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Tarefas Comuns

Tarefas Comuns

Como lidar com solventes

« Use somente frascos de vidro de borossilicato limpos.
Enxague o frasco com o solvente desejado antes de voltar a enché-lo.
Os frascos podem ficar contaminados com detergentes da lavadora de louga.
« Utilize filtros de entrada de solvente para proteger o sistema da entrada de particulas.
+ Substitua diariamente os solventes de base aquosa.
0 aparecimento de algas e bactérias pode bloguear o desgaseificador ou os filtros.
A precipitagdo de sais insolUveis pode bloquear os filtros ou capilares.
* Prepare o volume de solvente que sera utilizado em 1-2 dias.
+ Use somente solventes e agua de grau HPLC.

Todos os solventes organicos, misturas e buffers aquosos preparados devem ser filtrados
em um filtro de 0,2 pm.

Os residuos ou as contaminagdes podem bloquear os filtros ou capilares.

+ Marque corretamente os frascos com o seu conteldo, data de enchimento e data de venci-
mento.

+ Reduza orisco de aparecimento de algas: use frascos castanhos para solventes aquosos,
evite a exposic¢éo a luz solar ou embrulhe os frascos em papel aluminio.

Medidas extras com Acetonitrila (ACN)

« E possivel filtrar a acetonitrila e outros solventes organicos usando uma membrana de filtro
de PTFE de 0,2 um (por ex., 5191-4339).

A filtragem por meio de filtros de nylon ndo é recomendada para LCMS de alta sensibilidade.

+ Use frascos ambar e encha-os com o volume de acetonitrila que sera usado em 1-2 dias para
evitar reagGes fotoquimicas e oxidagao.
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Tarefas Comuns

Como preparar amostras

CUIDADO Possivel precipitagao de amostra

v Certifique-se de que a amostra seja completamente soltvel no diluente da amostra e na
fase movel.

v Aproxime o maximo possivel a correspondéncia entre o diluente da amostra e a fase moével
inicial para evitar precipitagao, picos de presséao e picos de solvente no cromatograma.

+ Afiltragem através de filtros de 0,2 um € o método preferido para remover a fragéo insoluvel
das amostras e evitar obstrugdes no sistema. Se ndo for possivel, centrifugue as amostras
vigorosamente e tenha cuidado para ndo contaminar o sobrenadante com precipitados ao
decanta-lo ou aspira-lo.

+ Certifigue-se de que o diluente da amostra também n&o contenha particulas.

« Amostras no filtradas causam a obstrugéo e a contaminagédo do caminho de fluxo, o que
pode resultar em um aumento continuo da contrapressao do sistema e anomalias de pressao,
como ondulagdes ou quedas repentinas. Mudangas na pressdo podem afetar a reprodutibili-
dade dos resultados cromatograficos.

+ Por exemplo, as amostras de proteina nao filtradas podem causar a formacgéao de filme de pro-
teina, que pode ao longo do tempo, obstruir o caminho do fluxo e reduzir significativamente a
vida util das colunas cromatogréficas.

Figura 1 Filme de proteina formado na superficie do suporte de PTFE na parte superior do filtro em linha (confir-
mado por SEM EDX)

« Ouso defiltros em linha é recomendado para evitar que material particulado entre no caminho

do fluxo e danifique as valvulas, colunas e o detector, consulte “Recomendagbes para Bombas
e Amostradores com Filtro em Linha Opcional” na pagina 16.
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Tarefas Comuns

Como limpar o sistema

+ Se houver suspeita de contaminagao bacteriana do sistema, o procedimento de limpeza do
sistema a seguir pode ser usado.

Apligue as seguintes solu¢des sequencialmente a uma taxa de fluxo moderada
(0,5 = 1 mL/min) por pelo menos 30 min cada:

o 0 T o

e

Agua
0,1 M NaOH
Agua
0,73 M HCI
Agua

+ Ao trabalhar com sistemas de tampao biocompativeis (por exemplo, fosfato, acetato), cuida-
dos especiais devem ser tomados para evitar a formagao de biofilme.

0 procedimento de limpeza do sistema (descrito anteriormente) deve ser realizado, uma
vez observada uma diminuigao da reprodutibilidade da cromatografia em todos os canais
de solvente que sao usados para os tampd&es biocompativeis.

« Ao executar qualquer procedimento de limpeza para limpar o sistema de LC, verifique se a
coluna e o detector estéo excluidos do caminho do fluxo.

+ As colunas cromatograficas usadas para separagdes da biomolécula como a cromatografia
por exclusdo de tamanho ou a cromatografia de troca ibnica, devem ser armazenadas na pre-
senga da azida sédica 0,02 %. Para obter mais guias do usuario da Coluna Bio LC, consulte
https://www.agilent.com/en/support/liquid-chromatography/kb005960.
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Tarefas Diarias/Semanais

Tarefas Diarias/Semanais

Tarefas Diarias

+ Substitua solventes e frascos de solvente para as fases maveis a base de dgua/tampao.

+ Substitua os solventes e os frascos de solvente da fase movel organica o mais tardar a cada
dois dias.

+ Verifique a presenga de solvente de lavagem do selo.
+ Purgue cada canal com solvente novo a 2,5 — 3 mL/min durante 5 min antes da operagéao.
+ Equilibre o sistema com a composigéo e a taxa de fluxo do método subsequente.

Tarefas Semanais

+ Altere o solvente de lavagem do selo (10 % de isopropanol em &gua) e o frasco.

« Seaplicagdes com sais tiverem sido usadas, lave todos os canais com dgua (para obter deta-
lhes, consulte “Procedimento de Lavagem” na pagina 19) e remova possiveis depdésitos de sal
manualmente.

+ Inspecione os filtros de solvente quanto a sujeira ou blogueios. Troque se nenhum fluxo esti-
ver saindo da linha de solvente depois de remover da entrada do desgaseificador.

Contaminacao do solvente de lavagem do selo

Danos aos pistoes e selos

v Nao recicle o solvente de lavagem do selo.

v Substitua o solvente de lavagem do selo semanalmente.
v~ Consumo normal do solvente: 0,5 L por semana.

v" 0 uso de Kit de cabega do frasco de lavagem do selo (5067-6131) é altamente
recomendado.
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Inicializar/Desligar o Sistema

Inicializar/Desligar o Sistema

Inicializar o Sistema

+ Certifigue-se de que todos os mdédulos estejam em um ambiente com temperatura estavel e
protegidos da luz solar direta.

+ Ligue todos os moédulos e comece a prepara-los, tal como descrito a seguir:

Preparar a bomba
+ Use uma fase mdével nova ou diferente (conforme necessario).

* Purgue cada canal com 2,5 — 3 mL/min durante 5 min. Abra a vélvula de purga manual ou use
o comando de purga, dependendo do tipo de bomba.

Preparar o Amostrador

+ Evite usar a lavagem da agulha e o backflush do assento com solventes organicos em aplica-
¢Oes de buffer, pois isto pode resultar em precipitagéo de sal no assento da agulha.

+ Ao usar lavagem e/ou backflush do assento da agulha:
Use sempre solventes novos.
Metanol, acetonitrila, isopropanol, agua e as suas misturas sao boas opgoes.
N&o use solugdes de lavagem que ndo sejam misciveis ou precipitadas.

+ Ao usar um resfriador de amostras/termostato da amostra:

Ligue o resfriador/termostato e aguarde até que a temperatura-alvo seja alcangada e se
estabilize.

Isso pode ser realizado enquanto a lampada do detector esta aquecendo (consulte “Prepa-
rar o Detector” na pagina 6).

+ Certifigue-se de que os vials contém solugdo de amostra suficiente para todas as injecoes.

Preparar o Detector

* Agueca a ldmpada por pelo menos 1 h para garantir a estabilidade da linha de base.

+ Apenas para detectores de indice refrativo (RI): ligue o aquecedor e limpe os lados da amostra
e de referéncia com um novo solvente préprio para a aplicagao atual.

Equilibrar o Sistema

« Enquanto a lampada do detector estiver aquecendo, equilibre o seu sistema (incluindo a
coluna e o detector) usando a composigdo da aplicagdo durante pelo menos 15 min, até que
0s sinais da linha de base da presséo e do detector estejam estaveis.
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Inicializar/Desligar o Sistema

Desligar o Sistema

« Lave a coluna com os solventes adequados e armazene-a de acordo com o manual de instru-
¢Oes da coluna (certifique-se de que o solvente de lavagem seja compativel com o solvente
presente no sistema para evitar precipitagdo).

+ As colunas cromatograficas usadas para separagdes da biomolécula como a cromatografia
por exclusdo de tamanho ou a cromatografia de troca idnica, devem ser armazenadas na pre-
senga da azida sédica 0,02 %. Para obter mais guias do usuario da Coluna Bio LC, consulte
https://www.agilent.com/en/support/liquid-chromatography/kb005960.

+ Instale um capilar de unido ou de restrigédo e lave o sistema extensivamente com agua, espe-
cialmente apods usar buffers. Para obter detalhes, consulte “Procedimento de Lavagem” na
pagina 19.

+ Lave e armazene o sistema em 50 % de metanol ou 50 % de isopropanol em agua, sem aditi-
VOS.

« Remova todas as amostras do amostrador automatico e armazene-as de acordo com as
boas praticas de laboratorio.

+ Desligue todos os moédulos.
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Recomendagdes para Desgaseificadores

Recomendacoes para Desgaseificadores

Liquido dentro do desgaseificador

Caso um solvente com ponto de ebuligao baixo condense ou se houver um vazamento, é
possivel que ocorra o acimulo de liquido dentro das camaras do desgaseificador e isto
comprometera o seu desempenho.

Se isso ocorrer,
v" Purgue todos os canais de solventes com isopropanol.

v" Mantenha os canais nao usados cheios com isopropanol.

+ Verifique a compatibilidade de solventes com o desgaseificador e a aplicagéo
Use os desgaseificadores auténomos ou padrdo (G1322A ou G7122A) para aplicagbes de
RI, vazGes maiores que 5 mL/min para solventes com ponto de ebuligdo baixo (<60 °C) e
com hexano, tetra-hidrofurano e quaisquer solventes halogenados.
Para todas as outras aplicagdes, use um desgaseificador integrado ou auténomo de alto
desempenho (G4225A).

+ Se ndo for possivel alcangar ou manter um vacuo suficiente para o desempenho ideal de des-
gaseificagdo (tal como indicado pelo LED de status amarelo ou vermelho em desgaseificado-
res autbnomos, ou por mensagens de erro especificas em desgaseificadores integrados),

desligue e ligue o maédulo.

+ Se, apos ligar e desligar o modulo, o vacuo ainda ndo puder ser alcangado ou mantido em des-
gaseificadores integrados, use o Modo de Evacuacgao, disponivel na tela de controle de instru-
mentos do Agilent Lab Advisor.

Degasser Control
Set Vacuum Level [nBar] 100 [ :

Degasser: () On @ Off

Evacuation Mode: () On @ Off

Figura2  Controle de desgaseificador para desgaseificadores internos no Agilent Lab Advisor

Siga as instrugdes na tela quando iniciar o Modo de Evacuagao.
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Recomendagdes para Bombas

Recomendagdes para Bombas

« Verifigue o desempenho da bomba regularmente monitorando o sinal de presséo.
+ Realize a manutencao preventiva dentro do intervalo de uso recomendado.

*  Prepare a bomba tal como descrito na segao de inicializagao, para garantir o melhor desempe-
nho e o melhor tempo de vida util.

« Ao trocar solventes, certifique-se de que o novo solvente seja miscivel com o anterior (se
necessario, use um solvente miscivel adicional como intermediario).

+ Useafuncéo de lavagem do selo conforme recomendado para garantir o melhor desempenho
e o melhor tempo de vida Util; consulte “Lavagem do selo (uso obrigatério quando insta-
lada)” na pagina 10.

Recomendacgoes para MCGV

Selecione os canais para a Valvula de gradiente multicanal (MCGV)
+ Utilize os canais inferiores (A e/ou D) para solugdes com tampé&o/buffer.

+ Para remover possiveis depositos de sal, lave regularmente todos os canais MCGV com agua
a 5 mL/min por pelo menos 10 min por canal.

« Verifigue a compatibilidade dos tampdes e solventes organicos para evitar precipitacdo na
camara de mistura da MCGV.

Ao misturar solventes incompativeis, os sais podem precipitar-se ao ponto de a mistura bloquear
o caminho de fluxo a jusante e danificar as pegas.
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Recomendagdes para Bombas

Lavagem do selo (uso obrigatério quando instalada)

Lavagem do selo (G4204A, G4220A, todas as bombas 1260)

Contaminacao do solvente de lavagem do selo
Danos aos pistoes e selos

v Nao recicle o solvente de lavagem do selo.
v' Substitua o solvente de lavagem do selo semanalmente.
v" Consumo normal do solvente: 0,5 L por semana.

v 0 uso de Kit de cabeca do frasco de lavagem do selo (5067-6131) é altamente
recomendado.

0 uso da funcao de lavagem do selo € obrigatério quando instalada e ao usar buffers e outros sol-
ventes ndo volateis ou aditivos que poderiam depositar-se nos pistdes e selos. A fungéo de lava-
gem do selo limpa regularmente essas pegas de forma automatica.

Beneficios da operagao de lavagem do selo:

+ Remocdao de particulas, cristais de sal e outros residuos ndo volateis dos pistdes e selos, que
tém potencial para danificar o pistdo e os respectivos selos

+ Lubrificagdo da interface selo/pistdo
+ Resfriamento dos pistdes

Caixa de Dialogo de Lavagem do selo no CDS

A caixa de didlogo pode ser encontrada na tela de controle, sendo recomendado usar as configu-
racoes exibidas na Figura 3 na pagina 11.

Esteja ciente de que:

+  As configuracdes da lavagem do selo NAO sdo parametros do método (como configuracdes
de Controle do instrumento, elas séo aplicadas a todos os métodos executados em um instru-
mento especifico).

+ Alavagem do selo tem de ser ativada de novo manualmente apos:
A eliminagdo de um ERRO.
Ao ligar.

Operacao de Lavagem do Selo:
+  Operacdo PERIODICA, por exemplo, 0,5 min a cada 7 min.
Essa configuragdo pode ser alterada na tela de Controle; consulte a Figura 3 na pagina 11.

As configuragdes estado disponiveis por meio do menu de contexto; consulte a Figura 5 na
pagina 11.

O fluxo de solvente tipico é 0,7 mL/min, o que corresponde a um consumo aproximado de
3 mL/h ou 0,5 L/semana em operagao constante.

+ Utilizar
10 % de isopropanol em agua.
100 % de isopropanol para aplicagbes de fase normal.
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Recomendagdes para Bombas

« Posicione o frasco de solvente de lavagem acima e a garrafa de descarte abaixo do instru-

mento.

« N&o encha novamente o frasco do solvente de lavagem do selo, use sempre frascos novos e

devidamente limpos.

+ Para as bombas que ndo tém o sensor de lavagem do selo equipado, teste a bomba peristal-

tica.

Toque na bomba peristaltica com o dedo para verificar se a bomba esta funcionando, ou
confirme o fluxo de solvente de lavagem do selo observando se o solvente de lavagem do

selo esta saindo da tubulagao.

Tabela1 Caixa de didlogo de lavagem do selo e operagao
G4204A, G4220A
_Ai Control —
Pump
@® On
O off
(O Standby
Seal Wash
O off
O Single Wash
@ Pericdic Period 70 | min
on for 05 7| min
Seal Wash Run Mode
On when pump is on'standby -
Automatic Turn On
] Turn on at
Purge
QOon Duration 500 7| min. Composition A
@ off Flow 0.000 | mUmin B 0.00 2
c[ ooo:
D 0.00 :
Prime
Oon
®Off
Ok Cancel Help

Todas as bombas 1260

ﬁ Control
Pump
@® On
QO off
(O Standby
Seal Wash
O off
(O Single Wash
@ Pericdic Period
on for
Automatic Turn On
[ Turn on at

Figura3 Configuragdes de lavagem do selo (bombas 1290 Infinity)

:'_l—._ Contral...
€[2 Method..

Identify Device

-Q‘ Switch On
Bottle Fillings...

Purge On

Prime On
Conditicning Cn
Flush Filter On

Figura5 Menu de contexto (bombas 1290 Infinity)
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- ] x
70 1| min
05 7| min
Ok Cancel Help

Figura 4 Configuragdes de lavagem do selo (todas as bombas 1260)

-
- Control...

-

f[# Method...
Error Method »
Identify Device

J;f Switch On

& Bottle Fillings...

Figura 6 Menu de contexto (todas as bombas 1260)
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Recomendagdes para Bombas

Lavagem do selo (G7104A, G7104C, G7120A, G7131A, G7131C e G7132A)

Contaminacao do solvente de lavagem do selo
Danos aos pistoes e selos

v Nao recicle o solvente de lavagem do selo.
v" Substitua o solvente de lavagem do selo semanalmente.
v" Consumo normal do solvente: 0,5 L por semana.

v 0 uso de Kit de cabega do frasco de lavagem do selo (5067-6131) é altamente
recomendado.

A fungéo de lavagem do selo limpa regular e automaticamente os depdsitos dos pistoes e selos.

O sensor de lavagem do selo verificara constantemente o desempenho do sistema de lavagem
do selo e avisara o usuario caso uma anomalia tenha sido detectada.

Operacao de Lavagem do Selo:
+ O intervalo de lavagem do selo esta definido para 30 s a cada 7 min.
+ O fluxo esta definido para 500 yL/min.
« Alintegridade do sistema de lavagem do selo é verificada em intervalos regulares.
+ 0O uso tipico de solvente é de cerca de 0,5 L por semana.
+ Utilizar
10 % de isopropanol em agua.
100 % de isopropanol para aplicagbes de fase normal.

+ Posicione o frasco de solvente de lavagem acima e a garrafa de descarte abaixo do instru-
mento.

+  NAO encha novamente com solvente de lavagem do selo, use sempre frascos novos e devida-
mente limpos.
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Recomendagdes para Bombas

+  NAO recicle os frascos de solvente de lavagem do selo.

+ 0O simbolo EMF ficara amarelo quando o sensor de lavagem do selo da bomba detectar uma
irregularidade.

Altere o solvente de lavagem do selo e acione a fungédo Prime de Lavagem do Selo no
menu de contexto (consulte a Figura 7 na pagina 13).

:‘F,: Control...

£l Method..
Error Method  »
Identify Device

g Switch Off

@ Bottle Fillings...

Prepare Pump...
Flush Filter On

Seal Wash Prime

Figura7 Menu de contexto

Verifique a tubulacédo de lavagem do selo e o filtro quanto a tor¢des, vazamentos ou blo-
queios.

Verifique a existéncia de bloqueios nas tubulagées de descarte, certificando-se de que os
residuos de solvente sdo drenados livremente:

Se houver acumulo de descarte de solvente no tubo, o sensor ndo funcionara correta-
mente.
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Recomendagdes para Amostradores

Recomendagdes para Amostradores

+ Antes do desligamento ou de um longo periodo de espera, sempre
Remova o buffer com dgua para HPLC (consulte “Procedimento de Lavagem” na
pagina 19).
Lave 0 amostrador com dgua por pelo menos 15 minutos (tanto lavagem externa quanto
backflush do assento da agulha para a opgéo de Multilavagem).
Realize uma verificacdo visual e, se necessario, limpe os residuos de sal manualmente.
Remova substancias contaminantes com um solvente forte, por exemplo, acetonitrila pura.

Use a func¢ao de limpeza automatica para limpar o amostrador alternando a valvula de inje-
Gao repetidamente ao mesmo tempo.

e

Injection Valv

] Switch Injection Valve «

Mult-Wash Properti

[ Exscute Wash

Step Solvent Time[s] SeatBackFlush Needle \Wash
1 Off 0 O a
2 Off 0 i O
3 s1 30 O O
Flush Flow Pa

[ Flush Flow Path Duration 5| o

Be sure to set the composition and the flow of your pump accordingly before the
start of the action

Start Cancel

« Use sempre solvente de lavagem novo para a funcdo de backflush da agulha ou do assento.

+ Coloque o reservatorio de solvente de lavagem para lavagem da agulha ou backflush do
assento da agulha no gabinete de solventes.

Use um solvente adequado com base na amostra e nas propriedades de fase mavel.
A composigao do solvente de lavagem da agulha deve ser o solvente mais compativel em
termos de solubilizagdo (o diluente mais forte). A selecdo de solventes de lavagem faz parte do

desenvolvimento do método. Uma mistura de 50 — 100 % de solvente organico em agua
destilada é uma boa escolha para muitas aplicagdes.

+ Verifigue o trajeto de drenagem da saida da porta de lavagem para um recipiente de descarte.
+ Encha cada vial com solugéo de amostra suficiente para todas as injecoes.

Use somente frascos recomendados pela Agilent.

N&o encha muito os vials, encha cada vial somente até 90 %.

Use septos ja com fendas ao retirar grandes volumes ou varias vezes do mesmo vial.
+ Filtre, decante ou centrifugue a amostra para separar de solidos insoldveis.
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Recomendagdes para Amostradores

O solvente de amostra ndo deve conter particulas e, preferencialmente, deve ser sempre filtrado.

«  Tome cuidado para que os solventes de amostra correspondam o maximo possivel a fase
movel proposta.

Multilavagem

A opcédo de Multilavagem foi projetada para baixo carryover e pode ser instalada em qualquer
Multisampler da Agilent.

Esta opgéao reduz o carryover para amostras criticas, permitindo:
+ Alavagem da agulha externa com até trés solventes diferentes
« O backflush do assento com até trés solventes diferentes

O uso da opgao de Multilavagem n&o é recomendado com fases moveis que contém sal, pois o
sal se cristalizara na agulha e no assento da agulha. Devido ao caminho de fluxo da caixa hidrau-
lica da Multilavagem, quando o instrumento de medigao se mover para a posigao inicial antes da
injecéo, a fase movel saira da ponteira da agulha e podera cair no assento. Este comportamento
é esperado, independentemente das configuragdes de Limpeza do Caminho da Injegcdo e ndo
indica um vazamento.

Se a Multilavagem estiver instalada no sistema com fases moéveis contendo sal, para evitar o acu-
mulo de sal na agulha e no assento, recomenda-se lavar o Multisampler diariamente com agua
por 15 minutos e inspecionar visualmente a agulha e 0 assento. Se necessario, use um pano sem
fiapos com agua destilada para limpar manualmente a agulha, o assento e outras partes que
ainda contenham residuos de sal.

Quando a opgao de Multilavagem deve ser usada?

+ Se o sistema se destinar somente a aplicagdes de fase reversa e nenhum composto precipi-
tante estiver presente na fase movel.

+ Se o sistema se destinar a aplicacbes com fases moveis que contém sal, a opgdo de Multila-
vagem nao é recomendada. Se, contudo, a opgao estiver instalada, € possivel que ocorra cris-
talizacdo na agulha e no assento. As praticas a seguir devem ser seguidas:

Realize diariamente uma lavagem de 15 minutos com agua para remover residuos de sal.
Realize a lavagem externa da agulha e o backflush do assento.

Controle a ocorréncia de residuos de sal visualmente na agulha/assento/porta de lavagem.
Se necessario, limpe a agulha/assento/porta de lavagem manualmente.

Se estes procedimentos ndo forem seguidos, ocorrerao blogueios na agulha e no assento.

+ Se o sistema se destinar a ser alternado entre fases moéveis que contém sal E aplicagdes de
fase reversa, a opgao de Multilavagem néo é suportada. Existe um alto risco de que os resi-
duos de sal sejam continuamente liberados, podendo interferir com a cromatografia de fase
reversa ou até causar o entupimento do sistema.

Uma quantidade consideravel de solvente esta envelhecendo nas linhas dos caminhos de fluxo
de Multilavagem, o que poderia levar a um background elevado em medigbes de UV e MS alta-
mente sensiveis. Para mitigar isso, é recomendado purgar solventes em cada linha de Multilava-
gem em uso na porta de lavagem e na linha S1 (condigdo cromatografica inicial) para o assento
por pelo menos 5 minutos antes do inicio da analise de LC real.
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Recomendagdes para Bombas e Amostradores com Filtro em Linha Opcional

Recomendagdes para Bombas e Amostradores com Filtro
em Linha Opcional

Geralmente, o fator limitante da vida util para colunas UHPLC é a alta contrapresséo. Material par-
ticulado da amostra é coletado no frit da entrada da coluna, o que provoca um aumento da con-
trapressao até atingir o limite de presséo do sistema. E recomendado o uso do filtro em linha
para evitar obstru¢des no frit da coluna, especialmente quando a preparagao da amostra nao per-
mitir a filtragem ou for possivel a formagéo de precipitado na amostra.

Os moédulos a seguir podem ser equipados com um filtro em linha adicional:
«  Bombas quaterndrias (G7104A, G7104C, G4204A, G7131A, G7131C):
Conjunto do filtro em linha, material: ago inoxidavel (5067-5407)
Conjuntos de filtros em linha, Biocompativeis (5720-0003)
« Amostradores automaticos Agilent 1290 Infinity e 1290 Infinity Il (exceto G5668A):
Kit de filtro em linha do 1290 Infinity I (5067-6189)
Kit de filtro em linha do 1290 Infinity Il Bio (5720-0020)
Estes filtros em linha com um tamanho de poro nominal de 0,3 um protegem a coluna UHPLC
contra entupimentos filtrando o material particulado das amostras ou do sistema UHPLC.
Vantagens do filtro em linha:
* Volume interno muito pequeno
Volume de atraso com capilar rigido de 1,3 pL
Volume de atraso com capilar flexivel de 1,6 uL
+ Especificado para trabalhar a pressdes elevadas (pressdo operacional max. de 1300 bar)

E recomendado instalar o filtro em linha nas bombas para proteger o sistema a jusante de blo-
queios nNos seguintes casos:

« Quando as combinagdes de solvente usadas podem formar precipitados depois da mistura,

+ Ao executar aplicagées com buffers ou aditivos usando colunas com particulas de tamanhos
pequenos

Dicas gerais para uso efetivo do filtro em linha:

+ Filtrar os solventes antes de usar.

+ Seguir as melhores praticas.

+ Para as bombas G4204A, G7104A/C e G7131A/C, apligue o backflush no filtro da bomba
semanalmente (iniciar o Purgar o Filtro a partir do menu de contexto).

Danos a valvula

v Use 0 modo de lavagem do filtro somente se o filtro em linha estiver instalado, caso
contrério o pulso de pressao podera danificar a valvula multiuso.

+ Para os filtros em linha instalados no amostrador, troque o frit de filtro (Frit 0,3 um para filtro
em linha, pct. ¢/5 (5023-0271) ou Frit 0.3 um para filtro em linha, biocompativeis, 5/pac.
(5320-0022)) a cada 1000 inje¢Bes ou quando a pressao resultante aumentar em 15 %.

Consulte a Nota técnica G7167-90130 como referéncia adicional.
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Recomendagdes para Colunas

Recomendagdes para Colunas

+ Use as colunas apenas na direcao marcada.
+ Use sempre conexdes adequadas para a coluna especifica.
Colunas de fornecedores diferentes requerem conexdes de dimensdes diferentes.

Usar uma conexao incorreta pode resultar em dispersao de pico ou até mesmo danos a
coluna.

A Agilent recomenda o uso de conexdes InfinityLab para superar as incompatibilidades de
adaptagao ao usar colunas de fornecedores diferentes.

+ Sempre respeite os limites operacionais e de aplicagdo, conforme estabelecido no guia de
usudrio da coluna.

« Equilibre a coluna com 10 — 20 volumes de coluna antes de usar.

E aconselhavel fazer uma limpeza intermediéria com a fase mével da composicao correta
sem aditivos antes de equilibrar de acordo com o solvente final com aditivos.

+  Erecomendado o uso de uma coluna de protecdo para proteger sua coluna e aumentar sua
vida util.

O armazenamento de longo prazo de colunas deve sempre ser com o solvente de
armazenamento adequado. Para obter mais detalhes sobre a coluna em uso, consulte o Guia de
Usuario incluido no pacote da coluna.
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Recomendagdes para Detectores

Recomendagdes para Detectores

Ligar e desligar a lampada frequentemente
Vida atil da lampada reduzida

v Evite ligar/desligar a lampada desnecessariamente.

Existe um periodo de seguranga/tempo de espera até que uma lampada possa ser acesa
novamente depois de ter sido desligada.

+ Aguega a lampada durante, pelo menos, 1 h.

« Mantenha o ambiente e a temperatura ambiente estaveis para todos os modulos, especial-
mente para o detector.

N&o exponha o detector a luz solar direta.
Nao exponha o detector a muita corrente de ar do HVAC.

+ Instale uma valvula de alivio de presséo (n/p G4212-68001, ao usar detectores DAD G4212A/B
e G7117A/B/C ou n/p 0100-3150, ao usar detectores FLD) ao conectar um segundo detector
apos a célula cartucho Max-Light.

+ Use as linhas de descarte recomendadas para cada tipo de detector. Evite apertar o tubo de
descarte depois da saida da célula.

+ Certifigue-se de que a célula de fluxo do detector ndo contenha bolhas lavando-a com isopro-
panol ou outro solvente organico até que uma linha de base estavel seja alcangada.

* Apenas para detectores RI: limpe os lados de amostra e referéncia com novo solvente proprio
para a aplicagéo atual.

+ Limpe a célula de fluxo apds usar.
Use agua para HPLC para remover sais.
Use isopropanol para remover solventes organicos.

+ Antes de remover uma célula de fluxo para armazenamento, encha-a com isopropanol para
evitar o aparecimento de algas.
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Recomendagdes para Sistemas Biocompativeis e Bio-Inert

Recomendagdes para Sistemas Biocompativeis e Bio-Inert

+ Certifigue-se de que todos os consumiveis (conexdes, capilares, filtros em linha, colunas etc.)
sao bio-inert/biocompativeis.

Esteja ciente de que algumas colunas para aplicagdes relacionadas com produtos biologi-
COS possuem uma caixa de ago inoxidavel e podem introduzir ferro e outros ions de metal
no caminho de fluxo. Isso pode levar a adsorgdo de amostras suscetiveis, como nucleoti-

deos fosforilados. Neste caso, use colunas com revestimento PEEK.

+ ApOs usar o sistema com altas concentragbes de sal, lave-o extensivamente com agua para
evitar obstrugées causados pelos cristais de sal.

« Na&o é possivel garantir a operagao confidvel das bombas 1290 durante a analise se a pressédo
cair abaixo de 20 bar. Para obter os melhores resultados, a pressao deve estar constante-
mente a pelo menos 50 bar. Portanto, ao usar colunas que criam uma pressao resultante
fraca (<50 bar, tal como colunas SEC com sistemas LC 1290), instale uma Restrigdo Capilar
MP35N, 0.12 mm x 2 m (5005-0046) entre a bomba e 0 amostrador, para alcangar pelo menos
50 bar.

+ Seaopgao de Multilavagem estiver instalada, realize a lavagem diaria do Multisampler com
agua (consulte “Multilavagem” na pagina 15).

+ Paratodas as bombas quaternarias, siga as recomendaces para manter as MCGV livres de
cristais de sal, consulte “Recomendacdes para MCGV" na pagina 9

Os sistemas LC Bio-inert e Bio da Agilent nao devem estar sujeitos a passivagao ou outros
procedimentos similares

Eles podem causar danos irreversiveis as superficies internas do sistema

v Nao realize a passivagao ou processos similares em sistemas bio-inert e biocompativeis.

Procedimento de Lavagem

v" Este procedimento deve ser usado quando fases méveis que contém sal sdo usadas. Ele deve
ser realizado regularmente, pelo menos uma vez por semana, ou antes de um longo periodo
de espera ou desligamento, para remover os depositos de sal do caminho de fluxo e de super-
ficies em contato com os solventes. Como preparar o sistema para desligamento, consulte
“Desligar o Sistema” na pagina 7.

v 0 procedimento é obrigatorio para alternar de uma fase moével que contém sal para aplica-
¢Oes de fase reversa (ou quaisquer aplicagdes sendo executadas com alto teor orgénico),
onde a precipitacdo de sal pode ocorrer.

+ Lave a coluna com o solvente de armazenamento recomendado, certificando-se de que ele
seja compativel com a fase mével atual e que ndo causara precipitagéo.

+ Substitua a coluna por uma uniao, substitua o frasco de solvente que contém sal por um novo
frasco de agua para HPLC a temperatura ambiente.

+ Limpe o conjunto da parte superior do frasco usando panos sem fiapos para minimizar o car-
ryover da solugao salina restante para o novo frasco de agua.

+ Amostrador automatico: realize pelo menos 15 min de purga com dgua para remover todos 0s
residuos de sal de todas as linhas, tanto da lavagem da agulha quanto do backflush do
assento para a opgao de Multilavagem, controle a ocorréncia de residuos de sal visualmente
na agulha/assento/porta de lavagem e, se necessario, limpe manualmente a agulha/
assento/porta de lavagem.
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Informacgdes adicionais para as bombas 1290 Infinity e 1290 Infinity Il

+ Purgue todos os canais que bombearam buffer separadamente por pelo menos 10 min a
5 mL/min.

* Lave todo o caminho de fluxo do sistema com agua por pelo menos 10 min a 2 mL/min.
Durante esta etapa, alterne a posigéo da valvula de injegdo e da valvula de selegéo da coluna
(seinstalada) a cada T min e repita este processo até que todas as posi¢des tenham sido
selecionadas pelo menos 5 vezes.

+ Substitua a dgua por novos frascos de solvente para minimizar o carryover de sal.

Informacdes adicionais para as bombas 1290 Infinity e
1290 Infinity Il

Preparar a Bomba

As bombas Agilent 1290 Infinity e 1290 Infinity Il estdo equipadas com valvulas de purga automa-
tica. Isso habilita varias fungbes adicionais que ndo estéo disponiveis has bombas Agilent com
vélvulas de purga manual. E possivel preparar a bomba (definir pardmetros e iniciar as funcées
Purga, Condigdo ou Prime) com o software.

Purgar

Utilize a fungado Purgar para:
« Encher o sistema com um solvente novo ou diferente.
Certifique-se de que o novo solvente é miscivel com o solvente anterior.

Evite danos ao desgaseificador ou a bomba usando uma etapa intermédia com um sol-
vente comiscivel, se necessario.

+ Remover bolhas de ar nos tubos e cabegas de bomba.

Apds a bomba ter estado inativada durante algumas horas ou mais (o ar pode se ter difun-
dido pelas linhas de solvente).

Assim que o procedimento de purga terminar o modulo voltara automaticamente para condigoes
analiticas.

Condigao

Se microbolhas de ar persistirem na cabega da bomba, o desempenho da bomba podera ser
comprometido e a exatiddo/precisao de fluxo negativamente afetada. Isso pode ser visivel como
um aumento na pressao e/ou na variagdo da linha de base do detector. Um indicador confidvel
dessa situagdo é um valor do sinal de ajuste muito negativo, mas de crescimento lento (abaixo de
-1). Para remover o ar de forma eficiente, pode ser usada a funcdo Condicionar. Durante o condi-
cionamento, a bomba fornece fluxo ao sistema (coluna) e sdo usadas as configuragdes de
método usadas por ultimo, como o fluxo, a composigao e a pressao maxima. Nao é possivel rea-
lizar a analise da amostra durante o condicionamento.

Use uma taxa de fluxo (por exemplo, 1,5 mL/min), uma configuragédo de composigado (por exem-
plo, A: 50 % B: 50 %) e pressao resultante (> 200 bar) razodveis para garantir uma remogéo eficaz
das bolhas de todas as cabegas da bomba.

Boas praticas — Nota técnica 20



Informacgdes adicionais para as bombas 1290 Infinity e 1290 Infinity Il

Condicione a bomba caso vocé verifique:
+ Variagao excessiva da pressao.

+ Variagdo excessiva da composigado (ruido da linha de base/ruido de mistura - alteragées do
nivel de ruido com a composicdo), quando vocé estiver certo de que o tipo de solvente estd
definido corretamente e de que ndo ha evidéncias de vazamento na bomba.

O condicionamento pode ser necessario:
*  Apds um longo periodo de espera

«  Apos ficar sem solvente

+  ApOs manutengdo ou uma reparagao

Encher linhas de solvente vazias

Danos aos selos
v Use uma seringa ou a fungao Purgar para encher linhas de solvente vazias.

v Nao use o procedimento Prime para encher linhas de solvente vazias.

Prime

A funcdo Prime é Util se tiver entrado ar nas cabecas da bomba e o ar ndo puder ser removido
condicionando por 15 minutos. O modulo extrai o solvente a alta velocidade com todas as unida-
des de bomba simultaneamente e deixa-o na posigao de descarte da valvula de purga automa-
tica. Isso é realizado 20 vezes e ¢ desgastante para a valvula e para o selo do rotor. Portanto, isso
deve ser realizado somente como ultimo recurso antes de forgar o enchimento das cabegas da
bomba com uma seringa ou tentar consertar as cabecas da bomba.

Use a fungado Prime para:

+ Liberar uma valvula potencialmente blogueada.

As funcdes descritas podem ser acionadas a partir da interface de driver:
* 1290 Infinity e 1290 Infinity I

Para as configuragdes de parametros, consulte a Figura 3 na pagina 11.

Quat. Pump e

®on Goff EMFQ)
1. AL
—

=1
10000 000 0.000 =+ Contral.

Tﬂ:ﬂ Method...

0.00 0.00 Identify Device
g Switch On
@ Bottle Fillings..
2. Purge On
Prime On
Conditioning On

Flush Filter Cn

Figura8  Preparar a bomba (1290 Infinity).

1. Cligue com o boté&o direito no painel do médulo

2. Selecione a fungdo apropriada para iniciar o procedimento
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Informacoes adicionais para as bombas 1290 Infinity e 1290 Infinity Il

O menu de contexto Preparar Bomba, otimizado pelo usuario, substitui o menu classico:

+  Bombas 1290 Infinity Il

Quat. Pump ? M

®on Goff EMF()

1. @ t;

100.00 0.00 0.000nf —~
-+ Control..

@ 0.004 fIZ Method..
0.00

o.00 Identify Device

g Switch On

@ Bottle Fillings...

2 I Prepare Pump...I

Flush Filter Cn

Seal Wash Prime

: Preparz Pump - O X

Purge

Use for changing mobile phases. drawing solvent or for removing air bubbles .
Duration: 200 7 min Composition &: | 2500 7| %
Flow: 2000 7 mLimin CompesitionB: | 2500 7| %

Composition C: | 2800 ©| %

Comgezition 0: | 2500 | %

Conditioning

-

Figura9  Preparar a bomba (bombas 1290 Infinity II)

Help

1. Cligue com o botao direito no painel do médulo

Selecione Preparar Bomba...

Selecione o procedimento e preencha os parametros adequados

Howo™

Cligue em Iniciar para executar o procedimento selecionado
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Aplicativo InfinityLab HPLC Advisor Agilent

O aplicativo InfinityLab HPLC Advisor Agilent oferece um pacote de ferramentas Uteis para ajudar
na sua rotina de trabalho em HPLCs, nao importa se vocé esta proximo ou longe do instrumento.
Essas ferramentas funcionam para todos os instrumentos HPLC, independentemente da marca e
do modelo.

E possivel baixa-lo com seu celular de uma das seguintes maneiras:

* Ao procurar por "HPLC Advisor" diretamente no Google Play ou Apple Store

+ Abrindo os seguintes links
Google Play: https://play.google.com/store/apps/details?id=com.agilent.hplcadvisor
Apple App Store: https://apps.apple.com/app/hplc-advisor/id1566882318

+ Digitalizar o seguinte cédigo QR (funciona tanto para Android quanto para i0OS)

www.agilent.com

© Agilent Technologies Inc. 2016-2022 ‘e’ =
Edigdo: 09/2022 B S Agllent
o ° %

N° doc.: SD-29000198 Rev. E



	Tarefas Comuns
	Como lidar com solventes
	Como preparar amostras
	Como limpar o sistema

	Tarefas Diárias/Semanais
	Inicializar/Desligar o Sistema
	Inicializar o Sistema
	Desligar o Sistema

	Recomendações para Desgaseificadores
	Recomendações para Bombas
	Recomendações para MCGV
	Lavagem do selo (uso obrigatório quando instalada)
	Lavagem do selo (G4204A, G4220A, todas as bombas 1260)
	Lavagem do selo (G7104A, G7104C, G7120A, G7131A, G7131C e G7132A)

	Recomendações para Amostradores
	Multilavagem

	Recomendações para Bombas e Amostradores com Filtro em Linha Opcional
	Recomendações para Colunas
	Recomendações para Detectores
	Recomendações para Sistemas Biocompatíveis e Bio-Inert
	Informações adicionais para as bombas 1290 Infinity e 1290 Infinity II
	Preparar a Bomba
	Aplicativo InfinityLab HPLC Advisor Agilent


