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Bomba flexible 1260 Infinity Il de
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Rapida optimizacion y variacion simplificada de la
composicion del disolvente empleando Blend Assist
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La bomba flexible 1260 Infinity Il de Agilent con Blend Assist puede utilizarse

para variar la concentracién del tampon o del modificador empleando gradientes
ternarios o cuaternarios. En este resumen técnico se ha empleado Blend Assist con
dos planteamientos diferentes:

En primer lugar, la funcién Blend Assist se empled para ensayar el efecto que
tienen las diferentes concentraciones de acido trifluoroacético (TFA) en la
separacién de un patron con 10 péptidos. EIl método optimizado se evalud
teniendo en cuenta la precisién del tiempo de retencién, y se comparo con las
fases moviles mezcladas de forma manual.

En segundo lugar, se realizé un experimento de método multiple. En

una secuencia se analizaron tres grupos diferentes de compuestos con
concentraciones variables de formiato de amonio. Para cada grupo, la precision
del tiempo de retencion demostro que la bomba flexible 1260 Infinity Il logra
una precision excelente en combinacion con Blend Assist.



Introduccion

Blend Assist es una funcién de software
que se incluye en el controlador de la
bomba flexible 1260 Infinity Il de Agilent.
Esta se vale de la capacidad de mezcla
cuaternaria de la bomba flexible 1260
Infinity Il de Agilent para realizar la
dilucion on-line de una solucion madre
(tampodn o modificador).

Para optimizar la separacion de los
componentes variando la concentracion
del tampdn o del modificador, Blend
Assist puede usarse durante el desarrollo
del método de LC. La herramienta de
software evita la laboriosa y costosa
mezcla de diferentes concentraciones

de un tampdn o modificador. Al utilizar

el sistema de LC cuaternario, uno o dos
canales contienen una alta concentracion
de tampdén/modificador (solucién madre);
al definir la concentracion deseada, Blend
Assist diluye los disolventes'.

Otra area de aplicacion es el planteamiento
de método multiple. Para este
planteamiento, se incluyen tres mezclas
de muestra y tres métodos con diferentes
concentraciones de modificador en una
secuencia. Al habilitar Blend Assist, los
diferentes métodos pueden ejecutarse sin
interrumpir el sistema para intercambiar
las fases moviles.

Experimento

Instrumentos

Para los diferentes experimentos se
emplearon los siguientes modulos:

+ Bomba flexible 1260 Infinity Il de Agilent
(G7104C) con mezclador Agilent Jet
Weaver V380 (opcién n.° 070)

+ Muestreador de viales 1260 Infinity
[l de Agilent (G7129C), equipado
con un refrigerador de muestras
integrado (opcién n.° 100)

«  Termostato multicolumna 1260
Infinity Il de Agilent (G7116A)

+  Detector de diodo array 1260 Infinity
I HS de Agilent (G7117C), equipado
con una celda de cartucho Max-
Light: Longitud del camino de la
celdade 10 mmyaV=1,0ul

Software

Software OpenLAB CDS de Agilent

(M84134)

Productos quimicos

Todos los disolventes utilizados fueron
de calidad LC. Se obtuvo agua ultrapura

Métodos

nueva a partir de un sistema integrado
Milli-Q equipado con un cartucho de
membrana de 0,22 um en el punto de
consumo (Millipak). El acetonitrilo se
compré a Merck (Darmstadt, Alemania).
El acido trifluoroacético (TFA) y el
formiato de amonio se compraron a
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).

Tabla 1. Condiciones cromatogréficas para el analisis de una mezcla de 10 péptidos.

Temperatura de la muestra: 10 °C

Parametro Valor

Compuestos Patrén de 10 péptidos Agilent (ref. 5190-0583)

Columna Mapa de péptidos AdvanceBio de Agilent 2,1 x 100 mm, 2,7 um (ref. 655750-902)
A) Agua

Bl B) Acetonitrilo
C) Agua + acido trifluoroacético al 1 % (aditivo del disolvente A)
D) Acetonitrilo + &cido trifluoroacético al 1 % (aditivo del disolvente B)

. 0 minutos 5 %B

el 4 minutos 65 %B

Tiempo de parada 5 minutos

Tiempo posterior 3 minutos

Flujo 1 ml/min
Volumen de inyeccion: 2 pl con lavado de la aguja de 3 segundos (acetonitrilo al 60 % en

Inyeccién agua)

Temperatura de la
columna

55°C

Detector DAD

220/4 nm, ref. 360/80 nm, 20 Hz

Tabla 2. Condiciones cromatograficas para el andlisis de sulfamidas, una mezcla de testosterona y el
patrén de péptido Sigma.

sulfametacina (100 ng/pl
cada una)

y acetato de testosterona
25 ng/pl

Pardmetro Valor
Columna Columna Agilent ZORBAX StableBond 80A C18,2,1x 50 mm, 1,8 um, 1200 bar (ref: 857700-902)
A) Agua
Disolvente B) Acetonitrilo
C) 250 mM formiato de amonio (aditivo del disolvente A)
Sulfarr}ldas-: . Mezcla de testosterona:
Sulfanilamida, sulfatiazol, Testosterona c-IlIN 50 ng/pl Patrén del péptido Sigma
Compuestos sulfacloropiridazina y 9/u pep 9

(Sigma H2016)

Configuracion de

200 mM formiato de amonio

50 mM formiato de amonio

25 mM formiato de amonio

al 60 % en agua)
Temperatura de la muestra:
10°C

al 60 % en agua)
Temperatura de la muestra:
10°C

Blend Assist (canal A + C como aditivo) (canal A + C como aditivo) (canal A + C como aditivo)
O minutos 10%B O minutos 2%B
Grdlane 0,5 minutos 10 % B 0 minutos 45 % B 0,5 minutos 2%B
4 minutos  30%B 3 minutos 95 % B 6 minutos 28 % B
4,2 minutos 50 % B 7 minutos 95%B
Tiempo de parada 5 minutos 4 minutos 7 minutos
Tiempo posterior 3 minutos 3 minutos 3 minutos
Flujo 0,5 ml/min 1 ml/min 0,5 ml/min
Volumen de inyeccién: Volumen de inyeccién: Volumen de inyeccién:
1 pl con lavado de la aguja 5 pl con lavado de la aguja 2 pl con lavado de la aguja
Inyeccion de 3 segundos (acetonitrilo de 3 segundos (acetonitrilo de 3 segundos (acetonitrilo

al 60 % en agua)
Temperatura de la muestra:
10°C

Temperatura de la
columna

60 °C

30°C

35°C

Detector DAD

254/8 nm, ref. 360/100 nm,
20 Hz

254/8 nm, ref. 360/100 nm,
20 Hz

220/8 nm, ref. 360/100 nm;
20 Hz
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0,05 % TFA
0,1 % TFA
0,2 % TFA
0,3 % TFA

Cambio de la concentracion de acido
trifluoroacético para la optimizacién
de la separacién de una mezcla con I
10 péptidos 4
Para mejorar la separacion de la
mezcla de 10 péptidos de Agilent, se
utilizé la bomba flexible 1260 Infinity
Il con Blend Assist para ensayar con
diferentes concentraciones de acido
trifluoroacético en las fases moviles. 5

mAU
(4]

Al variar la concentracion del acido
trifluoroacético de 0,05a 0,3 %, la
separacion de los péptidos mejord
ostensiblemente (Figura 1). Con un 0,05 %

de &cido trifluoroacético en las fases Tiempo (min)

moviles, los picos 4 (neurotensina) y 5 Figura 1. Impacto de la concentracion creciente de &cido trifluoroacético en la separacion del patron de
(angiotensina |) coeluyeron; conun0,2 % 10 péptidos Agilent. Se vari¢ la concentracion de acido trifluoroacético empleando Blend Assist.

de 4cido trifluoroacético, ambos picos se

separaron en la linea de base. Alaumentar  Tabla 3. Vision general de la resolucion para diferentes concentraciones de 4cido trifluoroacético
aun 0,3 % de acido trifluoroacético, la utilizando Blend Assist.

resolucion entre estos picos mejord mas

in de177a225. La Tabla 3 i Compuesto Resolucién
aun,de 1,7/ azzo. La labla nleJes faun 0,05 % TFA 0,1 % TFA 0,2 % TFA 0,3 % TFA
resumen detallado de la resolucion para —
) o . 1. Fragmento de bradiquinina (1-7) - - - -
los diferentes péptidos con diferentes ——

. del dificad 2. Acetato de bradiquinina 7,27 7,93 8,49 8,80
congentraciones del modificador. 3. Angiotensina Il 334 3,39 3,42 3,43
Al emplear un 0,3 % de acido 4. Neurotensina 3,37 421 4,05 3,92
trifluoroacético en las fases moviles, 5. Angiotensina | 0,99 1,77 225
los péptidos de la mezcla se pudieron 6. Renina 6,02 7,07 6,87 6,74
separar bien, con una resolucion por 7. [Ace-F-3-2 H-1] Angiotensinégeno (1-14) 9,88 10,11 10,15 1024
encima de 2 en todos los compuestos. 8. Proteina fosfatasa Ser/Tre (15-31) 9,68 8,01 6,26 533

9. [F14] Proteina fosfatasa Ser/Tre (15-31) 551 5,59 5,60 557
10. Melitina 2,47 5,06 7,45 8,82




Acido trifluoroacético al 0,3 %
con Blend Assist
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Acido trifluoroacético al 0,3 %
mezclado manualmente

A continuacion, se mezclaron 160
manualmente las concentraciones 1401
de modificador del 0,3 % en acido 158
trifluoroacético en las fases moviles, y > 804
se utilizaron para el analisis del patrén £ 60/
de 10 péptidos. La Figura 2 muestra 407
una comparacion directa entre los 28:
cromatogramas obtenidos utilizando

Blend Assist y utilizando fases moviles

mezcladas manualmente. Ambos 1604
cromatogramas son similares. La Tabla 4 140
muestra una comparacion detallada 1204
de los tiempos de retencion (TR), la 2 123:
precision del tiempo de retencion (RSD 60
TR) y la resolucion. Ambas condiciones 404
de analisis mostraron una gran 28:
concordancia en el TRy la resolucion.

La precision del TR fue ligeramente

mejor en los analisis que emplearon

disolventes mezclados manualmente; sin Zisgsli’:

embargo, bajo esas condiciones, el RSD
TR estuvo claramente por debajo de la
especificacion del 0,15 %.
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2. Comparacion de los cromatogramas para el andlisis de un patrén de 10 péptidos con y sin Blend

Tabla 4. Comparacion del tiempo de retencion y el RSD TR en andlisis en los que se utilizé Blend Assist, y ensayos en los que se mezcld
manualmente acido trifluoroacético al 0,3 %. Se usaron seis analisis consecutivos con ambas configuraciones para el célculo.

) Acido trifluoroacético al 0,3 % mezclado
Péptido Acido trifluoroacético al 0,3 % con Blend Assist manualmente
TR (min) RSD TR (%) Resolucién TR (min) RSD TR (%) Resolucién

1. Fragmento de bradiquinina (1-7) 2,366 0,017 - 2,359 0,008 -

2. Acetato de bradiquinina 2,725 0,020 8,80 2,717 0,007 8,73
3. Angiotensina Il 2,841 0,019 3,43 2,834 0,007 3,42
4. Neurotensina 2,970 0,018 3,92 2,965 0,008 392
5. Angiotensina | 3,044 0,016 2,25 3,037 0,009 2,18
6. Renina 3,261 0,013 6,74 3,258 0,009 6,75
7. [Ace-F-3,-2 H-1] Angiotensinégeno (1-14) 3,590 0,018 10,24 3,588 0,010 10,22
8. Proteina fosfatasa Ser/Tre (15-31) 3,764 0,019 5,33 3,768 0,005 5,42
9. [F14] Proteina fosfatasa Ser/Tre (15-31) 3,591 0,016 5,57 3,956 0,005 5,63
10. Melitina 4272 0,011 8,82 4275 0,015 8,82




Analisis de tres mezclas de
compuestos diferentes variando la
concentracion del tampén con un
andlisis de método muiltiple

Para este planteamiento, se analizaron
tres mezclas de muestra diferentes:
sulfamidas, una mezcla con testosterona
y un patron de péptidos Sigma. Los

tres tipos de analitos requieren una
concentracion diferente de formiato de
amonio en la fase acuosa para lograr
una separacion optima. Estos analisis
pueden realizarse en secuencias
individuales, intercambiando los
disolventes para cada método, o bien se
pueden realizar en una secuencia, como
se indica en este resumen técnico. Con
la funcion Blend Assist, la concentracion
del tampodn en la fase acuosa puede
modificarse on-line para cada método;
por tanto, es posible ejecutar las tres
aplicaciones en una secuencia.

La Figura 3 muestra el analisis de cuatro
sulfamidas: sulfanilamida, sulfatiazol,
sulfacloropiridazina y sulfametacina.
Para la separacion de las sulfamidas,

se empled formato de amonio 200

mM como modificador. Se obtuvo

una precision del tiempo de retencion
excelente para todos los picos.

La Figura 4 muestra el analisis de

la testosterona Clll y el acetato

de testosterona en seis analisis
consecutivos. Se habilité la funcion
Blend Assist para mezclar el formiato

de amonio 50 mM en la fase acuosa.

Se obtuvo una precision del tiempo de
retencion excelente para todos los picos.

La Figura 5 muestra el analisis del patrén
de péptido Sigma. El andlisis se realizd
con formiato de amonio 25 mM en la fase
acuosa. Excelente precision del tiempo de
retencion, con un valor muy por debajo de
la especificacion del 0,15 %.
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Figura 3. Separacion de sulfamidas: superposicion de seis analisis consecutivos.
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Figura 4. Separacion de testosterona ClIl y acetato de testosterona: superposicion de seis analisis
consecutivos.
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Figura 5. Separacion de un patrén de péptido Sigma: superposicion de seis andlisis consecutivos.




Conclusion

La bomba flexible 1260 Infinity Il de
Agilent con Blend Assist permite una
variacion directa de la concentracion del
modificador/tampdn, y evita la necesidad
del mezclado manual de diferentes
concentraciones. Este resumen técnico
presenta dos escenarios de uso de Blend
Assist. En el primer ejemplo, se vario la
concentracion de acido trifluoroacético
en las fases moviles para optimizar

la separacion de un patron con 10
péptidos. Se obtuvo una concordancia
excelente en la retencion y la resolucion
al comparar el método Blend Assist

con los analisis que utilizan disolventes
mezclados manualmente.

En el segundo ejemplo, se varié la
concentracion del formiato de amonio
modificador en tres métodos diferentes
para el analisis de sulfamidas, una
mezcla de testosterona y una mezcla de
péptidos en una secuencia. Se obtuvo
una precision del tiempo de retencion
excelente para los tres ejemplos de
aplicacion.
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