150C030 A3040MG1
A2013030X020... A2030250X040.. A3001150C046 A3040MG2
A2013050X020... ...301, A2030250X046.. A3001150R030 A3041020X020
A2013050X046... ...300, 332 A2030250X100.. A3001150T030 A3041030X020....
A2013100X020... ...301, 332 A2030250X212 A3001150X020 A3041050X020....
A2013100X030... ..301, 332 A2030MG A3001150X030 A3041050X030....
A2013100X046... ...300, 332 A2031050X020 A3001150X046 A3041050X046....
A2013125X040... ..301,332  A2031050X030.. A3001250X020 A3041100X020....
A2013150X020... ..301,332  A2031050X046.. A3001250X030 A3041100X030....
A2013150X030... ..301,332  A2031100X020.. A3001250X046 A3041100X046....
A2013150X040... ...301,332  A2031150X020.. A3001MG A3041150X020....
A2013150X046... ...300, 332 A2031250X020.. A3001MG2 A3041150X030....
A2013250X020... ...301, 332 A2031250X046 A3002100X046 A3041150X046....
A2013250X030... ..301,332  A2031MG2 A3002150X046 A3041200X020....
A2013250X040... ...301, 332 A3000020X020 A3002150X212 A3041250X020....
A2013250X046... ...300, 332 A3000030X020.. A3002250X046 A3041250X046
A2013250X100...............300, 321, 331 A3000050X020.. A3002250X100 A3041MG
A2013250X212..............300, 321, 331 A3000050X046.. A3002250X212 A3041MG1
A2013MG....... ...303, 332 A3000100C020.. A3002250X500 A3041MG2
A2013MG2..... ...303,332  A3000100C030.. A3002300X039 A3050020X020
A2014020X020... ..301,332  A3000100C046.. A3002MG A3050030X020....
A2014030X020... ...301, 332 A3000100R030.. A3002MG2 A3050050X020....
A2014050X020... ...301,332  A3000100T030.. A3030050X020 A3050050X046....
A2014050X030... ..301, 332 A3000100X020.. A3030100C046 A3050100X020....
A2014050X046... ..301,332  A3000100X030.. A3030100X020 A3050100X030....
A2014100X020... ...301, 332 A3000100X046.. A3030100X046 A3050100X046....
A2014100X030... ...301,332  A3000125X040.. A3030150C020 A3050150X030....
A2014100X046... ...300, 332 A3000150C020.. A3030150C046 A3050150X046....
A2014150X020... ...301,332  A3000150C030.. A3030150R046. A3050150X100....
A2014150X030... ..301,332  A3000150C046.. A3030150T046. . A3050150X212....
A2014150X046... ...300, 332 A3000150R030.. A3030150X020..... A3050250X046....
A2014250X020... ...301,332  A3000150R046.. A3030150X046..... A3050250X100....
A2014250X030 , 332 A3000150T030 A3030250C046...........ooooeeveeeeervrerrreen A3050250X212

- et e [




A3050MG
A3050MG2
A3051020X020
A3051030X020...
A3051050X020...
A3051050X030...
A3051050X046...
A3051100X020...
A3051100X030...
A3051100X046...
A3051150X020...
A3051150X030...
A3051150X046...
A3051250X046
A3051MG
A3051MG2
A6000030X020
A6000030X212...
A6000050X020...
A6000050X046...
A6000050X100...
A6000050X212...
A6000050X300...
A6000100X020...
A6000100X030...
A6000100X046...
A6000100X212...
A6000100X300... .
AB000150X020......oooceeeeeeeeeeerereeeere
A6000150X030...
A6000150X040...
A6000150X046...
A6000150X100...
A6000150X212... ...296, 320
A6000150X300... ....296, 320
AB000250X020......oooeevereerrerrrrrreree 296
A6000250X030... .
A6000250X040...
A6000250X046...
A6000250X100...
A6000250X212... ....296, 320
A6000250X300..........occrrrrerc 296, 320
A6000MG 297
A6000MG2
A6001020X020
A6001030X030...
A6001030X046...
A6001050X020...
A6001050X030...
A6001050X046...
A6001100X010...
A6001100X020...
A6001100X030...
A6001100X046...
A6001150X010...
A6001150X020...
A6001150X030...
A6001150X046...
A6001250X020...
A6001250X046
ABO0TMG
A6001MG2
AB002050X046S...........ooerrerererrrere 295
A6002150X300...
A6002250X046...
A6002250X100...
A6002250X212...
A6002250X300...
A6002250X500
A6002MG
AB004250X046...........ccoovvee 295, 331
A6004250X100........ooorrrrvrre 295, 331
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G1947-20029
G1947-60103 ...
(G1956-20302 ...

(G1600-60211
G1600-60230 ....
(G1600-60232 ....

(G1364-68723
G1364-81701
(G1364-83205

G1315-87323..
G1315-87325..
G1315-87328..

G1315-87333.. G1364-84516 (1600-60233.... (G1956-80000 ...
G1315-87338.. G1364-84521 G1600-60310 .... (G1958-60098 ...
G1315-87339 (G1364-84522 (1600-60311 .... (G1958-60136 ...
G1316-27301 (G1364-84523 G1600-60330 .... G1960-80039 ...
G1316-60001 (G1364-84524 (G1600-60332 .... G1960-80060 ...

G1969-20302 ...
(G1969-60086 ...
(G1969-85000 ...
(G1969-85001 ...
G1969-85003....
G1969-85010 ...

G1600-60400 ....
G1600-60411 ....
G1600-60419 ....
G1600-61132.....
G1600-61211 ....
G1600-61219 ....

G1364-84525
(G1364-84531
G1364-84532
G1364-86711
(1364-87201
G1364-87202

G1316-67005
G1316-67006..
G1316-67007..
G1316-67009
G1316-68708
G1316-68710

G1316-68711 (1364-87304 (1600-61232.... (G1969-85020 ...
G1316-68716 G1364-87305 G1600-61239 .... G1969-85026 ...
G1316-68721 (1364-87306 G1600-61311 .... G1972-60025....

G1978-85000....
(G1982-85001
(G1982-85002

G1600-61332 ....
G1600-61411 ....
G1600-61419 ....

G1367-60001
G1367-68730
G1367-68734

G1316-68744
G1316-80002
G1316-80003

G1316-80004 G1367-68741 G1600-62132 .... (G1982-85003
G1316-83200 G1367-87012 G1600-62211 .... (2228-68700
G1316-87300 G1367-87017 G1600-62232 .... G2250-04500

G1316-87303.. G1367-87101 G1600-62311 .... G2250-04501
G1316-87305 G1367-87102 G1600-62318 .... G2250-04502
G1316-87306 G1367-87200 (G1600-62332 .... (G2250-04503
G1316-87309 G1367-87201 (G1600-62402 .... G2250-04504....

G2255-68700...
(G2255-68709....
G2255-68710...
G2255-68720....

G1600-62411 ....
G1600-62700 ....
(G1600-63200 ....
(1600-63211 ....

G1367-87202
G1367-87300
G1367-87304
G1375-87301

G1316-87312
G1316-87313
G1316-87314..
G1316-87316..

G1316-87317.. G1375-87302 G1600-63311 .... (G2255-68730....
G1316-87318.. (1375-87303 (1600-63411 .... (G2258-23201....
G1316-87319 G1375-87304 G1600-64211 ... (G2258-60003....
G1316-87321 G1375-87305 (G1600-64232 .... G2258-60011....
G1316-87323 G1375-87306 G1600-64311 .... G2258-68710
G1321-60005 G1375-87308 (G1600-64332 .... G2258-87102
G1321-60007.. G1375-87309 G1600-64411 .... G2258-87307
G1321-60015 G1375-87310 G1600-67201 .... G2258-87310....
G1322-67300 G1375-87311 (1600-67219.... G2258-87311
G1322-68705 G1375-87312 G1600-67220 .... (G2258-87312
G1328-87600 G1375-87315 G1600-67311 ... (G2258-87313
G1329-60011 G1375-87320 G1600-67312 .... (G2258-87314....
G1329-68718.. (1375-87321 (G1600-67319 .... G2258-87315....
G1329-68727.. G1375-87322 G1600-68319 .... (G2258-87316....
G1329-68736.. G1375-87323 (G1600-68714 .... G2260-68711...
G1329-68737.. G1375-87324 G1600-68715 .... G2260-87101....
G1329-80001 G1375-87325 (G1600-68716 .... (G2260-87201
G1329-87012 G1375-87326 (1600-68723.... G2260-87300
G1329-87017 G1375-87327 G1603A G2260-87301
G1329-87101.. (1376-60003 (1607-20030 G2421-60001
G1329-87103 G1376-60005 G1607-60000 .... G2423A
G1329-87300 (G1376-68705 G1607-60001 .... G2424A
G1329-87302 G1376-68707 G1607-60041 G2425A
G1353-68750 G1376-68710 G1607A G2426A
G1361-22402 G1377-44900 G160U-60419 G2427A
G1361-23204 G1377-87000 G160U-61219.... G2428A
G1361-23205.. G1377-87001 G160U-61239.... G2431A
G1361-60012 G1377-87002 G160U-61419.... G2432A
G1361-60022 G1377-87201 (1946-00034 ... (G2441-80010
G1361-67302 G1377-87300. G1946-20215 .... (G2453-85050 ...
G1361-68707 G1377-87310. (G1946-20301 .... (G2453-85060 ...
G1361-68710.. G1379-67310 (G1946-60037 .... (G2455-85001....
G1362-68706.. (G1600-23223 (G1946-60098 .... G2571-80103
G1362-68709.. G1600-60002 G1946-60157 .... G3199B
G1362-87300.. G1600-60007 (G1946-60180 .... G4203-68708
G1362-87301.. G1600-60013 (G1946-80009..... G4204-40000....
G1364-27107.. G1600-60027 (G1946-80019 G4204-40005....
G1364-60021.. (1600-60033 (G1946-80049 G4204-60004
G1364-68706.. G1600-60132 (G1946-80054 .... G4204-60022
G1364-68711 (G1600-60150 (G1946-85004 .... G4208-68700
G1364-68712 G1600-60210 (G1946-85021 G4212-60007
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G4212-60008..

G4212-60011
G4212-60022

G4212-60032

G4212-60038

G4212-68001..
G4216-68711..
G4218-20000..

G4218-20001
G4218-20002

G4218-20003

G4218-20004..
G4218-40000..
G4218-40010..
G4218-40011..
G4218-40100..
G4218-40110..
G4218-40130..
G4218-40150..
G4218-40220..
G4218-60100..
G4218-68010..

G4218-85000
G4220-20012

G4220-24013
G4220-26210
G4220-60006
G4220-60007

G4220-60012

G4220-60015..

G4220-60016
G4220-60022

G4220-60028
G4220-60035
G4220-63010
G4220-63015
G4226-60021

G4226-60310..
G4226-67001..

G4226-68735
G4226-87012

G4226-87020

G4226-87201..
G4240-23705.
G4240-25206 .
G4240-43200.
G4240-87300 .
G4240-87301 .
G4240-87302.
G4240-87303 .
G4240-87304 .
G4240-87309 .
G4240-87310.
G4280-60031..
G4280-60033..
G4280-60061..
G4280-68710..
G4280-68730..
(G4280-68750..
G4280-68770..
G4296-68715..
G5611-21503..
G5611-26210..
G5611-60020..
G5611-60025..
G5611-60061..

G5611-60067
G5611-60500
G5611-60501
G5611-60502

G5611-60503
G5611-63010

G5611-67300
G5611-67301
G5611-68710
G5611-68741
G5615-60005
(5615-60017
G5615-60018
(5615-60022
G5616-60050
(G5664-86703
(5664-86706
(G5667-40500
G5667-60310
(G5667-60320
(5667-60500
G5667-60501
(5667-60502
G5667-60503
(G5667-60504
G5667-60505
(G5667-87017
(5667-87200
G6011A
G6012A
G6013A
G6014A
G7100-60002
(G7100-60007
G7100-60033
G7100-60150
G7100-60210
G7100-60230
7100-60310
G7100-60330
(7100-60400
G7100-62700
(G7100-68705
G7100-68723
PCGI31AAKIT...
PCGI32AAKIT...
PCGI33AAKIT ...
PCGI3LL500X25....
PCGI3LL500X25WJ .
PCGI3LL500X50........
PCGI3LL500X50WdJ .
PCGI3LLB00X75........
PCGI3LL500X75WJ .
PCGI3LLSTAND123.
PL1012-5A05.........
PL1013-2100......
PL1013-2120......
PL1013-2300......
PL1013-2500......
PL1020-2830......
PL1049-2800......
PL1110-1120......
PL1110-1220...... .
PLITT0-1320.....cciriiiiviicsssecccenn
PL1110-1400
PLITT0-1520......crriivieiicsssecccrnn
PL1110-6100...... .
PL1110-6100LS.
PL1110-6115......
PL1110-6120......
PLTITT0-6125.....ccieviirrseccernnn
PL1110-6130
PLTITT0-6140......ooiieeeccrrrecccrnn
PL1110-6150
PLTI110-6160........coovvvoeeeeevecsrecccrnn
PL1110-6200...... .
PL1110-6200LS.
PLT110-6300.........ooooeoeeeeeeeemrrrrcceernnn

PL1110-6320
PL1110-6400
PL1110-6500
PL1110-6504
PL1110-6515
PL1110-6520
PL1110-6525
PL1110-6530
PL1110-6540
PL1110-6550
PL1111-3500
PL1113-1300
PL1113-1320
PL1113-1325
PL1113-1500
PL1113-3100
PL1113-3120
PL1113-3300
PL1113-3500
PL1113-6300
PL1113-6325
PL1113-6500
PL1113-6520

PL1114-1900HFIP......cccoosirrrrrnnns 509
PL1114-6900HFIP.................cccccc...... 509
PL1T17-1800........oocccessccrinniiiannns 512
PLT117-1830......cciccciiccccccccccciccccnns 512
PL1117-6800..........ccccoosccccrrccccrrccccrns 512
PL1117-6830.......cooooooeeerrcccrrrreeennns 512
PL1120-3830........c.cccrvccccrrccccrrccccns 511
PL1120-6520 525
PL1120-6830 525
PL1145-1802 474
PL1145-1803...........ooccccccriccccnns 474
PL1147-1501

PL1147-6501

PL1149-1530 525
PL1149-1840 525
PL1149-3800.........cccoooscccerrccccrrcccccrns 511
PL1149-6240 525
PL1149-6250 525
PL1149-6260

PL1149-6800
PL1149-6801
PL1149-6820
PL1149-6840
PL1149-6850
PL1149-6860
PL1151-1802
PLT151-1803.......ccoccccccnns
PL1151-3802
PL1151-3803..........occccccciccccnns
PL1170-1810.....
PL1170-1820.....
PL1170-1830.....
PL1170-1840.....
PL1170-1850.....
PL1170-1860.....
PL1170-2820.....
PL1170-2823.....
PL1170-6810.....
PL1170-6820.....
PL1170-6830.....
PL1170-6840.....
PL1170-6860.....
PL1171-1140.....
PL1171-6140.....
PL1210-1120

PL1210-3120EPA.
PL1210-6100.....
PL1210-6104.....
PL1210-6115. oo

PL1210-6120........ccomemeeeeemmmeeemmiiernnnnnns 506
PL1210-6120EP,
PL1210-6125....
PL1210-6130....
PL1210-6140....
PL1210-6150....
PL1210-6160
PL1212-1102
PL1212-1103
PL1212-3100....
PL1212-3101...
PL1212-3702
PL1212-3703
PL1212-3800....
PL1212-3801....
PL1212-6100....
PL1212-6101....
PL1212-6200....
PL1212-6201....
PL1212-6400....
PL1212-6401....
PL1212-6800....
PL1212-6801
PL1213-6520
PL1220-6130
PL1245-1102
PL1245-1103
PL1245-3102
PL1245-3103
PL1245-3702....
PL1245-3703....
PL1249-1120
PL1249-6100
PL1249-6140
PL1249-6150
PL1251-1102
PL1251-1103....
PL1251-3102....
PL1251-3103....
PL1251-3702....
PL1251-3703

PL1310-0001 529
PL1310-0002 529
PL1310-0005 529
PL1310-0007 529
PL1310-0008 529
PL1310-0012 529
PL1310-0016................... 310, 342, 393
PL1310-0036 529
PL1310-0048.... 529
PL1312-1300.... ..393, 463
PL1312-1301.... 463
PL1312-1500.... ..393, 463
PL1312-1501.... 463
PL1312-1502.... ..393, 463
PL1312-1503.... 463
PL1312-1802.... ..393, 463
PL1312-1803.... 463
PL1312-3300.... 393, 463
PL1345-1502.... 411, 463
PL1345-1503.... 411, 463
PL1351-1502.... .409, 463
PL1351-1503 409, 463
PL1410-0101 529
PL1410-0200 529
PL1410-0301

PL1410-0501

PL1412-4100

PL1412-4101

PL1412-4102

PL1412-4103

PL1412-4200
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PL1412-4201.. AT PL1B12-3702.... i
PL1412-4400.. .A71 PL1512-3708......
PL1412-4401.. 471 PL1512-3800.
PL1412-4702.. 471 PL1512-3801.
PL1412-4703.. 471 PL1512-3802......
PL1412-4A05. 475  PL1512-3803......
PL1412-4K00 . 471 PL15612-5100......
PL1412-4K01. 471 PL1512-5101......
PL1412-4K02 . L4717 PL1512-6102......
PL1412-6100.. 471 PL15612-5103......
PL1412-6101.. .A471 PL1512-5200......
PL1412-6102.. 471 PL1512-5201......
PL1412-6103.. 471 PL1512-5400......
PL1412-6200.. 471 PL15612-5401......
PL1412-6201.. 471 PL1512-5500......
PL1412-6400.. 471 PL1512-5501......
PL1412-6401.. 471 PL1512-5702......
PL1412-6702.. .A471 PL1512-5703......
PL1412-6703.. 471 PL1512-56800.
PL1412-6800.. 471 PL1512-5801.
PL1412-6801.. 471 PL1512-5802......
PL1412-6A05. 475  PL1512-5A05.....
PL1412-6K00 . 471 PL1514-1900HFIP..
PL1412-6K01. 471 PL1514-5900HFIP..
PL1412-6K02 . 471 PL1545-1502......
PL1417-0800.. ..512 PL1545-1503......
PL1417-0830...........cooomeeemmeeenrmmnnennnnens 512 PL1545-1802......
PL1445-4102.. 474 PL1545-1803......
PL1445-4103.........ooooooeeeeecrrrnnceeerrnnens 474 PL1545-3102......
PL1445-4702.. 474 PL1545-3103......
PL1445-4703.. 474 PL1545-3702......
PL1445-6102.. 474 PL1545-3703......
PL1445-6103.. 474 PL1545-3802......
PL1445-6702.. 474 PL1545-3803......
PL1445-6703.. ,474  PL1545-5102......
PL1451-4102.. 409, 474 PL1545-5103......
PL1451-4103.. 409, 474  PL1545-5702......
PL1451-4702.. 409, 474 PL1545-5703......

PL1547-1501.
PL1547-5501.
PL1551-1502......
PL1551-1503......
PL1551-1802......
PL1551-1803......
PL1551-3102......
PL1551-3103......
PL1551-3702......
PL1551-3703......

PL1451-4703..
PL1451-6102..
PL1451-6103..
PL1451-6702..
PL1451-6703..
PL1510-1100..
PL1510-1200..
PL1510-1300..
PL1510-1500..
PL1510-1504..

PL1510-5100.. ..504  PL1551-3802......
PL1510-5200.. ..504  PL1551-3803......
PL1510-5300.. ..504  PL1551-5102......
PL1510-5500.. ..504  PL1551-5103......

PL1551-5702......
PL1551-5703......
PL1570-5810......
PL1612-1801......
PL1670-0810......
PL1670-0820......
PL1670-0830......
PL1670-0840......
PL1670-0850......
PL1670-0860......

PL1510-5504..
PL1512-1300..
PL1512-1301..
PL1512-1500..
PL1512-1501..
PL1512-1502..
PL1512-1503..
PL1512-1801..
PL1512-1802..
PL1512-1803..

PL1512-3100........ccememmmmmemmmnrnnnnnens 470  PL1671-0140......
PL1512-3101.. 470 PL1712-3100......
PL1512-3102.. 470 PL1712-3101......

PL1712-3102......
PL1712-3103.....

PL1512-3103..
PL1512-3200..

PL1512-3201......coomeemeeeemmmeennmmnennnnnens 470  PL1712-3200......
PL1512-3300.. ..310,393  PL1712-3201......
PL1512-3301.. ..310,393  PL1712-3400......
PL1512-3407 . 470  PL1712-3401......
PL1512-3501.......correrirrrnnnnns 310,393 PL1712-3702.....coeiveeeeeeerrrreeceeeen
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PL1712-3703
PL1712-3800
PL1712-3801
PL1712-6800
PL1712-6801
PL1745-3102

PL1745-3103
PL1745-3702

PL1745-3703
PL1751-3102
PL1751-3103
PL1751-3702
PL1751-3703
PL1812-3102

PL1812-3103
PL1812-6100
PL1812-6101
PL1812-6200
PL1812-6201
PL1812-6400
PL1812-6401
PL1812-6800
PL1812-6801
PL1845-2102

PL1845-2103
PL1845-3102
PL1845-3103
PL1851-2102
PL1851-2103
PL1851-3102
PL1851-3103
PL1912-1300
PL1912-1301
PL1912-1500
PL1912-1501
PL1912-1502
PL1912-1503
PL1912-1801
PL1912-1802
PL1912-1803
PL1912-3300
PL1912-3301
PL1912-3500
PL1912-3501
PL1912-3801
PL1912-3802
PL1912-3803
PL1912-5500
PL1912-5501
PL1912-5801
PL1945-1502

PL1945-1503
PL1945-1802

PL1945-1803
PL1945-3802

PL1945-3803
PL1951-1502

PL1951-1503
PL1951-1802

PL1951-1803
PL1951-3802

PL1951-3803

PL1C12-2502.........ooooeeecerrececerrrreennes 393
PLTET0-3120EPA.......cccoooiiicccriccccnns 507
PLTE10-6120EPA........ccccooniirrrrrrnnnnns 507
PLTET2-BA05..........oooccciiccccrricccns 475
PLTF70-6830............cocccvcemmrrccrrrrricennns 342
PLTF70-6850...........cccosccccrrccccrrcccccs 342
PL2010-0100 537
PL2010-0101 537
PL2010-0102 537
PL2010-0103 537

PL2010-0104........cooooeeeeeeemmmeemmiiennninnns 537
PL2010-0105 537
PL2010-0200 535
PL2010-0201 535
PL2010-0202 535
PL2010-0203.........ooooooeeeeeirrrnccnrrninens 535
PL2010-0300 535
PL2010-0307 .....coomooeeeeeeeemmeeeenmenennnneens 535
PL2010-0400 535
PL2010-0401.......ooooooeeeeeeemmmeemnmmiinnnnnnns 535
PL2010-0402 535
PL2010-0403 535
PL2010-0501 536
PL2010-0505 536
PL2010-0607 ... 536
PL2010-0605 536
PL2012-0007.......cocommeeeeeeemmmmeenmenennnnnees 538
PL2012-0005 538
PL2012-0010.......cccommmemeeemmmeeemmmeennnnnnns 538
PL2012-1001 538
PL2012-1005 538
PL2012-1010 538
PL2012-2001 538
PL2012-2005.........ooooooeeevecinssrceerrinnens 538
PL2012-2010 538
PL2012-3007.......coommeeeemmeemmmeenmmenennnnnens 538
PL2012-3005 538
PL2012-3010......cccommmummmuemmmeemmmmnennnnnens 538
PL2012-4001 538
PL2012-4005 538
PL2012-4010 538
PL2012-5001 538
PL2012-5005.........cooooeeeeveccrrrnccrrrninens 538
PL2012-5010 538
PL2012-6001.......coooomeeeemeemmmeennmenennninens 538
PL2012-6005 538
PL2012-6010.......cccomemmeeeemmmmeemmmeennnnnnns 538
PL2012-7001 538
PL2012-7005 538
PL2012-7010...c.ooiivveeeevvcsseccccrinens 538
PL2012-8001 538
PL2012-8005.........coooooeeevmcirrseccrrrnnnens 538
PL2012-8010 538
PL2012-9007.......oooooeeeeeeeemmmmeenmenennnnnens 538
PL2012-9005 538
PL2012-9010.......ccoommeemeeemmmermmmmeinnnnnnns 538
PL2013-1001 538
PL2013-1005 538
PL2013-1010...cccoiiieeeicssseccerinns 538
PL2013-2001 538
PL2013-2005.........ooooooeeevmcinrrnccnnrinnnns 538
PL2013-2010 538
PL2013-3007 .....ccommmeeemmmeemmmmeemmenennnnnees 538
PL2013-3005 538
PL2013-3010......cccommmmmeeremmmmemmmnnennnnnens 538
PL2013-4001 538
PL2013-4005 538
PL2013-4010.....coovvooeeeeeeeirrrcccerinenns 538
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3-Indole proprionic acid 593
Inosine 568
(1S ISTU] 1 POo— 370-371, 381-382, 462, 571-572
lodide 172
Iso-erythritol 339
Isoleucine 564
Isomaltose 600
Isopropanol 582
Isoproturon 588
K

Kathon 1A 580
Kathon 1B 580
Ketoprofen 235, 615
Kinetin 593
Kresoxim-methyl 594
L

a-Lactalbumin 391, 408, 578
Lactate 174-175
Lactic Acid 581, 338, 610
Lactoglobulin A 183
Lactoglobulin B 183

{8 -Lactoglobulin (A chain) ........c..coe..... 391, 408, 578
[ -Lactoglobulin (B chain)...........391, 408, 432, 578

Lactose 340, 600, 602
Lamotrigine 642
Leucine 396, 564
Leucine Enkephalin..........ccoocco...... 194, 370, 571-572
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2-Phenoxyethanol 235, 580
Phentermine 622
Phenylalanine (PHE) ......cccooovvvurssmnnreeenns 396, 564, 599
Phenylbutazone 622
Phenylephrine 334
Phosphate 174-175
Phthalic acid 623
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Propanil 587, 591
n-Propanol 582
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S
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Saccharose 600
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Simazine 587-588
Sodium 173
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Sorbic acid 290, 609, 621
Sorbitol 338-341, 604
Stachyose 340, 604
Succinate 174
Succinic Acid 338, 581, 610
Sucrose 338, 340-341, 600, 604

Sulfachloropyridazine

616
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616, 641
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249, 258, 616, 632

Sulfanilamide 249, 640-641
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Sulfate 172, 174-175
Sulfathiazole 249, 616, 640
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Sulindac 235, 615
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o-Terphenyl 299
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Tetryl 586-587
Theobromine 276, 316, 608
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Thiabendazole 594
Thiamine pyrophosphate (TPP) ......cccoovvecrsmnnrreenns 594
Thiamine (B1) 607, 612
Thiocyanate 172
Thiosulfate 172
Thiourea 189, 590
Threonine (THR) 396, 564
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Thymine 564, 579
Thymol 602
Thyroglobulin.........cccvceeenerreeee 421, 425-426, 432
a-Tocopherol 605, 608
{-Tocopherol 608
y-Tocopherol 605, 608
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Toluene 240, 299, 589-591
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Tripelennamine 632
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Uracil............... 240-241, 258, 299, 425-426, 564, 579
Uridine 564, 568
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Valine 396, 564
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Valine3-Valine4 (Na-acetylated).....ccccoooe... 308, 390
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Warfarin 640
X

Xanthosine-5’-monophosphate (XMP)................ 568
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Precios

Por favor, verifigue los precios actuales con su oficina de ventas o distribuidor local autorizado,
cuando vaya a reaizar su pedido.

Envios

Cargos adicionales de envio y tramitacion del pedido. Existe la posibilidad de realizar envios especiales
con cargos adicionales. Consulte a su proveedor habitual.

Devoluciones: Garantia de satisfaccion

Si no queda satisfecho con la columna, piezas o consumibles de Agilent, debera devolver su compra
antes de 90 dias en las condiciones originales, para que le sea devuelto el importe total de la compra
o crédito. Todos los productos devueltos por error del cliente deben ser nuevos, no haber sido utilizados
y estar en condiciones de reventa. El software debe estar cerrado. En todos los envios de Agilent y en
la web, se incluye informacién sobre nuestra politica de devoluciones. Por favor, solicite el Formulario
de Autorizacién de Devolucion y las instrucciones de la misma. En caso de haber adquirido el producto
a través de un distribuidor, por favor, contacte con él.

Dafos durante el envio

Si el producto resultara dafiado durante el envio, siga las indicaciones:

1. Si un envio esta visiblemente dafiado a su llegada, no lo acepte hasta que la persona que haya
hecho la entrega le extienda el recibo del envio con un informe de los dafios.

2. Si aparece dafado tras el desembalaje, guarde todas las cajas y material de empaquetado interno
en el lugar del envio y solicite inmediatamente una inspeccion del transportista.

3. Notifique al Servicio de Atencion al Cliente de Agilent, los dafios del envio para que podamos
realizar los ajustes de la venta apropiados y/o proporcionarle las instrucciones de devolucion.
Por favor, informenos del niimero de pedido, la referencia del producto y la cantidad dafiada.

4. Sise le indica que devuelva el producto dafiado a Agilent, por favor, incluya copias del recibo del
envio (con el informe de dafios del transportista), el nimero de autorizacion de la devolucion en el
material de embalaje y el informe de la inspeccion.

Garantias

Todos los productos de Agilent Technologies de este catalogo estan disefiados y fabricados bajo el
riguroso sistema de calidad de Agilent certificado segun ISO 9001. Cada producto tiene una garantia
de 90 dias y de devolucion del importe. Ante la notificacion de algtn defecto durante el periodo de
garantia, Agilent podra, optativamente, reparar o sustituir los productos defectuosos. Si fueramos
incapaces de ello en un tiempo razonable, se le reembolsara el importe completo tras la devolucion
del producto a Agilent. El periodo de garantia de cada producto comienza el dia del envio. Esta
garantfa no tendra efecto en caso de defectos, fallos o dafios causados por el uso, mantenimiento
o cuidado inadecuado o indebido.

Esta garantia es exclusiva, no siendo aplicable ninguna otra garantia escrita u oral. Agilent rechaza
especialmente las garantias implicitas de comercializacion y adecuacion a un fin determinado. Los
puntos aqui expuestos son responsabilidad exclusiva del comprador. En ningtin caso Agilent sera
responsable de los dafios directos, indirectos, especiales, incidentales o consecuentes (incluidas
las pérdidas de beneficios), bien se trate de responsabilidad contractual o extracontractual.
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Formas de realizar su pedido

Llamenos

Para realizar su pedido, péngase en contacto con su distribuidor local autorizado.
Consulte una relacién completa de los distribuidores autorizados o consulte la web
www.agilent.com/chem/contactus

Mandenos un fax al 901 900 559
Envienos un correo electronico a customercare_spain@agilent.com

Pedido online
Haga su pedido online en www.agilent.com/chem

Transferencia de Fondos Electronica (EFT)

Agilent acepta pagos electronicos para su conveniencia. Para realizar pagos ACH/EFT (Camara de
compensacion Automatizada / Transferencia de Fondos electrénica) por favor envienos un correo
electronico a: ePay@agilent.com.

Establezca una Cuenta

Para abrir una cuenta personal, facilite la factura, la direccion de envio y el nimero de orden de
compra a su Representante de servicio al cliente de Agilent o a su oficina local de ventas de Agilent.
Le serd asignado un nimero de cuenta para cargar sus compras. Las condiciones de pago son a

30 dias fecha factura. Todas las 6rdenes estan sujetas a aprobacion de crédito.

Presupuestos

Preguntenos por el precio y estaremos encantados de facilitarselo por teléfono, correo electronico,
o por fax si usted necesita un presupuesto por escrito.

Oficina de Agilent

Espaiia

Agilent Technologies Spain S.L.
Ctra. N-VI Km 18,200

28230 Las Rozas, Madrid

Tlfno: 901116890

Fax: 901 900 559
customercare_spain@agilent.com
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