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. Waters
Challenges dans les laboratoires THE SCIENCE OF WHAT'S POSSTBLE?

= S’assurer et veiller a 'exactitude des résultats analytiques via
une démarche d'assurance qualité

= Minimiser le temps consomme dans le diagnostique de pannes
Instruments.

= Travaliller avec des analyses robustes qui donneront des
résultats pérennes quelgues soit le technicien, le systeme, et le
laboratoire. -
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N o Waters
Resultat du sondage d’inscription THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE!

= Question 1 : Dans votre laboratoire, vous utilisez principalement

Choices Re=zponse Ratio Mo. of Responzes

I'HPLC 81% 119

'UHPLC 24

(%] -
|§ E

'UPLC 34

® Question 2 : Sur les 6 derniers mois, avez-vous rencontré des
difficultés sur une de vos méthodes ?

Choices Responze Ratio Mo. of Responzes
Qui 62%

120

39%

Mon v

® Question 3 : Quelle durée de vie de colonne, en nombre
d’injections, attendez-vous ?

De 100 a 15 000 injections....
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Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

Sommaire

" Introduction
" Les aspects importants a considérer pour le bon déroulement
d’une analyse chromatographique :
— Les échantillons
— Les phases mobiles
— Le systeme
— La colonne
— La méthode
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, . y . Waters
Préparation de I’échantillon THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE?

= Vérifier I'absence de particules visibles apres la dilution de I’échantillon

— Photo de ce que peut donner la dilution d’un produit fini a cause
d’'une formulation ou d’'une matrice complexe et d’une description
insuffisante ou inadequate de la monographie

Donepezil Tablet Formulation:
Dilution en solvant, agitation
meécanique et sonication (d’apres la
pharmacopée US)

©2015 Waters Corporation 6



B A
Les conseils pour la préparation Waters
d’éChantillonS HPLC/UPLC THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

= Une filtration systéematique :
— Sur filtre a 0.2um/0.45um compatible avec le diluent utilisé.
= [utilisation d’un filtre en ligne est recommandeée.

= Une centrifugation peut étre nécessaire pour enlever les
microparticules.

— Une centrifugation de 4000 a 12000RPM pendant 5 a 30 min permettra
d’enlever les particules invisibles.

Donepezil Tablet dilué Echantillon apres filtration Echantillon apres filtration
préparé selon la sur 0.2pum et centrifugation a
monographie Particules tres fines: 12000RPM
SALE (trés mauvaise) Solution trouble (toujours Solution limpide (OK)

©2015 Waters Corporation mauvaise) 7
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Cas des _echantlllons_blologlques Waters
Pourquoli des Echantillons plus Propres hesmemnce o wirs rossmer

Eliminer les interférences de la matrice d'échantillons

= Minimiser les effets de matrice
o Elimination de la suppression/accroissement ionique
o Reéduction du bruit de fond
Meilleures limites de détection — sensibilité accrue
= Moins de variabilité dans les résultats obtenus

= Plus robustes entre les differentes matrices d’échantillons
— l.e. Plasmas provenant de différents sujets ou especes

= Gagner en sensibilité

= Minimiser I’encrassement du systeme et le la colonne

©2015 Waters Corporation 8
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. ) _ - _ Waters
Solutions de preparation d’echantillon  mescexeorwiars rossiaie:

THE FASTER WAY SENSITIVITY IN ITS
TO CLEANER PUREST FORM

SIMPLY CLEAR

= Sirocco:
— Précipitation de protéines rapide et simple
— Echantillon filtrés

= Ostro:
— Enleve les protéines et les phospholipides

— Combinaison d’une Précipitation/filtration (pour les portéines) et
d’une interaction sur sorbent (pour les phospholipides)

— Des échantillons biologiques plus propres rapidement

= Qasis:
— Sorbent polymérique pour de la SPE

1uess1049 91ai1douad ap neaAlN

— Disponible en différents formats et différentes chimies
— Plus spécifique pour des échantillons plus propres.

©2015 Waters Corporation 9



. . Waters
Recommandations Phases mobiles THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLE®

% Utiliser des solvants, tampons et additifs de “haute qualité”

® Solvants organiques :

— Qualité High Grade LC ou LC/MS, ne pas les filtrer
JT Baker, Biosolve, Fisher Optima LC/MS Grade

" L'eau :

— L’eau Milli-Q est filtrée a travers une membrane 0.22 um, pas besoin de la
refiltrer.

— Les tampons et réactifs compatibles LC/MS n’ont pas besoin d’étre re-
filtrés.

— Changer les phases aqueuses chaque jour (UPLC) ou tous les 2 jours
(HPLC)

— Ne pas transférer les nouveaux solvants aqueux dans la bouteille déja en
utilisation.

©2015 Waters Corporation 10
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Précautions a prendre pour les phases Waters
m O b i I e S THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

= Toutes les bouteilles doivent étre fermées
— Ne pas utiliser du Parafilm® pour couvrir les bouteilles
o il peut se dissoudre et créer un pic parasite.

% Utiliser des bouteilles avec une certaine qualité de verre

— en verre borosilicate pour les phases mobiles a haut pH.

® Utiliser de la verrerie propre (pour les bouteilles et la filtration)
— Ne pas les laver au lave-vaisselle et utiliser des détergents

©2015 Waters Corporation 11
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Contamination bactérienne : source de Waters
probleme en UPLC comme en HPLC. THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE?

" La contamination bactérienne est une source classique de bouchage de
colonne en UPLC, mais peut aussi I’étre en HPLC
= Faire attention aux lignes 100% aqueuses :
— Préparer les phases 100% aqueuse guotidiennement.
o Note: Les filtres en lignes peuvent laisser passer certaines bactéries.
— Meilleure solution :

o En gradient: ajoutez 5 a 10% de solvant organique dans la bouteille
contenant la phase agueuse et modifier le gradient en conséequence.

o En isocratique: prémeélangez la phase mobile avec I'organique nécessaire.
= Nettoyez régulierement les crépines

©2015 Waters Corporation 12



Autres sources de contamination

150 —
120 —
=] Dirty glassware
B |
Yy Solvent filter
g (b) . . . -h..n-ft—
£ —
3
<<
30 - (© pH probe
He spargin . e
0
I ] 1 | |
4 8 12 16
Time (min)

= Préparez et manipulez les échantillons proprement :

— Utilisez des vials a un niveau de certification adapté a
votre détection et a I'application :
“Vial selector” “Filter Selector”
http://www.waters.com/app/selector/en/vials.html
http://www.waters.com/app/selector/en/filters.html

©2015 Waters Corporation
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THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

TruView™ LCMS

CERTIFIED
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Trucs et Astuces Waters
CERT' F | ED CO ntal ners THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE”

— Un kit de bouteilles certifiés pour une faible
concentration TOC (Carbone Organique Total)

o <15ppb TOC : les bouteilles ne contiennent pas de
contaminants organiques

o Pour éviter les problemes de pics fantémes.

= Qu’'est ce que c’est ? ’ .\

goer

W w

= Waters Certified Container Low Volume Kit
Référence 186007278
— 5 Bouteilles de 250 mL
— 1 Bouteille de 500 mL
— 1 kit de bouchons

= Trouver les sources d’'une contamination est
consommateur de temps

— Utiliser des contenants « Ultra-Clean » est un
elément clé permettant d’obtenir des résultats fiables

©2015 Waters Corporation 14
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. . Waters
Dysfonctionnements liés aux coloNNEes  mesaeeor wiars rossmaer

® Colonne endommageée
—Hydrolyse du ligand
—Vide

—Bouchage

" Temps d’équilibration/rééquilibration insuffisant
—10 volumes de colonnes pour une bonne équilibration

= |nteractions secondaires
— Interactions ioniques
—Interaction métalliques

= Variabilité de fabrication

©2015 Waters Corporation 15
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Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

What makes an LC column
reproducible?

/ A) Sorbents \ [ B) Packing \ ( C) Engineering \

Plate Height (H, 4 sigma)

All are CRITICAL!

©2015 Waters Corporation 16
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Waters
Effet d’'un vide présent dans la colonne mescenceor wars rossaer

Colonne bien remplie Colonne avec un espace vide

JM ] \ﬁ\JL\ M

» Changement de forme de pic
» Changement de sensibilité
» Changement de résolution

©2015 Waters Corporation 17
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Trucs est Astuces Waters
Recommandations COIOnneS THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE”

= Une colonne déja utilisée peut avoir eté altérée chimiquement

= Lors de l'utilisation d’'une nouvelle colonne, si la colonne a été
altérée, les résultats seront différents.

Pour éviter d’avoir a refaire un développement
» Toujours utiliser une “Colonne neuve” lors d’un
développement de méthode

©2015 Waters Corporation 18
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Usage de précolonnes pour augmenter  \Afstars
Ia durée de Vie deS COIOnneS THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE”

6000

Without VanGuard Cartridge

5000

iy
=
=]
o

With VanGuard Cartridge

3000

Backpressure, psi

N
=}
=]
=

1000

T T 1

0 T T T T |
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

# Injections

= Echantillon alimentaire contenant de la cellulose, de la cellulose
vegetale, de la silice et du stéarate de magnésium dissout dans

50/50 Eau/Acétonitrile

©2015 Waters Corporation

19



Waters

Inconvenient des colonnes de garde :  mesoeeor wars rossioie:

" Source de fuites potentielles

" Perte de résolution a cause de connexions inadaptées
" Source de variabilité inter laboratoire

= Augmentation du temps de réetention

= Nécessité d’avoir la méme chimie que la colonne pour limiter les
risques de changement de sélectivitée

Chromatogram 1: Without Guard Column
s | Chromatogram 2: With Guard Column
i n Decreased
Sensitivity
1 2 |1 3
‘ !
eCLIU | \

1. Thiour \ | il .
i l Increased (| ' ﬁ&
{2. Acenaphthene J Peak Width \ 4

— 3. Octanophenone Jl @
00 63; ' . D.l‘:‘v ‘ ' 050 0 (F] 120 1.40 140
. Hhes

i R
©2015 Waters Corporation
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Waters
NOUVELLES COIOnneS de garde THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”
= Nouveau format de préecolonnes pour I'HPLC :
— Connexion directe sur la colonne pour minimiser les volumes morts
o Choix entre deux formats de ferrrule d’entrée de colonne

— Haute performance du packing pour maintenir la séparation
— Disponible sur toutes les granulomeétries (2.5um a 5um)

COLUMMN PROTECTION

©2015 Waters Corporation 21



Nouvelles précolonnes VanGuard

Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

= Augmentez la durée de vie de vos colonnes sans perdre la
qualité de vos séparations:

o6 XBridge BEH C18 XP 2.5 um [4.6 x 100 mm]
‘ System: Alliance e2695 with e2489 Detector @ 280 nm L4
Mobhile Phase &: 0.1 % formic acid in water
Mobile Phase B: 0.1 % formic acid in acetonitrile ™Y
012 | Gradient Table
Flow rato,
Time mL/min A E
7] 120 a0
11 130 22 8
.0 12 120 22
Column Temperature: 40 °C
Injection volume: 7.5 pL
0.04 |
XBridge BEH C18 XP 2.5 um [4.6 x 100 mm]
15 : Peak Capaci
015 4 yanGuard Cartridge Column [3.9 x 5 mm] R Eanachy
Without With
VanGuard VanGuard
— ° Cartridge Cartridge
177 164
158 148
.03
el 144 140
@
0.03 Jw
0.00 o P A LLJ M M U\M I\_A
0.00 T "0 B D gm0 "sso "6 X "ss0 " a9 " 1100
Minutes

©2015 Waters Corporation
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Trucs est Astuces Waters
Recommandations COIOnneS THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE”

= Tester 3 lots différents de colonnes pour juger de la qualité, de
la fiabilité de la robustesse de la méthode.

Tests avec un kit de “Method Validation”
ACQUITY UPLC CSH C,5 2.1 x 50 mm Method Validation Kit (P/N 186005571)

ol U

-0.010

T DL

-0.010

0.010{
] Lot 109
0.000i
1L10 T 1.%0 T 1.‘80 T T 2.‘20 T 2.L10 T 2.%0 T 2.‘80 T 3.‘00 T 3.‘20 T

AU

AU

AU

001077
1.00 1.20 . 2.00

Minutes

Acceptance Zip-Ilmp | Zip-Imp | Zip-Imp | Zip-Imp
Test Criteria Ziprasidone 1 2 3 4 Result
g ass
Precision Peak Area < 5% RSD 1.7 2.1 2.6 3.8 4.9

©2015 Waters Corporation 23



Probleme de perte de performance

= Performance requise pour
I'analyse :

S
Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

ACQ-SQD#2 '
4: Dioda Array
120308 NEWBEH30_G2_3_| Fs — . Hanoa 6 PETRE
6.0e+1-] \ f\\
4.0e+1- '|| r'
] |
2 : ||
E.Ge+1-; |' Jf .
0.0 . / e IJ\U T T
1.30 1.35 14u 1.45 1.50 1.55 1.60 165
= Résultat obtenu sur une colonne
neuve :
4: Dhode Ama
P120308_BEH30_G2_3_2 ik Hangal: 4‘9?&&}‘1
o ﬁ 1.58 )
f\
4.08+1: \ (\
3 i
3.0e+1- { | IIII
| "', \
% 2.0e+ \ \
: 1.39 \ L\l\
3 -
1.0e+1] |\
/\ [V
Q. — N o |'II "“\.1“___ ‘pl 5 .
_ 4an 175 140 1.45 1.50 1,55 1.50 1.85
©2015 Waters Corporation
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Noix de la ferrule sertie de maniére Waters
INncorrecte '

1 N 5sigma = 5025

- Facteur de trainéee = 1.31

02¢] _ Mauvaise position de la noix
o] de ferrule

0.05q L

0.00 Y

nnn‘ Inl"ml ‘nnn‘ ‘ml:nl Inlnn‘ ‘1}ml |1"m‘ ‘1,"\
0401
1 N 5sigma = 6959

*1 Facteur de trainée = 1.17

030

025]

5 ]
2 0]

0.15]

010

005

Position correcte de la noix
k de ferrule

0004 JAN A

000 0m ok o0& o080 ib0  1x 140 160 1B 200
Minules
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o ) - Woaters
Effet mémoire sur un échantillon THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE"

Des connexions incorrectes sur la vanne d’injection peuvent étre
responsables de volume mort ou peuvent s’accumuler certains
produits.

03}

Proper — N ey
Q025 il |

QAL
0000 Improper ‘ .
" Qs
0015 ' f J.L
Dead Volume 1
L 3 0 o8k ] i;-”’"
u 1:I Q -
! QOCS
ller
0,005 ..F,,-}-ﬂll"
Q0D+

0,000 / Lhne i
4,008 ! \L

Une mauvaise connexion entraine un _
effet mémoire. Avec des connexions

Premier blanc 0.1 % - | - correctes :
Deuxiéme blanc 0.01 %. - : Premier blanc <0.005 %

©2015 Waters Corporation . 26
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B
Ferrule réutilisable en serrage a main Waters
serrée trop fort THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE?

Reusable Fitting Installed Correctly

0.040

0.010

0.000

0.025

O\/ertightened Reusable Fitting

0.020

0.005

Deformed Ferrule K

0.000

1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40
Minutes
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Bruit relatif a la circulation de la phase  \Wgters
m O b i I e THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

Bruit cyclique de I’ordre de la seconde a la minute :

Souvent relatif a des fluctuations de débit/pression de la
pompe.

= Bulle d’air dans la pompe
— Dégaser les solvants o f*\ M
Probleme de clapets V' '
— Remplacer les clapets
Probleme de joint de piston
— Remplacer les joints —— &
Piston défectueux o
— Remplacer le piston L)

Chambre de mélange des solvants inadequate 2 Fly 1 Aglent 100 Binay Stem
— Augmenter le volume de la chambre ¢

de mélange ’ gggg

Firy 1 Agilent 1100 Quatermary
F 1

0003

©2015 Waters Corporation 28
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Cellule de détecteur encrassée : Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

Cellule Neuve (Tracé Noir) Ancienne Cellule encrassée (Tracé Bleu)
On constate une légére dérive du au gradient L'énergie au niveau du sample est trés faible avec une dérive
Eau/Acétonitrile. accentuée. Normalement le sample doit étre supérieur a 100.
Mesures constatées a 230 nm sous eau : Mesures relevées a 230 nm sous eau :
Réference : 171 nA
Référence: 174 nA Sample 5 nA
Sample: 126 nA
0.045-
0.040
0.035]
0.030]
0.025]
2 0020 \J
0.015] K}
0.010]
0.005]

ol )

-0.005-|

[ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ ‘ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50
Minutes
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Neutrals QCRM Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

= Spécialement formulé pour fournir rapidement et facilement une

eévaluation du systeme dans diverses conditions analytiques de
phase inverse.

" Les composeés selectionnés ont les caractéristiques suivantes :
— Bien séparé en phase inverse
— Bonne absorbance a 254nm

— Peuvent étre séparés dans une large gamme de conditions

Neutrals QCRM Reéférence: 186006360

©2015 Waters Corporation 30



Diagnostic des sytemes en utilisant les Waters
Q C R M THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

Troubleshooting Common System Problems Using Waters Neutrals
Quality Control Reference Material

Kenneth D. Berthelette, Mia Summers, and Kenneth J. Fountain

Waters Corporation, 34 Maple St., Milford, MA, USA

0030+
Acetone  Naphthalene Acenaphthene
v Retention Time Average (min) 0.323 1.633 2.893
0.020 g E Benchmarking Data Retention Time %RSD 0.690 0.440 0.440
8 -E (n=45) USP Tailing Factor 1.180 1.130 1.080
2 u < 2 USP Plate Count 3144 11009 10436
U a 7]
s 0]
00104 4 E Table 2. Data gathered during system benchmarking, demonstrating a well operating system with a low retention time %RSD (n=45).
a
g
@
L 0
0,00 - <
T T T T fin .
0.00 0.50 1.00 150 200 250 3.00 3.50 4.00 Problem # Problem description
1 Poor column performance
2 Leak in pump
3 Poor check valve performance
u Neutl’a| QCRM PN - 186006360 4 Improper column fitting connections
5 Air bubble in system
6 Error in mobile phase preparation

©2015 Waters Corporation 31
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Graphique de controle Woaters
F aCte u r‘ d e réte n ti O n THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

Point hors Iimite

11.0-
—gUCL = 10,880
5 ___________ — — UwCL
=)
(@)
@
- 2, /\!- /\ Center line = 10.058
c 10.0 = 10
S / \\f( W N L
c LWCL
)
=)
g — LCL = 9,258
E'n T T T L § ¥
3 [+ @ 12 15
Time

" Les problemes de rétention peuvent venir entre autres :

— Pompe — Temps d’équilibration

— Fuite — Stabilité de la phase stationnaire
— Température de la colonne — Contamination de la colonne

— Composition du solvant — Effondrement hydrophobique

— PpH _

©2015 Waters Corporation 32



IEX Anion

©2015 Waters Corporation

186006869

N oA
Waters
QC R I\/I S d i S p O n i b I eS : THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE."
Standard Part Number
Neutrals 186006360
Reversed-Phase 186006363
LCMS 186006963
Quad LCMS 186007362
QDa 186007345 REPEAT PERFORMANCE
Preparative 186006703
Dye Standard 716000765
HILIC 186007226
SEC125 186006519
SEC200 186006518
SEC450 186006842
IEX Cation 186006870

33
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Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

Sommaire

" Introduction
" Les aspects importants a considérer pour le bon déroulement
d’une analyse chromatographique :
— Les échantillons
— Les phases mobiles
— Le systeme
— La colonne
— La méthode
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Solvant de rincage de I'aiguille Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

Conditions :

Cellule de détection : 10 mm (trajet optique)

Pre Injecteur Wash Time : 10 s

Post Injecteur Wash Time : 90 s

Volume de 'échantillon dans le flacon : 200 pl

Solvant de rincage de l'aiguille : 25:25:25:25 Eau:MeOH:ACN:IPA
Volume de la boucle : 100 pl

Volume injecté : 25 ul

0.007]

0.006]

Probleme : Car le blanc n’est pas blanc,
méme apres trois blancs injectés a la
suite de I'échantillon.

0.005|

0.004-

AU

0.003

0.002-]

W

0.000]

-0.0011 Il

Minutes
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Solvant de rincage de I'aiguille Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

Nouvelles Conditions :

Cellule Haute sensibilité : 25 mm (trajet optique)
Pre Injecteur Wash Time : 0 s (parameétre par defaut)
Post Injecteur Wash Time : 6 s (parametre par defaut)
Volume de 'échantillon dans le flacon : 200 pl
Solvant de rincage de l'aiguille : 100 % IPA
Volume de la boucle : 100ul
Volume injecté : 10 pl
00020 Le premier blanc est maintenant

parfaitement blanc des la premiere

0.0015*:
] injection consécutivement a I'échantillon.
oo Le solvant de rincage de I'extérieur de
2 0.0005- / I"aiguille est maintenant adapté par
OOOOOEJ ‘, l rapport a la nature de I'échantillon.
E ) ~. M‘N ! 1‘ ‘ (
-0.0005 il ‘“" ‘ “ "‘

-0.0010-]

-000151 Il

Minutes
36
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Waters
Préparation des phases mobiles THE SEIERER P HATS FHSSTEEE

Comment préparer une phase mobile 40/60 Eau/Methanol ?

= Avec une éprouvette graduée, mesurer 400ml d’eau et compléter a 1L
avec le méthanol

= Avec une éprouvette graduée, mesurer 600ml de méthanol et
compléter a 1L avec lI'eau

= Avec une éprouvette graduée mesurer 400ml d’eau, puis 600ml de
meéthanole et les mélanger

= Peser 600g d’eau et 400g de méthanol, et les mélanger.

©2015 Waters Corporation
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Importance de la phase mobile Waters
pour Ia reprOdUCtibilité THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE!

60740 (MeOH/Water)

Options A et A’

A) 600 mL 222 mL
A’) 62?2 mL 400 mL
1000 mL —
R

Options A et A’:
Ajouter directement les solutions organiques et aqueuses dans I’éprouvette

©2015 Waters Corporation 38



Importance de la phase mobile Waters
pour la reproductibilité |

60740 (MeOH/Water)

Options A et A’ Options B

&

600 mL (G 440 mL 400 mL
640 mL 400 mL
1000 mL — /f \ <1000 mL
Difference due aux (960"’\',)
Volumes partiels

Options A et A’:
Ajouter directement les solutions organiques et aqueuses dans I’éprouvette
(pas recommandé car dépend de I'ordre d’ajout des solvants)

Options B: mesure séparée des deux volumes suivie du mélange.

©2015 Waters Corporation 39
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Importance de la phase mobile Waters
pou r Ia rep rOd u Cti bi I ité THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE”

60740 (MeOH/Water)

Option B/C ‘I
4?2? mL 600 mL :

Options A and A’

600 mL
62? mL 400 mL abc gr :32 ';‘r'j
1000 mL — /f X — <1000 mL
Difference due aux (960 mL)
Volumes partiels

Options A et A’:
Ajouter directement les solutions organiques et aqueuses dans I’éprouvette
(pas recommandé car dépend de I'ordre d’ajout des solvants)

Option B: mesure séparée des deux volumes suivie du mélange.
Option C: pesée de la quantité voulue de chaque constituant.

©2015 Waters Corporation 40
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lef_ere_n_c,e de réetention due_ a la Woaters
variabilité de la phase mobile THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE?
0.20
20.10 - 29 Organic
0.00
0.20
2 - 196 Organic
0.00
20'20 SOP Mobile Phase
0.00
30'20
< + 1%b6 Organic
0.00
2% + 2% Organic
0.00
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

»
Peak ID: Acetone, Naphthalene, Acenaphthene Inutes

50/50 v/v Amm. Form. pH 3 buffer / Acetonitrile 0.5mL / min 30°C 1pL injection 2.1 x 50 mm Columns

©2015 Waters Corporation 41
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Qu’est-ce gue le dessechage des poresmml{xgtgfpsmw
ou “Hydrophobic Collapse?” |

= Probleme liée aux méthodes utilisant des phases mobiles 100%
aqueuses sur des colonnes C18 non adaptées.

Phase mobile Phase mobile 100%
contenant de acqueuse
I’organique l

|

Pore d’une
silice greffée
C18 forte
densité

Pore Solvaté Pore Desseché
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Désolvatation des pores: Waters
A CIUOi Cela I"essemble—t—il D THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE®

= En travaillant avec une phase mobile tres riche en eau sur des
colonnes fortement hydrophobes, des variations soudaines du VO ainsi
que des temps de rétention peuvent avoir lieu. Cela indique que les
pores expulsent la phase mobile et se déssechent, ne permettant plus
la rétention. ™1

— 10% de réduction du volume mort est observée
— 23% de perte de rétention de I'analyte;

V, Shift
ACQUITY UPLC® BEH C,q4
L=5cm
F=0.3 mL/min
P = 2,040

T =90 °C
% Dewet = 23.10

\ -Atlantis T3 — /

-XSelect HSS T3 0.20 040 060  0.80 1.00 120 ‘1 o5
-XBridge BEH Shield RP18 Minutes '

*1 T.H. Walter, P. Iraneta and M. Capparella J. Chromatogr. A 1075 (2005) 177-183
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Ef,fet du_solvant de mise en solution de Waters
I’échantillon

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

Diluant = Solvant

“1> organique
> e Si le solvant d’injection est
£ o gignareas o i LM — 0| trop fort
3 » Fronting sur le 1°" pic
i °{* Diluant = Phase » Tous les pics sont déformés
mobile initiale » Perte de sensibilité
y » » Changement de résolution
'1[5 r 0.60 07 0.760.80
0.00 0.20 0.40 0.60 0.20 1.00
Temps

Séparation sur colonne de phase inverse, conditions initiales de
gradient = 95%-eau 5%ACN
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Mise en solution de I’échantillon
dans 100 % de phase organique.

Déformation des pics . | Pics symmetriques en
injectant 2 x moins

Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

Volume identique, mais

3

aiie-

a 080
aome-
st
£.080-

008

ajout d’'une tubulure avant
la colonne

om 00 40 &0 a0 000 1200 1400 !ain 2ha i P,

T am 350 40 (1] 1] nm B B¢ wmm  nm @
Minutes

essayer de mettre une pré-colonne a I'entrée de la colonne.

Pics symétriques en mettant de la phase acqueuse dans I'échantillon si c’est possible. Ou alors si ce n’est pas possible,
ajouter une tubulure 10/1000 éme entre la colonne et I'injecteur pour créer un volume de mélange suffisant. On peut

©2015 Waters Corporation
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Volume d’injection en fonction de la Waters
CO I onne THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE”

= En analytique, volume d’injection compris entre 1 a 526 du volume
total de la colonne :

Volume de la colonne:
0.8 mL (800 pL)
(4.6 X 50mm ODS)

6.25 pg injecté dans 5 L
0.625%06 du volume de colonne

2oueqlosqy

s Premier pic observé
bien plus large

( —)

Minutes 4

6.25 ug injected in 500 pL  : Le volume d’élution

62.5% du volume de colonne\i du pic se deplace
' proportionnellement

aoueqiosqy

au volume injecté

—/\‘\J\M /\ | (e )

——

2 " Minutes 4 ' 6
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Longueur de la colonne Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE”
" HSS T3 1.8um 2.1 x100mm
8 5000PSI GOV : 18 |

HSS T3 1.8um 2.1 x150mm
8 000 PSI GCV : 9

Gradient duration x Flow rate
G.C.V.=

Column Volume
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Capacité de pic en fonction du temps de Wi
aters

gradient et de la longueur de coloNNEe e saeneorwiars rossiae:
(constant particle size 1.7um)

Gradient mode in UPLC at 30 Ll

A high resolution separation is always performed in gradient mode (impurity
pruflllng, natural product extract, tryptic digest...)

/BGD ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||I_IIIIIIIIIIIII —300mm
NG ‘., 5 beg
Hpic.s:]'+ ‘Mx grad — %
toix 1+( £ — L““"150mm-
T L.o=100mm |

col

 Loy=50mm |

e} .-

Peak capacity (/)

g .':l ..................... :-:- 'Dnventlunal Lc E

250x4.6mm, Spm |

UPLC gradlent length [mln]

\ m—»«q——-——» /5

Column length in UPLC should be selected according to the
' gradient duration and required peak capacity.
©2015 Waters Corporation 48
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Les bonnes pratiques pour une Waters
méth Ode Ch romatog raph i q ue THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE"

" Bien décrire la mise en ceuvre de la phase mobile.
= Diluer I’échantillon dans les conditions initiales du gradient.
= Déterminer le solvant de lavage de l'aiguille adapté a I'analyse

" Le volume de I'échantillon doit étre compris entre 1 et 5%6 du
volume de la colonne.

" Le temps de gradient doit permettre de passer de 10 a 15 fois
le volume de la colonne pour tirer le maximum de
performance de la colonne.
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Les bonnes pratiques Waters
C h ro m atog rap h i q u e THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

= Utilisez de la verrerie et des consommables propres et de
qualité :

kil

= b iy

fﬁ;u!'i

! LCSC and LCMS cedified viak are now ovallable

E

©2015 Waters Corporation 50



Les bonnes pratiques Waters
C h ro m ato g rap h i q u e THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

= Vérifiez régulierement la performance de vos sytemes et de votre
colonne en utilisant les standards QCRM pour identifier
iImmediatement les problemes :

Catalogue en ligne :
http://asr.waters.com/

Experience Waters Analytical

Standards and Reagents E-Catalog
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Les bonnes pratiques Waters
C h ro m ato g rap h i q u e THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

= Augmentez la durée de vie de vos colonnes sans perdre en
qualité de séparation en utilisant les nouvelles colonnes de
garde. (CORTECS, XBridge, XSelect)

Vél.\l_ G UARD

COLUMN PROTECTION

30% DE REMISE

+ 1 PORTE-CARTOLICHES GRATUIT*

Avec les précolonnes VanGuard, augmentez la durée de vie de vos
colonnes, tout en préservant la qualité de vos séparations.

Extend column Llifetime.

VanGuard™ Column Protection
now available for HPLC columns!

VANGUARD‘

ol wwmm PRl i b

%Iﬁ“%

VANGUARD

waters.com/vanguard

Perfnlmance et grand choix de configurations :
Protection efficace des colonnes contre les particules et contaminations

chimigues,
s Augmentation de la durée de vie des colonnes tout en préservant la qualité
des séparations,
- = Connexion simple, rapide et directa pour minimiser les effets extra-colonnes
»*7 ek reduire ainsi les risques de fuite,
¥ AR » Format compatible en mode HPLC, UHPLC et UPLC®,
20, - *  Disponibilité sur une large gamme de tailles de particules (de 2,5 pm &
p LTI | 5 pmj, de diamétres internes (de 2,1 mm & 4,6 mm) et de chimie

(CORTECS" XBridge®, XSelect®)

Y Pouf Immz question wechnigue sur le choix des p1écuLunms ou pour toute demande de devis, veuillez nous contacter
* © 2u0B20 885 885 cu par email demandeclient, france@waters.com.
" uiConditions de 1 offre’ o
Cette offre ud.utun porte-cartouches gratuit + une remise de 30% sur les 3 pleme:: packs dz précolonnes VanGuard [conditicnnement : 3

b o né;nlmne:pﬂ pack). L'offre s'appligue sur une seue commands jusquau 30 avril 2015, uniquement en France et non cumulable avee touts
S aul!epmmuhnn Pour bénéficier de Uoffre, il faut IMPERATIVEMENT mentionner le code EP sur votre ban de commands.
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Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

Questions -

—
=
¥ |



