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This booklet provides general information for all InfinityLab
Poroshell 120, ZORBAX, Pursuit, and Polaris normal-phase
and HILIC columns. Initial sections include information for both

normal-phase and HILIC columns. Because some method
parameters and column care instructions are different for HILIC
versus normal phase, those sections are broken out separately
in the last few pages. For additional information about your
specific column or family,

see www.agilent.com/chem/columnchoices

Getting Started

A QC Column Performance Report, including a test chromatogram,
comes with every Agilent column. The QC test instrument is modified
(optimized) from a standard instrument to minimize extra column
volume, so it may vary from the system used in your lab. This allows a
better evaluation of the column and assures a more consistent product.
An LC system, optimized for low volume columns, will generate similar
results to the chromatogram on your QC Performance Report.
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Installation
« The direction of flow is marked on the column.

* 1.8 pm columns (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) can only be
operated in the flow direction marked on the column.

« Poroshell 120 columns may be operated in the opposite flow direction when
cleaning the column. The frit porosity on the outlet of Poroshell 120 columns is
smaller than on the inlet and can plug more easily.

« Agilent recommends InfinityLab Quick Connect fittings (5067-5961 for
0.075 x 105 mm) or Quick Turn fittings (5067-5966) for a perfect column
connection, every time. Polyketone fittings (5042-8957) can also be used for

columns up to 600 bar.

Polyketone fitting, p/n Agilent 1200 bar removable fitting, p/n
5042-8957 5067-4733

Important Safety Considerations for all LC Columns

« All connection points in LC systems are potential sources of leaks. Users should
be aware of the toxicity or flammability of their mobile phases.

* Because of the small particle size, dry column packings are respirable. Columns
should only be opened in a well-ventilated area.

« Adhere to operating pressure limits noted for each column (see chart on next
page). Exceeding these limits will compromise chromatographic performance
and could be unsafe.



Maximum Operating Pressures — Columns up to 9.4 mm id

Column Type Particle Size Pressure Limit
Poroshell 120 1.9 um 1300 bar (19500 psi)
Poroshell 120 2.7 ym, 4 ym 600 bar (9000 psi)
Z0RBAX Rapid Resolution 1.8 um 1300 bar (19500 psi)
High Definition (RRHD)

Z0RBAX Rapid Resolution 1.8 um 600 bar (9000 psi)

High Definition (RRHT)

All other ZORBAX, Pursuit, 3.0 ym, 3.5 ym, 5 um, 400 bar (6000 psi)
Polaris 10 pm

Column Usage Tips

* Modern columns are robust and are designed to operate for long periods under
normal chromatographic conditions. You can maximize column lifetime by running
it within specifications. Always review the specifications before putting in place a
final method.

* While generally not harmful to the column, reverse flow should be avoided except
to attempt to clear a clogged frit (see “Installation” for exceptions).

* Always use high purity reagents and chromatography grade solvents or better to
prepare your mobile phase.

* Disassembling a column will degrade column performance.

= New columns contain a mixture of organic solvents. See your QC Performance
Report for the solvent composition in your column. Initially, care should be taken
not to pass any mobile phase through the column that may cause a precipitate or
an emulsion to form.

* Agilent normal-phase columns are compatible with water and all common
organic solvents.
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« The use of a guard column is recommended to protect your column and increase
its lifetime.

* Columns should not be maintained at high pH or elevated temperature when not
in use.

« Avoid use of this column outside recommended pH range for column phase (see
next page). Expect reduced lifetime when operating outside the recommended
pH and temperature ranges.

Tips for Getting the Best Chromatographic Results

« Optimize your instrument by minimizing tubing lengths between components to
reduce extra column volume and band broadening. Use 0.12 mm id red or 0.075
mm id black tubing for Fast LC/high efficiency columns. Learn about capillary
options at www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

* When using normal-phase columns, ensure that your LC instrument's rotor seals,
pump seals, tubing, and all other components are compatible with normal-phase
solvents.

« Make sure your data collection rate is optimized for your column. Use a higher
collection rate for Fast LC columns (Poroshell 120, RRHT and RRHD).

« Use Agilent certified lamps in your LC instruments for best performance.

« Use sample filtration or other sample prep as appropriate for your sample. Learn
more at www.agilent.com/chem/sampleprep

e

If you are using Poroshell 120 or ZORBAX RRHT or RRHD
columns, use a Fast Guard for UHPLC to protect your analytical column.
See www.agilent.com/chem/fastguards for more information.



WORKING WITH NORMAL-PHASE COLUMNS

Every normal-phase column is tested before shipment and shipped in a normal-
phase test eluent, with the exception of ZORBAX Eclipse XDB-CN and, Poroshell
120 EC-CN which are shipped in reversed-phase solvents and Poroshell 120
HILIC and ZORBAX HILIC Plus which are shipped in HILIC solvents. ZORBAX
carbohydrate columns are shipped in acetonitrile. Care should be taken to make
sure the column has been properly equilibrated prior to use. This will ensure
reproducibility from analysis to analysis and help prevent retention time drifting.

Normal-Phase Column Operating Parameters:
pH and Temperature

Recommended  Maximum Suggested
pH Range Operating Operating
Temperature Temperature
Poroshell 120 EC-CN = pH 2.0 t0 8.0 60 °C 30°C
Z0RBAX Eclipse pH1.0t09.0 60 °C 30°C
XDB-CN
Z0RBAX CN pH2.0t08.0 60 °C 30°C
Z0RBAX pH2.0t08.0 60 °C 30°C
Carbohydrate
Z0RBAX NH, pH2.0t0 7.0 60 °C 30°C
Polaris NH, pH2.01t0 8.0 60 °C 30°C
Z0RBAX Rx-SIL, pH1.0t08.0 Limited only by the
ZO0RBAX SIL temperature limits of
the mobile phase
Polaris Si-A pH2.0t0 8.0 60 °C 30°C
Pursuit XRs Si pH2.0t08.0 60 °C 30°C
Poroshell 120 HILIC, ' pH1.0t0 8.0 Limited only by the
ZORBAX HILIC Plus temperature limits of

the mobile phase

Operating at extreme ends of pH and temperature ranges will have a significant impact
on column lifetime.
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Note: All silica-based packings have some solubility in pH >6 aqueous mobile
phases. When using silica-based columns at pH >6, best column lifetime is
obtained at lower temperatures (40 °C Max) using low buffer concentrations in the
range of 0.01 to 0.02 M.

Normal-Phase Column Method Development Notes

The stationary phase is polar in nature and is best used with nonpolar mobile
phases such as methylene chloride/hexane or isopropanol/hexane mixtures.
Increasing the amount of the polar component in these mixtures typically reduces
the retention time of the sample.

Column Type Method Development Notes

Z0RBAX NH, Many column volumes of mobile phase are necessary

Polaris NH, for equilibration to occur after changes in mobile phase
composition. The number of column volumes required
depends on the system in use and can be as high as
50 to 100 column volumes.

ZO0RBAX Rx-SIL Unbonded silica columns are very sensitive to trace
Z0RBAX SIL amounts of water in solvents and sample, so care
Pursuit XRs Si must be taken to maintain consistency for method
Polaris Si-A reproducibility. When gradient elution is employed, both

primary and secondary solvents should be modified
with alcohol or acetonitrile and at least 30 columns of
solvent should be allowed to flow through the column
after completion of each run.

When switching between solvents, first rinse the
column with a mutually miscible solvent such as
isopropyl alcohol.

Poroshell 120 EC-CN Poroshell 120 EC-CN and ZORBAX Eclipse XDB-CN
ZORBAX Eclipse XDB-CN | columns are shipped with reversed-phase solvents, but can
ZORBAX CN also be used in normal-phase applications after flushing

with isopropanol.

Retention decreases as the polarity of the mobile phase
increases.

The rapid equilibration of this bonded phase with mobile
phase often makes it more convenient to use this column
than a silica column, especially for gradient elution.



Cleaning Your Column/Extending Column Life:
Normal-phase Columns

For normal phase, we recommend use of organic solvents. Use at least 20 column
volumes of each solvent, which is 50 mL if your column is the traditional analytical
4.6 x 250 mm. Try these solvents in order of increasing strength:

1. 50% methanol: 50% chloroform
2.100% ethyl acetate

Cleaning a column used in normal-phase mode may depend on the sample type. If
these solvents do not work, contact Agilent so we can recommend a solvent that
may be more effective with your application and sample matrix.

Storage Recommendations: Normal-Phase Columns

Normal-phase columns can typically be stored in their own mobile phase for long
periods. Before storing the column, the end-fittings should be tightly capped with
end-plugs to prevent the packing from drying out.

WORKING WITH HILIC COLUMNS

HILIC is a method used for the separation of polar analytes inadequately retained
on typical reversed-phase columns. Agilent ZORBAX HILIC Plus and Poroshell 120
HILIC columns are non-bonded silica columns, shipped in acetonitrile:water or
acetonitrile and ready to use for HILIC separations. ZORBAX Carbohydrate columns
are shipped in acetonitrile also ready for use in HILIC mode. Like normal-phase
columns, HILIC columns require more equilibration than reversed-phase columns.
Note that NH2, unbonded silica and CN columns can also be used for HILIC
applications. To change these columns to HILIC mode, flush first with isopropyl
alcohol.



ENGLISH

HILIC Column Operating Parameters

Column Name pH Range Maximum Suggested
Temperature Temperature

Z0RBAX HILIC Plus pH1.0t080 | 40°C 30°C
Poroshell 120 HILIC
Z0RBAX Carhohydrate pH20t08.0 @ 40°C 30°C

Operating at extreme ends of pH and temperature ranges will have a significant impact
on column lifetime.

HILIC Method Development Notes

ZORBAX HILIC Plus Most common HILIC applications are for the analysis of
Poroshell 120 HILIC polar compounds that are unretained or poorly retained
on reversed-phase columns.

Best to equilibrate the column with 30-40% water in
acetonitrile before use.

Equilibration may require 20-50 column volumes.

A typical mobile phase is acetonitrile:water with an
acetate or formate buffer at 5-10 mM. Increasing buffer
concentration can improve peak shape and retention.
Decrease the aqueous/buffer component to increase
retention.

As acetonitrile content of the mobile phase increases, the resolution of the sugars
may improve, with an accompanying increase in analysis time. The typical range
for the mobile phase is 60% to 75% acetonitrile. Resolution may be improved when
column temperature is above room temperature. Operation at 30 °C or 35 °C may
give better resolution of a carbohydrate mixture.

Operating Guidelines: HILIC

« Agilent HILIC columns are shipped containing acetonitrile:water or
acetonitrile.

« Agilent HILIC columns are compatible with water and all common organic
solvents.

« All silica has some solubility in pH >6 aqueous mobile phases. Solubility of the
silica is also increased at elevated temperatures. Using the columns above pH
6 and 40 °C will reduce the column lifetime.



Cleaning Your Column/Extending Column Life:

HILIC Columns

Samples should be filtered before injecting on the column. This is particularly
important for the ZORBAX RRHD HILIC Plus column, as the column inlet frit is
nominally 0.5 um and samples should be filtered through a 0.2 ym sample filter.
If solvent flow appears to be restricted (unusually high column backpressure),
check first to see that solvent flow is unobstructed up to the column inlet. If the
restriction is prior to the column, replace the appropriate piece of tubing or filter
that is plugged. If the column is plugged, Poroshell 120 HILIC can be backflushed
with 20-30 column volumes of mobile phase. The RRHD HILIC column cannot be
backflushed. To remove strongly-retained materials from the column, flush the
column with a strong solvent which in HILIC mode, is water.

Storage Recommendations: HILIC Columns

Acetonitrile:water (95:5) is recommended as the long-term storage solvent for
HILIC columns. It may be necessary to flush the column with acetonitrile:water
(60:40) to remove strongly-retained compounds prior to switching to the storage
solvent. Before storing the column, tightly cap the end fittings with the end plugs
to prevent the packing from drying out. Columns may be safely stored for short
periods in most HILIC mobile phases. However, to protect equipment, it is best
to remove salts from the instrument and column by purging the column with the
same mobile phase without the buffer (for example, using 90:10 ACN:H,0 to
remove a 90:10 ACN:0.01M formate buffered mobile phase). Re-equilibration is
faster with the original mobile phase when using this approach, but several (3 to
6) injections should be made to verify column equilibration.
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Diese Broschiire enthalt allgemeine Informationen zu

allen InfinityLab Poroshell 120-, ZORBAX-, Pursuit- und
Polaris-Normalphasen- und HILIC-S&ulen. Die einleitenden
Abschnitte enthalten Informationen zu Normalphasen-
und HILIC-Saulen. Da manche Methodenparameter und
Saulenpflegeanweisungen fiir HILIC und Normalphase
unterschiedlich sind, gibt es hierzu separate Abschnitte
auf den letzten Seiten. Zusétzliche Informationen tber lhre
spezifische Séule finden Sie unter
www.agilent.com/chem/columnchoices

Erste Schritte

Jeder Agilent Saule liegt ein QC-Saulentestreport mit
Testchromatogramm bei. Bei dem QC-Testsystem handelt es sich
um ein optimiertes Standardsystem, um das Totvolumen im System
zu minimieren. Es kann also von dem in lhrem Labor verwendeten
System abweichen. Die Séule kann so besser evaluiert und eine
konsistente Produktqualitat sichergestellt werden. Ein fiir Saulen
mit niedrigem Volumen optimiertes LC-System liefert dhnliche
Ergebnisse wie das Chromatogramm in Ihrem QC-Testreport.


www.agilent.com/chem/columnchoices

Installation
« Die Flussrichtung ist auf der Séule angegeben.

*1,8-pm-Séulen (ZORBAX RRH, ZORBAX RRHD) konnen nur in der
auf der Saule angegebenen Flussrichtung verwendet werden.

« InfinityLab Poroshell 120-Saulen kénnen zur Reinigung der Saule mit
umgekehrter Flussrichtung betrieben werden. Die Fritte am Auslass der
InfinityLab Poroshell 120-Séulen hat eine niedrigere PorengroRe als die
Einlassfritte und kann leichter verstopfen.

« Agilent empfiehlt InfinityLab Quick Connect-Fittings (5067-5961 fir
0,075 x 105 mm) oder Quick Turn-Fittings (5067-5966) firr eine perfekte
Saulenverbindung, jederzeit. Polyketon-Fittings (5042-8957) kénnen bei bis zu
600 bar ebenfalls fiir die Saulen verwendet werden.

Polyketon-Fitting, Agilent austauschbares Fitting, Agilent Quick Connect
Artikelnummer 5042-8957 1200 bar, Artikelnummer Fitting, Artikelnummer
5067-4733 5067-5961

Wichtige Sicherheitshinweise zu allen LC-Saulen

* Alle Anschlusspunkte in LC-Systemen sind potenzielle Quellen von Leckagen.
Benutzer sollten daher die Toxizitat bzw. Brennbarkeit ihrer mobilen Phasen
kennen.

« Da aufgrund der kleinen PartikelgrdRe die Gefahr des Einatmens von
Saulenpackungsmaterial besteht, sollten die Saulen nur in gut beltfteten
Raumen geoffnet werden.

« Halten Sie die spezifischen Saulendruckgrenzwerte ein (siehe Diagramm
auf néchster Seite). Eine Uberschreitung dieser Werte beeintrachtigt die
Chromatographieleistung und kann gefahrlich sein.



DEUTSCH

Maximaler Druck — S&ulen bis zu 9,4 mm ID

RETTENLT PartikelgroRe Druckgrenzwert
InfinityLab Poroshell 120 1.9 um 1300 bar (19 500 psi)
InfinityLab Poroshell 120 2,7um, 4 ym 600 bar (9000 psi)
Z0RBAX Rapid Resolution 1.8 um 1300 bar (19 500 psi)
High Definition (RRHD)

Z0RBAX Rapid Resolution 1.8 um 600 bar (9000 psi)
High Definition (RRHT)

Alle anderen ZORBAX, 3,0 ym, 3,5 um, 5 um, 400 bar (6000 psi)
Pursuit, Polaris 10 pm

Rx, Metasil, Monochrom, 3,0 ym, 3,5 um, 5 pum, 400 bar (6000 psi)
Microsorb 10 pm

Tipps zur Saulennutzung

* Moderne Saulen sind robust und ftir den langfristigen Einsatz unter normalen
chromatographischen Bedingungen konzipiert. Die Lebensdauer der Séule kann
durch Betrieb innerhalb der Spezifikationen maximiert werden. Beachten Sie stets
die Spezifikationen, bevor Sie eine endgiiltige Methode wahlen.

« Die Verwendung der Séule entgegen ihrer Flussrichtung sollte vermieden werden,
auler bei dem Versuch, die verstopften Fritten zu sdubern (Ausnahme siehe
JInstallation”).

= lerwenden Sie fir die Vorbereitung der mobilen Phase immer Reagenzien mit
hoher Reinheit und Losungsmittel in Chromatographiequalitét.

« Der Aufschrauben einer Saule kann zu einer Beeintrachtigung der Saulenleistung
fihren.

* Neue Saulen enthalten ein Gemisch organischer Losungsmittel. Die
Losungsmittelzusammensetzung in Ihrer Saule finden Sie im QC-Testreport. Es
sollte darauf geachtet werden, dass keine mobile Phase durch die Saule geleitet
wird, die zu einer Niederschlagsbildung oder Emulsion fihren kann.

« Agilent Normalphasensaulen sind mit Wasser und allen gangigen organischen
Losungsmitteln kompatibel.

* Die Verwendung einer Vorsaule wird zum Schutz der Saule und zur Verlangerung
ihrer Lebensdauer empfohlen.



« Zurzeit nicht benutzte Saulen sollten nicht bei hohen pH-Werten oder erhohten
Temperaturen aufbewahrt werden.

= lermeiden Sie die Nutzung einer Saule auBerhalb des fiir die Saulenphase
empfohlenen pH-Bereichs (siehe nachste Seite). Die Lebensdauer verkiirzt
sich, wenn die Séule auBerhalb der empfohlenen pH- und Temperaturbereiche
betrieben wird.

Tipps fiir beste chromatographische Ergebnisse

* Optimieren Sie Ihr LC-System, indem Sie die Langen der Kapillaren zwischen
den Modulen minimieren, um Extrasaulenvolumen und Bandenverbreiterung
2u reduzieren. Verwenden Sie rote Kapillaren mit einem Innendurchmesser von
0,12 mm oder schwarze Kapillaren mit einem Innendurchmesser von 0,075 mm
fiir Fast-LC-/Hocheffizienzsaulen. Weitere Informationen zu Kapillaren erhalten Sie
unter www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

« Achten Sie bei der Verwendung von Normalphasensaulen darauf, dass
Rotordichtungen, Pumpendichtungen, Kapillaren und alle weiteren Komponenten
des LC-Systems mit Normalphasen-Losungsmitteln kompatibel sind.

« Stellen Sie sicher, dass die Datenerfassungsrate fiir Ihre Saule optimiert ist.
Verwenden Sie fiir Fast-LC-Saulen (InfinityLab Poroshell 120, RRHT und RRHD)
eine hohere Datenerfassungsrate.

« \lerwenden Sie fiir eine optimale Leistung Agilent-zertifizierte Lampen in lhren
Fliissigkeits-Chromatographiegeraten.

« Filtrieren Sie lhre Probe oder fiihren Sie eine fir Ihre Probe geeignete andere
Probenvorbereitung durch. Weitere Informationen finden Sie unter
www.agilent.com/chem/sampleprep.

Wenn Sie Infinitylab Poroshell 120- oder ZORBAX RRHT- oder RRHD-
Séulen einsetzen, verwenden Sie eine Fast Guard-Vorséule fiir
UHPLC, um Ihre analytische Séule zu schitzen. Weitere Informationen
finden Sie unter www.agilent.com/chem/fastguards.


www.agilent.com/chem/lccapillaries
www.agilent.com/chem/sampleprep
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ARBEITEN MIT NORMALPHASENSAULEN

Jede Normalphasensaule wird vor der Lieferung getestet und in einem
Normalphasen-Testeluent versandt, ausgenommen Saulen der Typen ZORBAX
Eclipse XDB-CN und InfinityLab Poroshell 120 EC-CN, die in Umkehrphasen-
Losungsmitteln versendet werden, sowie InfinityLab Poroshell 120 HILIC und
Z0RBAX HILIC Plus, die in HILIC-Losungsmitteln versendet werden. ZORBAX
Carbohydrate-Saulen werden in Acetonitril versendet. Es muss unbedingt darauf
geachtet werden, dass die Saule vor der Verwendung ordnungsgemaR aquilibriert
wurde. Dies stellt die Reproduzierbarkeit von Analyse zu Analyse sicher und
verhindert Abweichungen bei der Retentionszeit.

Betriebsparameter von Normalphasensaulen:
pH-Wert und Temperatur

Phase Empfohlener Maximale Vorgeschlagene
pH-Bereich Betriebstemperatur Betriebstemperatur

InfinityLab pH 2,0 bis 8,0 60 °C 30°C

Poroshell 120

EC-CN

Z0RBAX Eclipse | pH 1,0 bis 9,0 60 °C 30°C

XDB-CN

Z0RBAX CN pH 2,0 bis 8,0 60 °C 30°C

Z0RBAX pH 2,0 bis 8,0 60 °C 30°C

Carbohydrate

Z0RBAX NH, pH 2,0 bis 7,0 60 °C 30°C

ZORBAX Rx-SIL,  pH 1,0 bis 8,0 Nur durch die

ZORBAX SIL Temperaturbegren-

zungen der mobilen
Phase eingeschrénkt

Pursuit, pH 2,0 bis 8,0 60 °C 30°C
Polaris, Metasil,

Monochrom,

Microsorb

InfinityLab pH 1,0 bis 8,0 Nur durch die

Poroshell 120 Temperaturbegren-

HILIC, ZORBAX zungen der mobilen

HILIC Plus Phase eingeschrankt

Der Betrieb der Saule im Bereich der pH- und Temperaturgrenzwerte hat
signifikanten Einfluss auf die Lebensdauer der Saule.



Hinweis: Alle Packungen auf Kieselgel-Basis weisen in wéssrigen mobilen Phasen
mit einem pH-Wert >6 eine gewisse Léslichkeit auf. Falls Sie dennoch Saulen auf
Kieselgel-Basis bei einem pH-Wert >6 verwenden, dann erhalten Sie eine langere
Lebensdauer, wenn eine niedrigere Temperatur (max. 40 °C) und niedrigere
Pufferkonzentrationen zwischen 0,01 bis 0,02 M verwendet werden.

Hinweise zur Methodenentwicklung fiir Normalphasensaulen

Die stationare Phase ist polar und wird am besten mit nicht polaren mobilen Phasen
wie Methylenchlorid/Hexan- oder Isopropanol/Hexan-Gemische verwendet.

Ein hoherer Anteil an der polaren Komponente in diesen Gemischen verkirzt
normalerweise die Retentionszeit der Probe.

Saulentyp Hinweise zur Methodenentwicklung

Z0RBAX NH, Zur Aquilibrierung sind nach dem Wechsel der Zusammensetzung

Polaris NH, der mobilen Phase einige Saulenvolumina notwendig. Die Anzahl
der erforderlichen Saulenvolumina hangt vom verwendeten
System ab und kann bis zu 50 bis 100 Saulenvolumina betragen.

ZORBAX Rx-SIL Nicht gebundene Séulen auf Kieselgel-Basis reagieren sehr
Z0RBAX SIL empfindlich auf Wasserspuren in Lasungsmitteln und der Probe.
Pursuit XRs Si Dies sollte beachtet werden, damit die Reproduzierbarkeit der
Polaris Si-A Methode beibehalten wird. Bei Einsatz einer Gradientenelution

sollten sowohl primére als auch sekundére Losungsmittel

mit einem Alkohol oder Acetonitril modifiziert werden und
mindestens 30 Saulenvolumina Losungsmittel sollten nach
Abschluss jeder Analyse durch die Saule flieRen.

Spulen Sie beim Wechsel der Lésungsmittel die Saule zuerst mit
einem beidseitig mischbaren Losungsmittel wie Isopropylalkhol.

InfinityLab Poroshell InfinityLab Poroshell 120 EC-CN- und ZORBAX Eclipse
120 EC-CN XDB-CN-Saulen werden mit Umkehrphasen-Losungsmitteln
ZORBAX Eclipse versandt, knnen nach dem Spilen mit Isopropanol aber auch
XDB-CN ZORBAX CN in Normalphasenanwendungen verwendet werden.
Die Retention nimmt in dem MaR ab, in dem die Polaritat der
mobilen Phase zunimmt.
Die schnelle Aquilibrierung dieser gebundenen Phase mit
der mobilen Phase macht es oft einfacher, diese Saule
anstatt Saulen auf Kieselgel-Basis zu verwenden, speziell fiir
Gradientenelution.

Microsorb Si
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Reinigen lhrer Saule/Erweitern der Saulenlebensdauer:
Normalphasensaulen

Fir die Normalphasensaulen empfehlen wir den Einsatz organischer Losungsmittel.
Verwenden Sie mindestens 20 Saulenvolumina jedes Losungsmittels, zum Beispiel
50 ml fiir eine Gbliche analytische Saule mit den Dimensionen 4,6 x 250 mm.
Versuchen Sie es mit diesen Losungsmitteln:

1.50 % Methanol: 50 % Chloroform
2.100 % Ethylacetat

Das Reinigen einer im Normalphasenmodus verwendeten Saule kann vom
Probentyp abhangen. Falls diese Losungsmittel nicht funktionieren, wenden Sie sich
an Agilent, sodass wir ein Losungsmittel empfehlen konnen, das in Verbindung mit
Ihrer Anwendung und Probenmatrix vielleicht wirksamer ist.

Empfehlung zur Lagerung: Normalphasenséaulen
Normalphasensaulen kannen in der Regel langfristig in ihren eigenen
mobilen Phasen gelagert werden. Vor der Lagerung der Saule sollten die
Endverschraubungen fest mit Endverschliissen verschlossen werden, um ein
Austrocknen der Packung zu verhindern.

ARBEITEN MIT HILIC-SAULEN

HILIC ist eine Methode zur Trennung polarer Analyten, fiir die typische
Umkehrphasenséulen unzureichende Ergebnisse liefern. Agilent ZORBAX HILIC
Plus und InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Séulen sind nicht gebundene Saulen auf
Kieselgel-Basis, die in Acetonitril:\WWasser oder Acetonitril versandt werden und zur
Nutzung fiir HILIC-Trennungen bereit sind. ZORBAX Carbohydrate-Saulen werden
in Acetonitril versandt und sind ebenfalls zur Verwendung fiir HILIC-Trennungen
bereit. Wie Normalphasensaulen erfordern HILIC-Saulen mehr Aquilibrierung

als Umkehrphasensaulen. Beachten Sie, dass NH,-, nicht gebundene Kieselgel-
und CN-Saulen auch fir HILIC-Anwendungen verwendet werden konnen.

Um diese Saulen fiir den HILIC-Modus zu verandern, spiilen Sie sie zuerst mit
Isopropylalkohol.



HILIC-Séaulenparameter

Saulenname pH-Bereich Maximale Vorgeschlagene
Temperatur Temperatur

Z0RBAX HILIC Plus pH1,0bis80 | 40°C 30°C

InfinityLab Poroshell 120

HILIC

Z0RBAX Carbohydrate pH 2,0 bis 8,0 40 °C 30°C

Der Betrieb der Saule im Bereich der pH- und Temperaturgrenzwerte hat
signifikanten Einfluss auf die Lebensdauer der Saule.

Hinweise zur HILIC-Methodenentwicklung

ZORBAX HILIC Plus HILIC-Anwendungen werden vor allem zur Analyse polarer
InfinityLab Poroshell 120 Verbindungen verwendet, die auf Umkehrphasensaulen
HILIC unzureichende Ergebnisse erzielen.

Aquilibrieren Sie vor der ersten Analyse Ihre Saule mit
Acetonitril, das mit 30-40 % Wasser verdiinnt wurde.

Die Aquilibrierung kann 20-50 Saulenvolumen erfordern.

Eine typische mobile Phase besteht aus Acetonitril:\Wasser
mit einem 5-10 mM Acetat- oder Formiatpuffer. Eine
Erhoung der Pufferkonzentration kann Peakformen

und Retention verbessern. Setzen Sie die wassrige/
Pufferkomponente herab, um die Retention zu steigern.

Wird der Acetonitrilanteil der mobilen Phase erhoht, kann sich die Auflosung fiir
Zucker verbessern, wobei auch die Analysedauer zunimmt. Der tbliche Bereich fur
die mobile Phase liegt zwischen 60 % und 75 % Acetonitril. Die Auflosung kann sich
verbessern, wenn die Sulentemperatur tiber der Raumtemperatur liegt. Werden die
Saulen bei 30 °C oder 35 °C betrieben, kann dies zu einer besseren Auflosung von
Kohlehydratgemischen fihren.

Betriebsrichtlinien: HILIC

« Agilent HILIC-Saulen werden in Acetonitril:Wasser oder Acetonitril
versandt.

« Agilent HILIC-S&ulen sind mit Wasser und allen gangigen organischen
Losungsmitteln kompatibel.

« Alle Packungen auf Kieselgel-Basis sind in wassrigen mobilen Phasen
mit einem pH-Wert >6 in gewissem Umfang léslich. Die Loslichkeit
des Kieselgels wird auch durch erhohte Temperaturen gesteigert. Bei
Verwendung der Saule tiber pH 6 und tber 40 °C wird die Lebensdauer
der Séule reduziert.



DEUTSCH

Reinigen lhrer Saule/Erweitern der Saulenlebensdauer:
HILIC-Séulen

Proben sollten vor Injektion in die Saule gefiltert werden. Dies ist fiir die
ZORBAX RRHD HILIC Plus-Séule besonders wichtig, da die Einlassfritte
der Saule nominell 0,5 ym aufweist. Die Proben sollten daher durch
einen 0,2-pm-Probenfilter gefiltert werden. Wenn der Losungsmittelfluss
anscheinend behindert wird (ungewahnlich hoher Saulenriickdruck),
berpriifen Sie zuerst, ob der Losungsmittelfluss bis zum Sauleneinlass
blockiert ist. Wenn die Blockade vor der Séule liegt, ersetzen Sie die
entsprechende verstopfte Kapillare bzw. den Filter. Wenn die Saule verstopft
ist, kann InfinityLab Poroshell 120 HILIC mit 20-30 Saulenvolumen der
mobilen Phase riickgespiilt werden. Die RRHD HILIC-S&ule kann nicht
riickgesplt werden. Um eventuelle Verunreinigungen aus der Saule zu
entfernen, spilen Sie die S&ule mit einem starken Losungsmittel, im
HILIC-Modus mit Wasser.

Empfehlung zur Lagerung: HILIC-Sé&ulen

Acetonitril:Wasser (95:5) wird fir HILIC-Saulen als Losungsmittel zur
langfristigen Lagerung empfohlen. Unter Umstanden muss die Saule

mit Acetonitril:Wasser (60:40) gespiilt werden, um vor dem Wechsel

zum Lagerungslosungsmittel eventuelle Verunreinigungen zu entfernen.
Vor der Lagerung der Saule sollten die Endverschraubungen fest

mit Endverschliissen verschlossen werden, um ein Austrocknen der
Séulenpackung zu verhindern. Kurzfristig konnen Saulen in den meisten
mobilen HILIC-Phasen gelagert werden. Zum Schutz sollten jedoch Salze
aus Gerat und Saule entfernt werden, indem die Saule mit derselben
mobilen Phase ohne Puffer gespiilt wird (z. B. durch Verwendung von 90:10
ACN:H,0, um eine gepufferte mobile Phase 90:10 ACN:0,01M-Formiat zu
entfernen). Bei Verwendung dieses Verfahrens ist die erneute Aquilibrierung
mit der originalen mobilen Phase schneller, dennoch sollten 3-6 Injektionen
zur Uberpriifung der Saulenaquilibrierung durchgefiihrt werden.



Cette brochure contient des informations générales
applicables a I'ensemble des colonnes phase normale et
HILIC des gammes InfinityLab Poroshell 120, ZORBAX,
Pursuit et Polaris. Les premiéres parties fournissent des
informations communes aux colonnes phase normale et aux
colonnes HILIC. Certains paramétres méthodologiques et
certaines instructions d'entretien étant différents selon le type
de colonne, ils sont décrits séparément dans les derniéres
pages de la brochure. Pour plus d'informations sur la colonne
ou la série de colonnes que vous possédez, consultez le site
www.agilent.com/chem/columnchoices

Mise en route

Un rapport CQ sur les performances des colonnes, comprenant

un chromatogramme test, accompagne chaque colonne Agilent.
L'instrument de test CQ ayant été modifié (optimisé) par rapport

a un instrument standard afin de minimiser les volumes morts, il
peut étre différent du systéme utilisé dans votre laboratoire. Cela
permet une meilleure évaluation de la colonne et garantit une
meilleure conformité du produit. Un systeme de LC optimisé pour
les colonnes a faible volume génerera des résultats similaires au
chromatogramme présenté sur votre rapport CQ des performances.


www.agilent.com/chem/columnchoices

Installation
« La direction du flux est indiquée sur la colonne.

* Les colonnes de 1,8 pm (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) ne peuvent
étre utilisées que dans la direction du flux indiquée sur la colonne.

« Lors du nettoyage, il est possible d'inverser le flux dans les colonnes
InfinityLab Poroshell 120. Le fritté de sortie des colonnes InfinityLab
Poroshell 120 possede une porosité inférieure a celle du fritté d'entrée et
par conséquent, peut se boucher plus facilement.

* Agilent recommande I'utilisation des raccords rapides Quick Connect
(réf. 5067-5961 en 0,075 x 105 mm) ou des raccords rapides Quick Turn
(réf. 5067-5966) pour un raccordement de colonne parfait, & chaque fois.
Les raccords en polycétone (réf. 5042-8957) peuvent également étre
utilisés pour les colonnes jusqu'a 600 bars.

Raccord en polycétone,  Raccord amovible Agilent Agilent Quick Connect
1éf, 5042-8957 1200 bars, réf. 5067-4733 ~ fitting, réf. 5067-5961

Informations de sécurité importantes applicables a
I'ensemble des colonnes de LC

« Tous les points de connexion dans les systémes de LC sont des sources
potentielles de fuite. Les utilisateurs doivent étre informés de la toxicité
et de l'inflammabilité des phases mobiles utilisées.

« Du fait de la petite taille des particules, le matériau a l'intérieur des
colonnes peut étre inhalé lorsqu'il est sec. Les colonnes ne doivent étre
ouvertes que dans une zone bien ventilée.

« Observez les limites de pression opérationnelle indiquées pour chaque
colonne (voir le tableau a la page suivante). Le dépassement de ces
limites peut compromettre les performances chromatographiques ainsi
que la sécurité.



Pressions opérationnelles maximales - Colonnes de d.i.
inférieur ou égal a 9,4 mm

Type de colonne Taille des particules  Limite de pression
InfinityLab Poroshell 120 1,9 um 1300 bars (19 500 psi)
InfinityLab Poroshell 120 2,7 um, 4 um 600 bars (9 000 psi)
Z0RBAX Résolution Rapide 1.8 um 1300 bars (19 500 psi)
Haute Définition (RRHD)

Z0RBAX Résolution Rapide 1.8 um 600 bars (9 000 psi)

Haut Débit (RRHT)
Toutes les autres colonnes 3,0 ym, 3,5 ym, 5 um, 400 bars (6 000 psi)

Z0RBAX, Pursuit, Polaris 10 pm
Rx, Metasil, Monochrom, 3pm, 3,5 um, 5 pm, 400 bars (6 000 psi)
Microsorb 10 pm

Conseils d'utilisation des colonnes

« Les colonnes modernes sont particuliérement robustes et sont
congues pour fonctionner sur de longues durées dans des conditions
chromatographiques normales. Profitez pleinement des performances de
votre colonne en I'utilisant conformément aux spécifications techniques.
Prenez toujours le temps de vérifier les spécifications techniques avant de
mettre en place une méthode définitivement.

« Bien que cela ne soit généralement pas dangereux pour la colonne, il est
recommandé d'éviter d'inverser le flux, sauf pour déboucher un fritté (voir
les exceptions dans la section « Installation »).

« Utilisez toujours des réactifs d'une grande pureté et du solvant de qualité
chromatographique ou supérieure pour préparer votre phase mobile.

« Désassembler une colonne risque d'en diminuer les performances.

« Les colonnes neuves contiennent un mélange de solvants organiques.
Voir le rapport CQ sur les performances pour connaitre la composition
du solvant dans votre colonne. Avant toute chose, il est recommandé de
s'assurer qu'aucune phase mobile qui pourrait provoquer la formation d'un
précipité ou d'une émulsion ne soit introduite dans la colonne.

« Les colonnes phase normale Agilent sont compatibles avec I'eau et avec
tous les solvants organiques courants.



« 'utilisation d'une colonne de garde est recommandée pour protéger la
colonne et augmenter sa durée de vie.

« Lorsqu'elles ne sont pas utilisées, ne laissez pas les colonnes a un pH ou a
une température élevés.

« Bvitez d'utiliser la colonne en dehors des gammes de pH recommandées
pour la phase stationnaire en question (voir la page suivante). Une
utilisation en dehors des gammes de pH et de température recommandées
risque de réduire la durée de vie de la colonne.

Conseils pour optimiser vos résultats chromatographiques

« Optimisez votre instrument en minimisant la longueur des capillaires entre
les modules afin de limiter les volumes morts et réduire I'élargissement des
pics. Utilisez un capillaire rouge de 0,12 mm de d.i. ou un capillaire noir
de 0,075 mm de d.i. pour les colonnes Fast LC/efficacité élevée. Pour en
savoir plus sur les différents capillaires disponibles, consultez le site
www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

« Sivous utilisez des colonnes phase normale, vérifiez que les joints du rotor
et ceux de la pompe, les tubulures et tous les autres composants de votre
instrument de LC sont compatibles avec les solvants phase normale.

« Vérifiez que la vitesse d'acquisition des données est optimisée pour
votre colonne. Utilisez une vitesse supérieure pour les colonnes Fast LC
(InfinityLab Poroshell 120, RRHT et RRHD).

« Utilisez les lampes certifiées Agilent dans vos instruments de LC pour
obtenir de meilleures performances.

* Procédez a la filtration des échantillons ou a toute autre préparation
adaptée a votre échantillon. Pour en savoir plus, consultez le site
www.agilent.com/chem/sampleprep.

Si'vous utilisez une colonne Infinitylab Poroshell 120 ou ZORBAX RRHT
ou RRHD, protégez-la avec a une colonne de garde Fast Guard pour
UHPLC. Consultez le site www.agilent.com/chem/fastguards pour
plus d'informations.


www.agilent.com/chem/lccapillaries
www.agilent.com/chem/sampleprep

UTILISATION DE COLONNES PHASE NORMALE

Chague colonne phase normale est testée avant expédition et livrée dans un éluent
de test phase normale, a I'exception des colonnes ZORBAX Eclipse XDB-CN et
InfinityLab Poroshell EC-CN qui sont expédiées dans des solvants phase inverse,

et des colonnes InfinityLab Poroshell 120 HILIC et ZORBAX HILIC Plus qui sont
expédiées dans des solvants HILIC. Les colonnes ZORBAX Carbohydrate sont
expédiées dans de I'acétonitrile. Il est recommandé de s'assurer que la colonne

a été correctement équilibrée avant utilisation, afin de garantir la reproductibilité
d'une analyse a l'autre et d'éviter les déviations du temps de rétention.

Paramétres de fonctionnement des colonnes
phase normale : pH et température

Gamme de pH  Température de ~ Température de

recommandée  fonctionnement  fonctionnement

maximum suggérée
InfinityLab Poroshell | pHde2,0480 @ 60°C 30°C
120 EC-CN
Z0RBAX Eclipse pHde1,0a90 | 60°C 30°C
XDB-CN
Z0RBAX CN pHde2,0a80 | 60°C 30°C
Z0RBAX pHde2,0a80 | 60°C 30°C
Carbohydrate
Z0RBAX NH, pHde20a70 | 60°C 30°C
Z0RBAX Rx-SIL, pHde1,0a8,0 Restreint uniquement
ZORBAX SIL par les limites de

température de la

phase mobile
Pursuit, Polaris, pHde2,0a80 | 60°C 30°C
Metasil, Monochrom,
Microsorb

InfinityLab Poroshell = pH de 1,0 28,0 Restreint uniquement

120 HILIC, ZORBAX par les limites de
HILIC Plus température de la
phase mobile

Une utilisation aux limites de la gamme de pH et de température entraine
une réduction sensible de la durée de vie de la colonne.



Remarque : toutes les phases stationnaires a base de silice ont une solubilité
dans les phases mobiles aqueuses a un pH >6. En cas d'utilisation de colonnes a
base de silice a un pH >6, la durée de vie de la colonne sera plus longue a des
températures plus basses (40 °C maximum) en utilisant des solutions tampons
faiblement concentrées, dans la gamme 0,01 a 0,02 M.

Notes sur le développement de méthodes pour les colonnes
phase normale

La phase stationnaire est par nature polaire. Il est recommandé de I'utiliser avec
des phases mobiles non polaires telles que des mélanges dichlorométhane/hexane
ou isopropanol/hexane. L'augmentation de la quantité du composant polaire dans
le mélange réduit généralement le temps de rétention des composés analysés.

Type de colonne Notes sur le développement de méthodes

Z0RBAX NH, Plusieurs volumes de colonne de phase mobile sont

Polaris NH, nécessaires pour effectuer I'équilibrage aprés une modification
de composition de la phase mobile. Le nombre de volumes de
colonne requis dépend du systéme utilisé et peut atteindre 50
4100 volumes.

ZORBAX Rx-SIL Les colonnes en silice non greffée sont extrémement sensibles
ZORBAX SIL a des quantités infimes d'eau dans les solvants et I'échantillon.
Pursuit XRs Si IIfaut donc veiller  utiliser des produits uniformes pour

. garantir la reproductibilité de la méthode. En cas d'utilisation
Polaris Si-A } d'une élution par gradient, le solvant primaire et le solvant
Microsorb Si secondaire doivent tous deux étre modifiés par un alcool ou de
I'acétonitrile et au moins trente volumes de colonne de solvant
doivent circuler dans la colonne aprés chague analyse.

Lors du passage d'un solvant a un autre, commencez par rincer
la colonne avec un solvant mutuellement miscible, par exemple
de l'isopropanol.

InfinityLab Poroshell Les colonnes InfinityLab Poroshell 120 EC-CN et ZORBAX
120 EC-CN Eclipse XDB-CN sont livrées avec des solvants phase
ZORBAX Eclipse invelyse, vrnais eIIeE peuvent égIJaIEment étre utilisées pour des
applications en phase normale. Dans ce cas, commencez par
XDB-CN ZORBAX CN les rincer avec de l'isopropanol.
La rétention diminue a mesure que la polarité de la phase
mobile augmente.
La rapidité de I'¢quilibrage entre cette phase greffée et la
phase mobile rend souvent cette colonne plus pratique &
utiliser qu'une colonne en silice, notamment pour les élutions
a gradient.



Nettoyage de la colonne et augmentation de la durée de
vie : colonnes phase normale

En phase normale, nous vous recommandons d'utiliser des solvants
organiques. Utilisez au minimum 20 volumes de colonne de chaque solvant,
si vous employez une colonne analytique classique de 4,6 x 250 mm,

50 mL. Testez d'abord les solvants suivants dans I'ordre de la force éluante
croissante :

1. 50 % de méthanol : 50 % de chloroforme
2.100 % d'acétate d'éthyle

Le nettoyage d'une colonne utilisée en mode phase normale peut varier
selon le type d'échantillon. Si ces solvants ne fonctionnent pas, contactez
Agilent qui pourra vous recommander un solvant plus efficace pour votre
application et votre matrice d'échantillon.

Recommandations relatives au stockage : colonnes phase
normale

Les colonnes phase normale peuvent normalement étre stockées sur de
longues durées dans leur phase mobile. Avant le stockage d'une colonne,
les extrémités de la colonnes doivent étre refermées a I'aide de bouchons
prévus a cet effet afin d'éviter le séchage.

UTILISATION DE COLONNES HiLIC

La méthode HILIC est utilisée pour séparer des analytes polaires qui seraient
incorrectement retenus sur des colonnes phase inverse classiques. Les
colonnes Agilent ZORBAX HILIC Plus et InfinityLab Poroshell 120 HILIC sont
des colonnes en silice non greffée, livrées dans un mélange acétonitrile:eau
ou dans de l'acétonitrile et prétes a étre utilisées pour les séparations

en mode HILIC. Les colonnes ZORBAX Carbohydrate sont expédiées

dans de I'acétonitrile et sont également prétes a étre utilisées en mode
HILIC. Comme les colonnes phase normale, les colonnes HILIC exigent

un équilibrage plus précis que les colonnes phase inverse. Notez que les
colonnes NH,, en silice non greffée et CN sont également utilisables pour les
applications HILIC. Avant de placer ces colonnes en mode HILIC, rincez-les
avec de l'isopropanol.



Parameétres de fonctionnement des colonnes HILIC

Nom de la colonne Gamme de pH Température Température
maximum

Z0RBAX HILIC Plus pHde1,0a8,0 | 40°C 30°C

InfinityLab Poroshell 120

HILIC

Z0RBAX Carbohydrate pHde20a80 40°C 30°C

Une utilisation aux limites de la gamme de pH et de température entraine une réduction
sensible de la durée de vie de la colonne.

Notes sur la mise au point de méthodes HILIC

ZORBAX HILIC Plus Les applications HILIC les plus courantes concernent
InfinityLab I'analyse de composés polaires peu ou pas retenus sur les
Poroshell 120 HILIC colonnes phase inverse.

Il est préférable d'équilibrer la colonne avec une solution
de 30 a 40 % d'eau dans de I'acétonitrile avant utilisation.

L'équilibrage peut prendre 20 & 50 volumes de colonne.

La phase mobile est souvent constituée d'un mélange
acétonitrile:eau tamponné a l'acétate ou au formiate a

5-10 mM. En augmentant la concentration du tampon, il est
possible d'optimiser la forme des pics et la rétention. Réduisez
le composant aqueux/tampon pour augmenter la rétention.

Lorsque la concentration en acétonitrile de la phase mobile augmente, une meilleure
résolution des sucres peut étre observée, mais pour une durée d'analyse plus longue. En
régle générale, la phase mobile comporte 60 % a 75 % d'acétonitrile. La résolution peut
étre meilleure & une température supérieure a la température ambiante. Une utilisation
430 °C ou 35 °C peut permettre une meilleure résolution du mélange de glucides.

Consignes d'utilisation : HILIC

« Les colonnes HILIC Agilent sont préremplies d'un mélange
acétonitrile:eau ou d'acétonitrile.

« Les colonnes HILIC Agilent sont compatibles avec I'eau et avec tous
les solvants organiques courants.

« Lasilice présente toujours une certaine solubilité dans les phases
mobiles aqueuses de pH supérieur a 6. Cette solubilité augmente avec
la température. Si des colonnes sont utilisées a un pH supérieur a 6 et
a une température supérieure a 40 °C, leur durée de vie sera réduite.



Nettoyage de la colonne et augmentation de la durée de
vie : colonnes HILIC

Les échantillons doivent étre filtrés avant d'étre injectés dans la colonne.
Ce point est particuliérement important pour la colonne ZORBAX RRHD
HILIC Plus, dont le fritté d'entrée a une porosité nominale de 0,5 um. Les
échantillons doivent étre filtrés sur un filtre 0,2 ym. Sil'écoulement du
solvant semble ralenti (contre-pression inhabituellement élevée dans

la colonne), commencez par vérifier que la circulation de solvant n'est
pas bloquée avant I'entrée de la colonne. En cas de blocage en amont
de la colonne, remplacez le capillaire ou le filtre bouché. Si la colonne
InfinityLab Poroshell 120 HILIC est bouchée, elle peut étre rincée en sens
inverse avec 20 & 30 volumes de colonne de phase mobile. La colonne
RRHD HILIC, elle, ne peut pas étre rincée en sens inverse. Pour éliminer
les contaminants trés fortement retenus dans la colonne, rincez celle-ci
avec un solvant puissant (en mode HILIC, de I'eau).

Recommandations relatives au stockage : colonnes HILIC

Il est recommandé d'utiliser comme solvant un mélange acétonitrile:eau
(95:5) pour le stockage longue durée des colonnes HILIC. Il peut étre
nécessaire de rincer la colonne avec un mélange acétonitrile:eau (60:40)
pour éliminer les contaminants avant de passer au solvant de stockage.
Avant le stockage d'une colonne, veillez & bien fermer les extrémités de la
colonne afin d'éviter le séchage. Les colonnes peuvent étre stockées en toute
sécurité pour de courtes périodes dans la plupart des phases mobiles HILIC.
Toutefois, afin de protéger I'équipement, il est préférable de retirer les sels
de I'instrument et de la colonne. Pour cela, rincez la colonne en utilisant la
méme phase mobile, sans tampon (par exemple, utilisez un mélange a 90:10
d’ACN:H,0 pour éliminer une phase mobile tamponnée a 90:10 ACN:formiate
0,0TM). Le rééquilibrage est plus rapide avec la phase mobile d'origine si I'on
suit cette méthode, mais plusieurs (3 & 6) injections doivent étre réalisées
pour vérifier I'équilibrage de la colonne.



ESPANOL

Este folleto proporciona informacion general para todas

las columnas InfinityLab Poroshell 120, ZORBAX, Pursuit

y Polaris de fase normal e HILIC. Las secciones incluyen
informacion comtin tanto para columnas de fase normal
como para columnas HILIC. Ya que algunos parametros de
método e instrucciones para el mantenimiento de la columna
son diferentes para las columnas de HILIC y las columnas
de fase normal, esas secciones se muestran por separado
en las Ultimas paginas. Para obtener mas informacion sobre
su columna o gama especifica, consulte
www.agilent.com/chem/columnchoices

Inicio

Todas las columnas Agilent vienen con un informe de Control de Calidad
del rendimiento, incluyendo un cromatograma de prueba. El instrumento
utilizado para la prueba de Control de Calidad esta modificado
(optimizado) para minimizar el volumen extra columna, por lo que
puede variar dependiendo del equipo que utilice en su laboratorio. Esto
permite una mejor evaluacion de la columna y garantiza un producto
mas consistente. Un sistema de LC, optimizado para columnas de bajo
volumen, generara resultados similares al cromatograma en su informe
de Control de Calidad del rendimiento.


www.agilent.com/chem/columnchoices

Instalacion
* La direccion de flujo estd marcada en la columna.

* Las columnas de 1,8 pm (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) solo
pueden utilizarse en la direccion de flujo marcado en la columna.

« Las columnas InfinityLab Poroshell 120 pueden utilizarse en la direccion de
flujo opuesta al limpiar la columna. La porosidad de la frita de salida de las
columnas InfinityLab Poroshell 120, es menor que la porosidad de la frita de
entrada, y por tanto puede obstruirse mas facilmente.

« Agilent recomienda conectores de conexion rapida InfinityLab (5067-5961 para
0,075 x 105 mm) o conexiones de giro rapido (5067-5966) para conseguir
conexiones de columnas perfectas en todo momento. También se pueden usar
conexiones de policetona (5042-8957) para columnas de hasta 600 bares.

Conexion de policetona, Conexion extraible Conectores de conexién
ref. 5042-8957 Agilent de 1.200 bar, rapida Agilent
ref. 5067-4733 ref. 5067-5961

Consideraciones de seguridad importantes para todas las
columnas de LC

« Todos los puntos de conexion de los sistemas de LC son posibles fuentes de
fugas. Los usuarios deben ser conscientes de la toxicidad e inflamabilidad de
sus fases maviles.

* Debido al reducido tamafio de las particulas, los empaquetados secos de las
columnas son respirables. Las columnas solo deben abrirse en un érea bien
ventilada.

« Tenga en cuenta los limites de presion de operacion indicados para cada
columna (ver gréfico) en la pagina siguiente. Si se sobrepasan estos limites, el
rendimiento cromatografico se vera afectado y podria no ser seguro.



Presiones maximas de operacion — Columnas de hasta 9,4 mm de di

Tipo de columna Tamaiio de particulas Limite de presion
InfinityLab Poroshell 120 1.9 um 1.300 bares (19.500 psi)
InfinityLab Poroshell 120 2,7pm, 4 um 600 bares (9.000 psi)
Z0RBAX Rapid Resolution 1.8 um 1.300 bares (19.500 psi)
High Definition (RRHD)

Z0RBAX Rapid Resolution 1.8 ym 600 bares (9.000 psi)

High Definition (RRHT)

Todas las demas ZORBAX, 3,0 ym, 3,5 um, 5 um, 400 bares (6.000 psi)
Pursuit, Polaris 10 pm

Rx, Metasil, Monochrom, 3,0 pm, 3,5 pm, 5 um, | 400 bares (6.000 psi)
Microsorb 10 pm

Consejos de uso de la columna

« Las columnas modernas son robustas y estan disefiadas para funcionar durante
largos periodos bajo condiciones cromatograficas normales. Puede maximizar la
vida Util de la columna utilizandola seguin las especificaciones. Revise siempre las
especificaciones antes de emplear un método final.

* Aunque, por lo general, no es perjudicial para la columna, se deberia evitar
el flujo inverso, excepto para intentar desobstruir una frita obstruida (ver
“Instalacion” para excepciones).

« Utilice siempre reactivos de gran pureza y disolventes de grado cromatografico o
superior para preparar su fase movil.

« Desmontar una columna en sus partes reducira el rendimiento de esta.

« Las nuevas columnas contienen una mezcla de disolventes organicos. Consulte
el informe de Control de Calidad del rendimiento para conocer la composicion
de disolvente de la columna. Inicialmente, se deberia tener cuidado de no pasar
ninguna fase movil a través de la columna que pueda provocar la formacion de
un precipitado o una emulsion.

« Las columnas de fase normal de Agilent son compatibles con agua y con todos
los disolventes organicos comunes.



« Se recomienda el uso de un salvacolumna para proteger la columna y aumentar
su vida Util.

« Las columnas no deben mantenerse a elevado pH o elevada temperatura cuando
no estén en uso.

« Evite el uso de esta columna fuera del intervalo de pH recomendado para la fase
de columna (ver siguiente pagina). La vida util de la columna se vera reducida si
se opera fuera de los intervalos recomendados de pH y de temperatura.

Consejos para obtener los mejores resultados cromatograficos

« Optimice el instrumento minimizando las longitudes de los capilares entre los
componentes, para reducir asi el volumen extra de la columna y el ensanchamiento
de picos. Utilice capilares rojos de 0,12 mm de d.i. o negros de 0,075 mm de d.i.
para columnas de LC rapida/alta eficiencia. Obtenga informacion sobre las opciones
de capilares en www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

« Cuando utilice columnas de fase normal, asegurese de que los sellos del rotor, los
sellos de la bomba, los capilares y todos los demas componentes del instrumento
de LC son compatibles con disolventes de fase normal.

« Asegurese de que la velocidad de adquisicion de datos para la columna esta
optimizada. Utilice una velocidad de adquisicion mas elevada para columnas de
LC réapida (InfinityLab Poroshell 120, RRHT y RRHD).

« Utilice lamparas certificadas Agilent en los instrumentos de LC para un
rendimiento optimo.

+ Utilice la filtracion de muestra u otra preparacion de muestra apropiada para la
muestra. Obtenga mas informacion en www.agilent.com/chem/sampleprep.

Si utiliza columnas InfinityLab Poroshell 120 o ZORBAX RRHT o RRHD,
use una precolumna rapida para UHPLC para protegr la columna
analitica. Consulte www.agilent.com/chem/fastguards para
obtener mds informacidn.


www.agilent.com/chem/lccapillaries
www.agilent.com/chem/sampleprep

TRABAJAR CON COLUMNAS DE FASE NORMAL

Todas las columnas de fase normal se prueban antes del envio y se envian en un
eluyente de prueba de fase normal, a excepcion de ZORBAX Eclipse XDB-CN e
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN, que se envian en disolventes de fase reversa

y de InfinityLab Poroshell 120 HILIC y ZORBAX HILIC Plus, que se envian en
disolventes HILIC. Deberia asegurarse de que la columna ha sido equilibrada
correctamente antes del uso. Asi se garantizara la reproducibilidad entre los
analisis y se evitara la deriva de los tiempos de retencion.

Parametros de operacion de la columna de
fase normal: pH y temperatura

Intervalo de pH  Temperatura Temperatura
recomendado maxima de recomendada
operacion de operacion
InfinityLab Poroshell | pHde 2,0a8,0 60 °C 30°C
120 EC-CN
Z0RBAX Eclipse pHde1,0a90 | 60°C 30°C
XDB-CN
Z0RBAX CN pHde20a80 | 60°C 30°C
Z0RBAX pHde2,0a80 | 60°C 30°C
Carbohydrate
Z0RBAX NH, pHde20a70 | 60°C 30°C
Z0RBAX Rx-SIL, pHde1,0a8,0 Limitado solamente
ZORBAX SIL por los limites de
temperatura de la
fase movil
Pursuit, Polaris, pHde20a80 @ 60°C 30°C
Metasil, Monochrom,
Microsorb

InfinityLab Poroshell | pHde 1,0a8,0 | Limitado solamente

120 HILIC, ZORBAX por los limites de
HILIC Plus temperatura de la
fase movil

La operacion en los limites extremos de los intervalos de pH y de temperatura
tendra un impacto significativo en la vida Gtil de la columna.



Nota: Todos los rellenos de silice tienen cierta solubilidad en fases moviles acuosas
a pH >6. Cuando se utilizan las columnas basadas en silice a pH >6, se obtiene la

mayor vida Util de la columna a temperaturas bajas (40 °C max.) y utilizando bajas
concentraciones de tampon en el intervalo de 0,01 a 0,02 M.

Notas sobre el desarrollo del método para la columna de fase normal

La fase estacionaria es de naturaleza polar y se utiliza de forma dptima con fases
moviles no polares, tales como las mezclas de cloruro de metileno/hexano o
isopropanol/hexano. El aumento de la cantidad de componente polar en estas
mezclas suele reducir el tiempo de retencion de la muestra.

Tipo de columna  Notas sobre el desarrollo del método

Z0RBAX NH, Se necesitan muchos volimenes de columna de la fase movil

Polaris NH, para que tenga lugar el equilibrado después de los cambios en la
composicion de la fase mévil. El nimero de volimenes de columna
necesarios depende del sistema en uso y puede llegar a ser de 50 a

100 volimenes de columna.
Z0RBAX Rx-SIL Las columnas de silice sin funcionalizar son muy sensibles a
ZORBAX SIL pequefias cantidades de agua en disolventes y en la muestra, por
Pursuit XRs Si lo que debe tenerse cuidado para mantener la reproducibilidad
Polaris Si-A del método. Cuando se emplea elucion por gradiente, se deberian

modificar los disolventes principales y secundarios con alcohol

Microsorb Si o acetonitrilo y se deberia permitir que fluyeran al menos 30
volimenes de columna a través de la misma después de cada
andlisis.

Cuando se cambia de disolvente, primero enjuague la columna
con un disolvente mutuamente miscible, como el alcohol
isopropilico.

InfinityLab Las columnas InfinityLab Poroshell 120 EC-CN y ZORBAX Eclipse

Poroshell XDB-CN se envian con disolventes de fase reversa, pero también se

120 EC-CN pueden utilizar en aplicaciones de fase normal después del lavado

ZORBAX Eclipse con isopropanol.

XDB-CN La retencion disminuye a medida que la polaridad de la fase movil

ZORBAX CN aumenta.

El equilibrado rapido de esta fase ligada con fase mévil a menudo
hace que sea méas comodo utilizar esta columna que una columna
de silice, especialmente para la elucion por gradiente.



Limpieza de la columna/Ampliacion de la vida util de la
columna: Columnas de fase normal

Para la fase normal, recomendamos el uso de disolventes organicos. Utilice al
menos 20 volimenes de columna de cada disolvente, es decir 50 ml para una
columna analitica tradicional de 4,6 x 250 mm. Pruebe con estos disolventes para
aumentar la fuerza:

1.50 % metanol: 50 % cloroformo
2.100 % acetato de etilo

La limpieza de una columna utilizada en modo de fase normal puede depender

del tipo de muestra. Si estos disolventes no funcionan, pongase en contacto con
Agilent para que podamos recomendarle un disolvente que pueda ser mas eficiente
para su aplicacion y su matriz de muestra.

Recomendaciones de almacenamiento: Columnas de fase
normal

Las columnas de fase normal se pueden almacenar en su propia fase movil durante
largos periodos. Antes de almacenar la columna, se deben tapar bien los extremos
finales con tapones para evitar que el relleno se reseque.

TRABAJAR CON COLUMNAS HILIC

HILIC es un método usado para la separacion de analitos polares retenidos de
forma inadecuada en columnas tipicas de fase reversa. Las columnas Agilent
ZORBAXHILIC Plus e InfinityLab Poroshell 120 HILIC son columnas de silice sin
funcionalizar, enviadas en acetonitrilo: agua o acetonitrilo y preparadas para su uso
para separaciones de HILIC. Las columnas de carbohidratos ZORBAX Carbohydrate
se envian en acetonitrilo, también preparadas para su uso en modo HILIC. Aligual
que las columnas de fase normal, las columnas HILIC requieren méas equilibrado
que las columnas de fase reversa. Tenga en cuenta que las columnas NH,, de silice
no ligada y CN también pueden utilizarse para aplicaciones de HILIC. Para cambiar
estas columnas al modo HILIC, primero realice un lavado con alcohol isopropilico.



Parametros de operacion de la columna de HILIC

Nombre de la columna Intervalo Temperatura Temperatura
de pH maxima recomendada
Z0RBAX HILIC Plus pHde 1,0 40°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 | a 8,0
HILIC
Z0RBAX Carhohydrate pHde 2,0 40 °C 30°C
a80

La operacion en los limites extremos de los intervalos de pH y de temperatura
tendra un impacto significativo en la vida Gtil de la columna.

Notas sobre el desarrollo del método de HILIC

ZORBAX HILIC Plus Las aplicaciones de HILIC mas comunes son para el
InfinityLab Poroshell 120 andlisis de compuestos polares que no se retienen o
HILIC retienen poco en columnas de fase reversa.

Lo mejor es equilibrar la columna con 30-40 % de agua
en acetonitrilo antes del uso.

El equilibrado puede necesitar 20-50 volimenes de
columna.

Una fase mavil tipica es acetonitrilo: agua con un
tampon de acetato o formiato a 5-10 mM. Una mayor
concentracion de tampon puede mejorar la forma

y la retencion méximas. Disminuya el componente
acuoso/tampon para aumentar la retencion.

Si'se aumenta el contenido en acetonitrilo de la fase movil, la resolucion de los
azlcares podria mejorar, aumentando también el tiempo de analisis. El intervalo tipico
para la fase movil es del 60 % al 75 % de acetonitrilo. La resolucion puede mejorarse
cuando la temperatura de la columna esté por encima de la ambiente. Las operaciones
a 30 °C o035 °C podrian mejorar la resolucion para una mezcla de carbohidratos.

Directrices de operacion: HILIC

« Las columnas HILIC de Agilent se envian con acetonitrilo: agua o
acetonitrilo.

« Las columnas HILIC de Agilent son compatibles con agua y con todos los
disolventes orgéanicos comunes.

« Todos las silicas tienen alguna solubilidad en fases maviles acuosas a pH >6.
La solubilidad de las silicas también se ve aumentada a temperaturas
elevadas. El uso de la columna por encima de pH 6y 40 °C reducira la vida
(til de la columna.



Limpieza de la columna/Ampliacion de la vida util de la
columna: Columnas de HILIC

Se deberian filtrar las muestras antes de inyectarlas en la columna. Esto es
especialmente importante para la columna ZORBAX RRHD HILIC Plus, ya que
la porosidad de la frita de entrada de la columna es nominalmente de 0,5 um
y las muestras deberian filtrarse a través de un filtro de muestras de 0,2 pm.
Si el flujo de disolvente parece estar restringido (una presion de columna
anormalmente elevada), compruebe primero que ese flujo de disolvente esta
despejado hasta la entrada de la columna. Sila restriccion es anterior a la
columna, sustituya el trozo apropiado de los capilares o del filtro que esté
obstruido. Sila columna esta obstruida, puede purgarse con flujo reverso la
InfinityLab Poroshell 120 HILIC con 20-30 volimenes de columna de fase
movil. No puede realizarse el retroceso de flujo de la columna RRHD HILIC.
Para eliminar materiales fuertemente retenidos de la columna, realice un
lavado de la columna con un disolvente fuerte que en modo de HILIC es agua.

Recomendaciones de almacenamiento: Columnas de HILIC

Se recomienda acetonitrilo: agua (95:5) como el disolvente de
almacenamiento a largo plazo para columnas de HILIC. Puede que sea
necesario realizar un lavado de la columna con acetonitrilo: agua (60:40)
para eliminar compuestos fuertemente retenidos antes de cambiar al
disolvente de almacenamiento. Antes de almacenar la columna, se deben
tapar bien los extremos finales con tapones para evitar que el relleno se
reseque. Las columnas se deben almacenar de forma segura durante cortos
periodos en la mayoria de las fases moviles de HILIC. Sin embargo, para
proteger el equipo, lo mejor es eliminar las sales del instrumento y de la
columna purgando la columna con la misma fase movil, sin el tampon (por
ejemplo, con ACN:H,0 90:10) para eliminar una fase movil con tampon con
formiato de ACN:0,01 M 90:10. El reequilibrado es mas rapido con la fase
movil original cuando se usa este enfoque, pero se deberian realizar varias
inyecciones (de 3 a 6) para comprobar el equilibrado de la columna.



Questo manuale fornisce informazioni generali su tutte le
colonne a fase normale e HILIC InfinityLab Poroshell 120,
Z0RBAX, Pursuit e Polaris. Nelle sezioni iniziali sono descritte
le colonne a fase normale e HILIC. Alcuni parametri dei
metodi e alcune istruzioni sulla cura delle colonne sono
diversi a seconda che si tratti di una colonna HILIC o a fase
normale. Pertanto nelle ultime pagine viene fatta distinzione
a seconda del tipo di colonna. Per ulteriori informazioni su un
tipo di colonna o famiglia, consultare
www.agilent.com/chem/columnchoices

Guida introduttiva

Insieme a tutte le colonne Agilent vengono forniti un certificato di analisi
e un cromatogramma di prova. La procedura per il controllo qualita &
stata modificata (ottimizzata) partendo da quella standard riducendo
cosi al minimo il volume extra-colonna. E possibile che si verifichino delle
variazioni rispetto al sistema utilizzato in laboratorio. In questo modo si
pud meglio valutare la colonna e garantire un prodotto pit efficiente.

Un sistema LC ottimizzato per colonne a basso volume dara risultati simili
al cromatogramma nel report QC sulle prestazioni della colonna.


www.agilent.com/chem/columnchoices
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Installazione
« Sulla colonna ¢ indicata la direzione del flusso.

* Le colonne da 1,8 pm (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) possono
essere utilizzate solo nella direzione di flusso indicata.

« Le colonne InfinityLab Poroshell 120 possono essere utilizzate nella direzione
diflusso inversa in fase di pulizia. Il frit all'uscita delle colonne InfinityLab
Poroshell 120 & pii piccolo rispetto a quello in entrata e pertanto puo otturarsi
pit facilmente.

« Agilent raccomanda I'utilizzo di raccordi InfinityLab Quick Connect
(5067-5961 per 0,075 x 105 mm) o raccordi Quick Turn (5067-5966) per
un collegamento sempre perfetto della colonna; € possibile utilizzare anche
raccordi in PEEK (5042-8957) per colonne fino a 600 bar.

Raccordo in PEEK, Raccordo rimovibile Raccordo Agilent Quick
codice 5042-8957 Agilent da 1.200 bar, Connect codice
codice 5067-4733 5067-5961

Importanti considerazioni sulla sicurezza per tutte le
colonne LC

« Tutti i raccordi dei sistemi LC sono potenziali punti di perdite. Prestare
attenzione alla tossicita e all'infiammabilita delle fasi mobili.

« Data la piccola dimensione delle particelle di silice, & possibile respirare le
sostanze che riempiono le colonne a secco. Si consiglia di aprire le colonne
solo in locali ben ventilati.

« Rispettare i limiti di pressione operativa indicati per ciascuna colonna

(vedere schema riportato nella pagina seguente). Superare tali limiti &
pericoloso e si rischia di compromettere le prestazioni cromatografiche.



Valori massimi di pressione operativa — Colonne fino a 9,4 mm di id

Tipo colonna Dimensione particella  Limite pressione
InfinityLab Poroshell 120 1.9 um 1.300 bar (19.500 psi)
InfinityLab Poroshell 120 2,7pm, 4 ym 600 bar (9.000 psi)
Z0RBAX Rapid Resolution 1,8 um 1.300 bar (19.500 psi)
High Definition (RRHD)

Z0RBAX Rapid Resolution 1.8 ym 600 bar (9.000 psi)
High Definition (RRHT)

Tutte le altre ZORBAX, 3,0 ym, 3,5 um, 5 pm, 400 bar (6.000 psi)
Pursuit, Polaris 10 pm

Rx, Metasil, Monochrom, 3,0 ym, 3,5 um, 5 pum, 400 bar (6.000 psi)
Microsorb 10 pm

Consigli sull'utilizzo delle colonne

« Le colonne moderne sono strumenti resistenti, studiate per durare a lungo
in condizioni cromatografiche normali. La durata delle colonne puo essere
prolungata rispettando le specifiche. Prima di utilizzare un metodo, controllare
sempre le specifiche.

« |l flusso inverso non & di per sé dannoso per la colonna, dovrebbe tuttavia
essere evitato a meno che venga utilizzato per sbloccare un frit intasato
(vedere la sezione "Installazione" per le eccezioni).

« Utilizzare sempre reagenti purissimi e solvente di qualita cromatografica o
superiore per preparare la fase mobile.

« Le prestazioni della colonna vengono compromesse se la colonna viene smontata.

« Le colonne nuove contengono una miscela di solventi organici. Per informazioni
sulla composizione del solvente nella colonna, leggere il report QC sulle prestazioni
della colonna. Evitare innanzitutto che solventi non miscibili con questi attraversino
la colonna per non causare la formazione di un precipitato o di un'emulsione.

« Le colonne a fase normale Agilent sono compatibili con I'acqua e con tutti i
comuni solventi organici.

« Si consiglia ['utilizzo di una precolonna per proteggere la colonna e prolungarne
la durata.
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« Il pH e la temperatura non devono essere elevati quando le colonne non
vengono utilizzate.

« Utilizzare ciascuna colonna ai livelli di pH consigliati per la fase contenuta nella
colonna (vedere pagina successiva). PH e temperatura non conformi ai parametri
consigliati possono contribuire a ridurre la durata della colonna.

Consigli per risultati cromatografici ottimali

« QOttimizzare lo strumento riducendo al minimo la lunghezza dei tubi in modo da
diminuire il volume extra colonna e la larghezza di banda. Utilizzare tubi rossi
da 0,12 mm o tubi neri da 0,075 mm per colonne Fast LC/elevata efficienza.
Per ulteriori informazioni sulle soluzioni capillari, consultare il sito
www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

« Se si utilizzano colonne a fase normale, controllare che le guarnizioni del rotore e
della pompa, i tubi e tutti gli altri componenti dello strumento LC siano compatibili
con i solventi per fase normale.

« Controllare che la velocita di raccolta dei dati sia ottimale per la colonna. Utilizzare una
velocita di raccolta piti alta per le colonne Fast LC (InfinityLab Poroshell 120, RRHT e
RRHD).

« Insieme agli strumenti LC, utilizzare lampade certificate da Agilent per ottenere
risultati migliori.

« Utilizzare procedure di filtrazione o di preparazione dei campioni adatte al campione.
Per ulteriori informazioni, visitare il sito www.agilent.com/chem/sampleprep.

Se utilizzi le colonne InfinityLab Poroshell 120 o ZORBAX RRHT o RRHD,
utilizza le pre-colonne Fast Guard UHPLC per proteggere le tue colonne
analitiche. Consulta il sito www.agilent.com/chem/fastguards per
maggiori informazion.


www.agilent.com/chem/lccapillaries
www.agilent.com/chem/sampleprep

UTILIZZO DELLE COLONNE A FASE NORMALE

Tutte le colonne a fase normale vengono testate prima della consegna e sono
fornite con eluente di prova per fase normale. Fanno eccezione le colonne ZORBAX
Eclipse XDB-CN e InfinityLab Poroshell 120 EC-CN che vengono fornite con solventi
per fase inversa e le colonne InfinityLab Poroshell 120 HILIC e ZORBAX HILIC Plus
che vengono fornite con solventi HILIC. Le colonne ZORBAX Carbohydrate vengono
fornite in acetonitrile. Prima dell'uso, & importante verificare che la colonna sia
stata equilibrata correttamente per garantire riproducibilita da analisi ad analisi
prevenire variazioni nel tempo di ritenzione.

Parametri operativi per le colonne a fase
normale: pH e temperatura

Parametro pH Temperatura Temperatura
consigliato operativa max operativa
consigliata
InfinityLab Poroshell | dapH2,0a8,0 ' 60°C 30°C
120 EC-CN
Z0RBAX Eclipse dapH1,0a90 | 60°C 30°C
XDB-CN
Z0RBAX CN dapH20a80 @ 60°C 30°C
Z0RBAX dapH2,0a80 | 60°C 30°C
Carbohydrate
Z0RBAX NH, dapH2,0a70 | 60°C 30°C
Z0RBAX Rx-SIL, dapH1,0a80 | Sullabase deilimiti
Z0RBAX SIL di temperatura
della fase mobile

Pursuit, Polaris, dapH20a80 | 60°C 30°C
Metasil, Monochrom,
Microsorb

InfinityLab Poroshell  dapH1,0a8,0 | Sulla base dei limiti
120 HILIC, ZORBAX di temperatura
HILIC Plus della fase mobile

Utilizzare le colonne ai valori limite di pH e temperatura puo comprometterne
la durata.
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Nota: tutti i riempimenti in silice sono solubili in fasi mobili acquose a pH >6. Se si
utilizzano colonne in silice a pH >6, & preferibile impostare temperature piti basse
(40 °C max) per prolungare la durata della colonna e utilizzare basse concentrazioni
di tamponi (da 0,01 a 0,02 M).

Note sullo sviluppo dei metodi per colonne a fase normale

La fase stazionaria € in origine polare ed & pertanto preferibile utilizzarla con fasi
mobili apolari, ad esempio miscele di cloruro di metilene/esano o isopropanolo/
esano. Aumentare il quantitativo di componente polare in queste miscele riduce
generalmente il tempo di ritenzione del campione.

Tipo colonna Note sullo sviluppo del metodo

Z0RBAX NH, Sono necessari molti volumi di fase mobile per

Polaris NH, equilibrare la colonna dopo aver modificato la
composizione della fase mobile. Il numero dei volumi
di colonna necessari dipende dal sistema utilizzato.
Possono essere richiesti da 50 a 100 volumi.

ZORBAX Rx-SIL Le colonne in silice non legata sono tanto sensibili da
Z0RBAX SIL riconoscere la presenza di acqua nei solventi e nel campione.
Pursuit XRs Si E quindi importante mantenere uniformita al fine di garantire Ia
Polaris Si-A riproducibilita del metodo. Se si utilizza l'eluizione a gradiente,

& necessario variare i solventi primari e secondari con alcool
o acetonitrile. Inoltre, almeno 30 volumi colonna di solvente
devono fluire nella colonna al termine di ciascuna analisi.
Quando si passa da un solvente a un altro, pulire
innanzitutto la colonna utilizzando un solvente
reciprocamente miscibile (ad es. alcool isopropilico).

InfinityLab Poroshell 120 | Le colonne InfinityLab Poroshell 120 EC-CN e ZORBAX

Microsorb Si

EC-CN Eclipse XDB-CN sono fornite con solventi per fase
ZORBAX Eclipse XDB-CN | inversa. Tuttavia, previa introduzione di isopropanolo, &
7ORBAX CN possibile utilizzarle anche per fasi normali.

La ritenzione diminuisce all'aumentare della polarita
della fase mobile.

Dati i veloci tempi di equilibrio di questa fase legata
con la fase mobile, & spesso preferibile utilizzare questa
colonna al posto di quella in silice, soprattutto se si
opera con eluizione a gradiente.



Pulizia della colonna e prolungamento della durata:
colonne a fase normale

Per la fase normale, si consiglia di utilizzare solventi organici. Utilizzare almeno
20 volumi di ciascun solvente nel caso di colonna analitica tradizionale
(4,6 x 250 mm, 50 mL). Utilizzare questi solventi con forza crescente:

1.50% metanolo: 50% cloroformio
2.100% etilacetato

La pulizia di una colonna a fase normale puo variare a seconda del tipo di
campione. Se questi solventi non bastano, rivolgersi ad Agilent che consigliera
un solvente piu efficace per I'applicazione e la matrice del campione specifici.

Consigli sulla conservazione: colonne a fase normale

In genere, le colonne a fase normale possono essere conservate a lungo nella
propria fase mobile. Per evitare che il riempimento si asciughi, tappare bene le
estremita prima di sistemare la colonna.

UTILIZZO DELLE COLONNE HILIC

HILIC & una tecnica utilizzata per la separazione degli analiti polari trattenuti
inadeguatamente sulle colonne tipiche a fase inversa. Le colonne Agilent
Z0RBAX HILIC Plus e InfinityLab Poroshell 120 HILIC sono colonne in silice
non legata, fornite con miscela di acetonitrile/acqua o acetonitrile, e possono
essere da subito utilizzate per le separazioni HILIC. Le colonne ZORBAX
Carbohydrate vengono fornite in acetonitrile e possono essere da subito
utilizzate per la modalita HILIC. Come per le colonne a fase normale, le
colonne HILIC richiedono tempi di equilibrio maggiori rispetto alle colonne a
fase inversa. Ricordare che anche le colonne NH,, in silice non legata e CN
possono essere Uutilizzate per applicazioni HILIC.

Per utilizzare tali colonne in modalita HILIC, introdurre prima |'alcool
isopropilico.
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Parametri operativi per le colonne HILIC

Nome colonna Intervallo pH  Temperatura Temperatura
massima
ZORBAX HILIC Plus dapH1,0 40°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 ' a 8,0
HILIC
Z0RBAX Carbohydrate dapH2,0 40°C 30°C
a80

Utilizzare le colonne ai valori limite di pH e temperatura puo
comprometterne la durata.

Note sullo sviluppo del metodo HILIC

ZORBAX HILIC Plus Nella maggior parte dei casi, il metodo HILIC serve
InfinityLab Poroshell 120 all'analisi di composti polari non trattenuti o trattenuti
HILIC solo parzialmente sulle colonne a fase inversa.

Equilibrare la colonna con il 30/40% di acqua in
acetonitrile prima dell'uso.

Per I'equilibrazione possono servire da 20 a 50 volumi
colonna.

Una tipica fase mobile ¢ rappresentata da una miscela
di acetonitrile/acqua con tampone acetato o formiato
5-10 mM. Aumentando la concentrazione del tampone
@ possibile migliorare la forma del picco e la ritenzione.
Diminuendo la percentuale di fase acquosa tamponata
si aumenta la ritenzione.

All'aumentare del contenuto di acetonitrile della fase mobile, la risoluzione degli zuccheri
puo migliorare con un parallelo aumento del tempo di analisi. L'intervallo tipico per la fase
mobile & compreso tra 60% e 75% di acetonitrile. La risoluzione puo essere migliorata se
latemperatura della colonna & superiore alla temperatura ambiente. Il funzionamento a
30°C 035 °C puo migliorare la risoluzione di una miscela di carboidrati.

Indicazioni sul funzionamento: HILIC

« Le colonne HILIC Agilent sono fornite con una miscela di acetonitrile/
acqua o acetonitrile.

« Le colonne HILIC Agilent sono compatibili con I'acqua e con tutti i
comuni solventi organici.

« Tutte le colonne in silice sono solubili in fasi mobili acquose a pH >6.
La silice & piti solubile ad alte temperature. L'utilizzo delle colonne con
pH >6 e temperatura superiore a 40 °C ne riduce la durata.



Pulizia della colonna e prolungamento della durata:
colonne HILIC

Prima di effettuare I'iniezione nella colonna, & necessario filtrare i
campioni. Questa procedura é fondamentale per la colonna ZORBAX
RRHD HILIC, poiché il frit in entrata & nominalmente di 0,5 pme i
campioni devono essere filtrati utilizzando un filtro da 0,2 pm. Se il
flusso del solvente sembra ostacolato (raramente si hanno alti valori di
contropressione), verificare che ad ostruire il flusso del solvente non vi
siano ostruzioni fino all'ingresso della colonna. Se I'ostruzione & prima
della colonna, sostituire la parte di tubo o di filtro ostruita. Se la colonna
& ostruita, & possibile invertire il flusso della colonna InfinityLab Poroshell
120 HILIC utilizzando 20-30 volumi colonna di fase mobile. Il flusso della
colonna RRHD HILIC non puo invece essere invertito. Per rimuovere
materiali ostruenti dalla colonna, spurgare utilizzando un solvente piu
forte, che in modalita HILIC & I'acqua.

Consigli sulla conservazione: colonne HILIC

Per conservare a lungo le colonne HILIC si consiglia di utilizzare
acetonitrile/acqua come solvente (95:5). Prima di passare al solvente
per la conservazione, & necessario pulire la colonna utilizzando la
miscela di acetonitrile/acqua (60:40) e rimuovere i composti ostruenti.
Per evitare che il riempimento si asciughi, tappare bene le estremita
prima di sistemare la colonna. Le colonne possono essere conservate
nelle maggior parte della fasi mobili HILIC per brevi periodi. Tuttavia,
per proteggere il materiale, & preferibile rimuovere i sali dallo strumento
e dalla colonna spurgando la colonna con |a stessa fase mobile senza
tampone utilizzando ad esempio 90:10 ACN:H,0 per rimuovere una fase
mobile con tampone formiato 90:10 ACN:0,01M. Il processo di riequilibrio
& pit veloce con la fase mobile originale se si utilizza questa soluzione,
tuttavia sono necessarie varie iniezioni (da 3 a 6) per controllare che la
colonna sia ben equilibrata.



CDMMFIZIE. T T®D Z0RBAX, Pursuit, Polaris
B H S LE XV HILC A5 LICET 5 —RIER
NEFSINTWET, RPDOEHICIE, IEHEAD
FLEHLUC AT LOBAICHTIEEDIFERIE
HEINTWET, —HOAYY FINSTA—42 &
NILDAVTFURAFEF. HUC hFLEIR
HMHASLTELDL-O., TNLDRFEHRITHKRED
HAICHICESEINTWET, BEVLDAS L
FEET7 ) —ICET HEMERICDOLTIE,
agilent.com/chem/columnchoices ZS B L T =
LY,

[ZLC®HIZ

Agllent DT RTDASLIZIE, ACHFT LN TAH—T Y
ALiR—k (FRMZOTRNTSLEED) AHEL
TWET, OC TR MERERIX. RODH T LIFEER/N
LT BEIEBED LR TLNSER (REL) &h
TWa®H, BESEVDO VR TALALIZEL SR
NHYFET, IhiE. WS LOFmEZEREZFLT DL
T. BG0—EHFEMLEESERLHTT, ICVRTLA
ITMATED D S LICREIEESAhTEY., QC/NT+—<
VALR— DO OT NS LERBROEREERL
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faft
- JA-0FAEH T LLICRBESATOET,

*HPLC DAS LK, AIAISEEEN=TA—FRTOHERT
EE7.

* Poroshell 120 B S LslE, BSLDY ) —=2 5 DIFICHED T O—
BARITERATEET, Poroshel 120 AhZLOHAD T v b4
A REEAQBEYNS WD BEFYNBIY LT (Lo
TWET,

* Agilent TlE, 600 bar FTHASLICHLTRYZ 2T ay
TA4UY (ERSEE 50678957) DERAEHELTLET,
1200 bar THEZ 4 YT 14 >4 (BRERES 5067-4733) &, {EEH
5 1200 bar @ UHPLC ENFETHDITRTOT7 TS — 3 VITfE
BTZEET,

TRTOLEHS LCHT SEELRL LOEER
“1C SRTLTIE, TATORBETRAAE L STRAEA
BYET. SOt BIEOBICTRIE TR BE
<7,
ChSARBAEMHTFOLH, TV ET 4 v T4 25%0
TERVACBTAABY FT. N5 LEH ERERS
DEVBF T2 T LS (BBHLEEA).

cBASLICEESNEBEENOFIREZLTFo T
EW (RR=UDFv— 2SR, FIREZBZSE. B
SLANLIELET, . BFERILLORLNE, BIR
NELEYTEEETNNHYFT.



RABEEN - REIAmm LLTDH S L

hSLBAT FLFE EHER

Z0RBAX NH, 5um. 7um 400 bar (6,000 psi)

ZORBAX HILIC Plus 35 um

Z0RBAX Rx-SIL 5 um

Z0RBAX SIL 5 pum, 7 um

Z0RBAX CN 5 um, 7 um

ZORBAX Eclipse XDB-CN ' 3.5 um, 5 um,
7 pm

ZORBAX Rapid Resolution ' 1.8 um 1200 bar (17,000 psi)

High Definition (RRHD)

HILIC Plus

ZORBAX RRHT Rx-Sil 1.8 um 600 bar (9,000 psi)

Polaris NH, 3 um, 5 um 400 bar (6,000 psi)

Polaris Si-A 3 um, 5 pm, 400 bar (6,000 psi)
10 um

Pursuit XRs-Si 3 um, 5 pm, 400 bar (6,000 psi)
10 um

Poroshell 120 EC-CN 2.7 um 600 bar (9,000 psi)

Poroshell 120 HILIC

hSLERADEY

cREDASLIIBETHY., BEOIAT NS ITEHTER
HRBET DL IR SN TVET ., HFLDFGERK
LT BICEE, HHEOBEERNTHEATSLIITLET . REH
BAYy FEERT HETIC. BFEREREL TSN,

cHWARDIO—F, WSLEBRETIEFTEEHY FEA
A TUY bPOEFYERETSSEERVTEITLSCLE
B#EIOLET BlsHcoWTIE MER] 258,

- BEHOLERICE. BHECHEL, YO IS5 74—
FAEDBEREEBTERLTIIEEL,

NS LENBETDHENT LOEREMETLET,



CEHRDH DT LICIE. ARBEOREEMNIA>TVET, HFE
WDH S LOAERMBRICONTIX, OC /T —T VR LR—
FE2SBLTLLESWL, YHTERT S EZITE, RO
BEELDBTNDHIBEHEEHSLICESHNKSITE
BELTLfEaL,

* Agilent JE#EH T AlE, KB I U—RBUGERBENERATE
EZ 8

cNSLEREL. W5 LDEREEIT O, A—FH5 L4
DEREHELETS,

c ASLERETIRICE. B pH BLUBEDRFEZERIT TS
&b,

s COATLIF, BTHEREEIN TN S HF LM pH EERNTER
LTLEEL (RR=D%SHR), #Eshd pH HRB IV
BREGRONATERLEGE, FA’ECLEIBENLHY
1?‘0

RENDVAR NS T4 BERE/H=HDE F

cHRERELET SO, VK- FOMOEEETE
5@ LT, KABHATLAEZRS L. /N2 FOH
RE®TES, SR IC /EHEASLICE, AE 012 mm D
FOBEFFEALET, FYvESUA TP avIzd0TIEL,
agilent.com/chem/Iccapillaries 58 L T Z& Ly,

cJBHH S LEERT HEICE, IC #BoOO—42—>—)L, R
VU=, BE. BLUMOTRTOaVKR—% Y HAE
HAEICRHE LTS EEHELTEEL,
CERTBINSLICEDETT =42 T L— b eR#E
IELET, &F LC 55 L (Poroshell 120, RRHT. RRHD) DiH&
&, =492 FY T L— 2B LET,

< IC HBOMEEERAILT B0, Aglent BEDS > TEFEA
LEF,

cHUTNIZHE LT, YO TILEBOZFOMOE LYY T

JLRTALEE AT VE T, FEMIC DU TIE, agilent.com/chem/
sampleprep ZZHR L T2 &0,



IEHEH 5 LTOESE

JEF D S LIEFTRTHEARIZTA RS TH Y., IBHETR
FEEHENHASNIRETHESAET, =2 L. Z0RBAX
Eclipse XDB-CN.,  Poroshell 120 EC-CN. Poroshell 120 HILIC, ZORBAXHILIC
Pus D& D T LlE, HEHEBEAHFASNIKETHEINE

Y. HAMICHS LOBENGFEILEITS O
chizkY, FEOBRENSEY. UT

DEYTREHSIENTEET,

IEFEH 5 LDEMEINT A =5
PH E X TRE

EMNBETT,
DL E N

HERBERE

HE5Z pH 5 RAEBMERE

ZORBAX NH, pH20~ 75 60 °C

ZORBAX Rx-SIL pH1.0~80 | BEHEDEE
ZORBAX SIL HIFR DI 24K
Poroshell 120 =7

HiLIC™

ZORBAX HILIC

Plus*t

ZORBAX CN pH20~80  60°C

ZORBAX Eclipse pH 2.0 ~ 9.0 60 °C
XDB-CN*

Polaris NH, pH 2.0 ~ 8.0 60 °C
Polaris Si-A pH15~100 60°C
Pursuit XRs Si pH 20 ~ 8.0 60 °C
Poroshell 120 pH2.0 ~ 8.0 60 °C
EC-CN*

P HRREEAHA SN KB THR,
TEEMIZDLNTIE THILC TOEE) 238,

30°C

30°C
30°C

30°C
30°C
30°C
30°C

pH & & WEREFHBE OMIHTE TOEEF, BT LDFaHEKX

RICHEOHIREREEGTY T,



EE V) AR—RDOFEEIIL. pH> 6 DKEBREETSEIE
ﬁﬂiUiT PH>B6 TV AR—RDHSLEFEAT S5

HSLDFGERKNIET BICIE, KR WCUT) T,
0m~0mm®ﬁ@®ﬁ&F®AJ77 FEALTLEELY,

G D S LD Ay FEREICET 5EF

EEBIFZDOHE LBHENHY . BHEDOLEVBEIE (B4
FLY/NTYUEREAW., 41V TaNR) =L/ ANFYURE
ML) LHEAEHOETERTIONRETT, —HRMIC,
BAYOBERSIEZSZE, YU TLDY T aviA
LIFELBYES,

hoLr47 Ay FERICET 5EE
ZORBAX NH, BEEOBENASTWNEEY T a VITED
Polaris NH; LFET.

BEHEOMEREEE LSS, TELEER
T BITEA S LEFEOAE L DBEBEALE
TY, BELGEFFEAL TSI RATLIZE
DTERBYFIA JRATHS LEKED S0
~ 100 fEICES B ENHYFET,

ZORBAX Rx-SIL FEEE TN IS AITBEOY > TILh DM
ZORBAX SIL EOKIZHEDLOHTHRELZDT, AVY FD
Pursuit XRs Si BRUEEZEODIZIT—EMEZHET LS
Polaris Si-A BENRETY, V50TV NEHEMERT S

BE. TS5ARVEH VT DEADRE
EF7NLaA—)LFELET7E =R IILTHE
L. TRIOERFTHIERTTELUICHTLOD
NEULEDBEBEHS LITETRELHY
9,

BEEDYBZDEE. RICTAVTOELT
L=V EQMEIZEINMEDHHBETH

SLETTCRENHY ET,
Poroshell 120 EC-CN Poroshell 120 EC-CN # & U ZORBAX Eclipse XDB-
ZORBAX Eclipse CN A S LIFHEEBEAY THESATUE

XDB-CN ZORBAXCN = I, 4V TAN/—ILTIZv ad5bC
Eic&Y, IBR7TUr—LavIcdERAT

o

ﬁiflqu)ﬁ'fih‘ SWMEEY TV avIEED

CDIEBHILBEE L ERE T EEET BT
. ._0)737L\I;t BIZHTSTT Y MBEHOD
BE. VUHDSLELYELERNTT,



ASLDY )=/ h5 LHERDAL :
IE+E A S L

IBFEDIHE. AMAEOERAEZHELET., hS5LN—KHY
RO A6 X 250mm, 50mL DIFA. 75 LIEKFED 20 UL
DBEWEEALET, BEE, ROLSICHENMEVLELOM
SIEICEALET .

1.50% A5/ —)L :50% 2 B0 T+ )LL
2.100% TFLT7ET— b

IBABEE— RTEATZIZHS LDV —Z251F, o TILAE
A k> TELEDAREMELHBYVET. CNODBETSE
CIAMEWNGEIE, Aglent IZHERVEDbEWEFIE. 77
Yr—2a ST M) v RITH L TR YSENL
BEEFREVNVZLET,

REICEHI HIEFE: JFEN S L

B85 5 LERMFRET HHEE. BHELTNEBRERE
ISERLES . S LOREDHNIC, FEFIDGIEZETD
=, BIGT 4 T4 VTITRIET ST LomY £1FHA
CHERHYFET.

HILIC h S LTHEE

HILIC (X, BEDHEEH S ATEREENT+2LEBHERED
SEEIZFERA SN S AETI . AgilentZORBAX Rapid Resolution High
Definition (RRHD) HILIC Plus 73 5 4535 & U Poroshell 120 HILIC 3 5 Ls
X, EEASUHASLT, PR MU/ KEEGHMET
F7E b= bULLAEHASH, HUCHDBEICT CICHERTE
HIRETHTINET, DS L LR, HUC AT LIF
FHRASLEY L FEEICHERALMNY FF, ZORBAXRx-Sil,

ZORBAXSil, ZORBAXNH, 15 Al&, HILIC 7 FU 45— 3 vicd
FRATEET., ChODASLEFHLUCE—FIZYYEZ BIC
X, 41V 7EELT7ILIA—ILTISyIalET,



HILIC h 5 LDEME/INS A —% .

h3 L% pH i RARE HERE
Z0RBAX Rapid pH1.0~80 40°C 30°C

Resolution High Definition
(RRHD) HILIC Plus
ZORBAXHILIC Plus HPLC
Poroshell 120 HILIC

pH & & WEEFHEOMIRTHE TOEEE, hILDFaHEKX
IRICHEHDERE G Y FT,

HILIC AV v FEAXICEAY 5FE -

ZORBAX Rapid BH—MBHRHILC 7 FUr— a ik, #HEh
Resolution High S LATCIEERENTAREEZEFR+ 2B HEES
Definition (RRHD) MORHATT,

HILIC Plus TR FYILIZ30 ~40% DKEES LI=LD

Poroshell 120 HILIC | wEMATISH S LEFHILT ZOHNBETT .
FHEAEIZIEZH S LERTED 20 ~ 50 EABELS
ENHYFET,
—RHEBBAEELTIE. PEFZ MUK
BEMIZ5~10mM D7t T7— FEITFEIE
Ny I 7—EMAIEZEONAVLGNET, /Ny
—REEZLTFRE. E—ORREUTUY
IVHBEBSNDAREENHY ET, UTY
IUEEBOTIZE, KNV T 7—EBERD
LES,

ENEDFEET : HILIC

e AglentHILIC A S A&, 7ERZ MY/ KEEMERIEITE
= FULABHAShRETHFASAES,

« Agilent HILIC 715 A&, KB L U—RRMLGERBENMERTE
F7,

* D UBIE pH> 6 DKMEBBBTHIENRRY FF . Ff=,
D)NEFERTHHIENREEYEF . Z0RBAXRRHD HILIC Plus
F =1 Poroshell 120 HILIC 515 Ls% pH 6 &40 °C AL THE
RY3E. DI LOFGHECBYET,
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HILIC 5 L

HUTNIFHSLITEATBENCERBLTLESL, IhlE
#5(Z ZORBAXRRHD HILICPlus A S ALIZH LTEETY, WS LE
AQTY Yy bHARFR0S5 umBD T, 2 TILIF02 umDH >
TILTANE—TEBTIZLENHY FT. BT O—H
RENTWEESICRZS (WSLDNYIEANREEICE
W) BA. ASLEAOFTTOREIO—ICEENLZN &
FFTHRLTLLESL, BSLDRITHIBRMNELTINSG
BlE. BEFLETANI—DEF - TWIHAHERRLE
o DITLHFEFE>TULSDIHGA. Poroshell 120 HILIC (&5 T ik
O ~NEOBEET/NNY I IF Y2 TEET, RRHD
HLUCAHSALIFNY S TS5vaTEERA, DS LICREIC
HELTWAYMEERET HICE., BAEBE HUCE—F
TlEK) THhSLEITSVaLlLET,

REICET HEEEIE - HILIC h 5 LA

HILC h S LORBEERBEICIE, 7= MY IIL/KER
¥ (955) ZHRLFET, BEITHELTLSMELH S5
ElE. RERBEICUVBZBHEIIC. 7= UL/ KE
&Y (60:40) THSLZEI7Sva L TRYKREET, h3
LOBFREDRIZ. FRIERIOEIREERTDHz0, BIHT1vT
A DTIIHETSTHE Lo2DY EIFDALBRENHY ET,

BHRTHNIE. HSLEREFEAEDHUICEEHEOTTERE
IRETEET, 2L, HRERET SO, Ny IT7—
EEFRVRAILBBHETHSLENA—UL T, #BEHS LA
MOEEBRET I EEZEBOLET (FEZIE 0:100
ACN:0.01 M XE&IE/ Ny T 7 — A Y BB ERRET 121K, 90:
10MDACNHO #FALET ), COAETIE. RLBEIEIZK
UBTELEMEZERTEETH. HS LOFEILERER

51z, EHE (3~6[0E) DEAZTILENHY FT.



AR E B T FRr A ZORBAX. Pursuit A Polaris
IEARFIHILC BIBHEN—MRIER. FREBINEE
ZIEHEFI HILC BIEHMNER. BARESESH
MEEFEHEIPIRAX T HILC FIEMEBIEHEME 2
T EM, FIEREB/LTEESRINBXLIS .
BXABFERBEHHAIINEMESR, FSRL

agilent.com/chem/columnchoices

ANITERE

T/ Agilent BIEFFERMITT— OC BIEFHEERS, 1Z
REBES—NMRBILEE . 0C NN R EFENE
A EEe (ie) makE, BERKERLD THIMER,
Hit, E5SZREFFEANREARRE. XHERLIFELFH
T HRERREE BN~ R MCRERERSERN
FEIMAFAFHEE R ATRE/, HERS OC HRERSEFHE
EEHEIARNER.
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3k

- EEIEE AR T IR

- gz i _EARICROREIRIE 1.8 um BiEHE (ZORBAX
RRHT. ZORBAX RRHD).

- fEEVEGILAERT, BI7ER B E _EIRME Poroshell 120 @ittt
Poroshell 120 & 3E#EE ORI OB RSN, ATILE
SibERHE,

« Agilent 3238 X 5 =1 E 9 600 bar B9 it 4% 58 3 B2 B sk (&R
5 5042-8957). mEME 1200bar BYATHRENGESL (R4
S 5067-4733) AIEATHRENNA, FMtERRETLRRS
9 1200 bar & UHPLC [EF7.

i LC BEHEMEZEREEIEFM

- IC REPHAEERSHETERRR. APREER
HEE SRR .

AHERMEFHIER TR THUNTRL, F LR 882 RN PTIY
B, REEERRRFNXEITFEIER.

- EE R AT SETRANREE NRBIHITRIE BT
—IUERR). B RERBISEREERE, MARTRE,



BRABEESN -ARERKRA 94 2R EIET

BIBHERR BRI R~ JE IR
Z0RBAX NH, 5pmy 7 pm 400 bar (6,000 psi)
ZORBAX HILIC Plus 35um

Z0RBAX Rx-SIL 5pm

Z0RBAX SIL S5um, 7 pm

Z0RBAX CN 5pmy 7 pm

Z0RBAX Eclipse XDB-CN 35umy Spmy 7pm

Zorbax RRHD HILIC Plus 1.8 ym 1200 bar (17,000 psi)
Z0RBAX RRHT Rx-Sil 1.8 ym 600 bar (9,000 psi)
Polaris NH, 3pm, 5pm 400 bar (6,000 psi)
Polaris Si-A 3pmy 5pmy 10 um | 400 bar (6,000 psi)
Pursuit XRs-Si 3pmy 5pmy 10 pm | 400 bar (6,000 psi)
Poroshell 120 EC-CN 2.7 um 600 bar (9,000 psi)

Poroshell 120 HILIC

BIEHERZERR

‘S BEREIMA, TEERGEFE T IERKRE. £
BEHSECEENEITUERLIGKERES. EREFE
hiERNMIEEEESH.

c BRRA—BA BRI, BERNER, RIERESR
B ERNERE GBS “RE” T REEISMER).

- SR E RIS AN A B IR RN E SR A AR TIRIE R aNE.
FHEEE LSRRI L.



cHEEEASBAIATIESY. ESNCHEERS, TRER
HAHRARIRS . FFErT, R/MODAREILER TS BE AT
TSR A RS Gk,

« Agilent IEFE&i%HE 5KFAAEE NN EILIATIFRE.

EWERRIPHER R EIEEHEKEFERE®S.

« ANEABILHE, TEEE pH ERSSASHEELRGETRE
@ik,

- BB RINA IR pH EEENEE T ERLL &
H BB RT—T0. EBEENA pH EMEESEEEE TR
e EFERES.

RERECEERIET

« RUTREARIGLE 1 2 BRI KRB, LU D HESMETRRFIE SR,
MTALILER - JIRIE O/ @ IEH, BEREAAREA 012 =X
WA BEL. BXEHEELEN, EHT)

agilent.com/chem/Iccapillaries.

- ERAEREEHER, MK IC RN FHEHE, REHE,
ERUN AR MAGESS ERFIRS.

RS BIEHEMML THIEREER, JIRE LC BIEHE
(Poroshell 120, RRHT £ RRHD) £ A= HOSREEIRER

« 7E LC (B I Agilent INIERNKT, LASK IS RAEMAE.
cREHREAESNERITEREEREE TR ETRIE

YM{=E., 151/5i5) agilent.com/chem/sampleprep



55 FHIEfE & ig4E
FANEHGIERAEREZ ST TR, HBEERR TR
WIS, 1B ZORBAX Eclipse XDB-CN. Poroshell 120 EC-CN. Poroshell 120
HILIC %0 ZORBAX HILIC Plus & 3EAERRSN, X Lk & FEA H7E R ABIATT
B RO IR B GIEH Z AT T T IRAEE. X
HARESTHNES N, FETHILREREZER.

IERBIEFERESH: pH EMEE

BUMpHE  BERERE %i)‘(ﬂ’ﬁ%fﬁ

SEi mE
Z0RBAX NH, pH20ZE 75 60 °C 30°C
Z0RBAX Rx-SIL pH1.0 Z 8.0 ZRENRE
ZORBAX SIL Poroshell ERRIERIPREI
120 HILIC*
ZORBAX HILIC Plus™!
Z0RBAX CN pH2.0 Z 8.0 60 °C 30°C
Z0RBAX Eclipse pH2.0 Z 9.0 60 °C 30°C
XDB-CN*
Polaris NH, pH2.0 Z 8.0 60 °C 30°C
Polaris Si-A pH 1.5 Z 10.0 60 °C 30°C
Pursuit XRs Si pH2.0 Z 8.0 60 °C 30°C
Poroshell 120 pH20ZE 8.0 60 °C 30°C
EC-CN*
ERAATIREM .

BTBELER, BSL “EMHLC &5,

HEoHEMEENREFH TRIEST RIEENERES~E
ERFM.



AR FTARREFIARIE pH>6 SXRAEHEFT—ENAIE
. 72 pH>6 BIME T RE AR BN, RIZERERE N =
0.02 M MR MIBRE, URRIRBET (RE7A40°0), X%
ARGREREEERSES.

IER &I AT R PR

EEEARERERMEN, RESSERERIBESER, W
SRR/ CRR SRR/ TR &Y. 1BNIX LR S5
BE SRR mERERE.

Bk AR T &R
ZORBAX NH, REBRT BB T ENAEAR M B E R T 4R G -
Polaris NH, ERFEARBRETNE, FETS MGG

HRRBRENIE A REIA R . PR BB
FRYEBEIORTEMAMNERSE, RSH 50
100 N IEAE(ATR.

ZORBAX Rx-SIL FEREEREREIEENATMERDREN
ZORBAX SIL RIEEBURR, EL 7 AR UNl, XFEA
Pursuit XRs Si RERB T AEESMM—EM. EFERBETR
Polaris Si-A B, R B E B x E A AH AT

BT, FREBREITERE, NED R
VF 30 N EIEHEANRTIE i,

BTz BERET, B ERERATTEE
B, MRAEE.

Poroshell 120 EC-CN Poroshell 120 EC-CN 0 ZORBAX Eclipse XDB-CN &1
ZORBAX Eclipse XDB-CN | #E = ME R BB FIPEMAY, 7EEHAZAEA
ZORBAX CN st fE, BRI ERM AR EREA.

REBRTIBIREE T ENAEAR M RS K T 4RAE .
ZREE RS SRAMEEITRETE, Hit
fEAt BIEEE SRR R eI ESE,
REZFERITHEISRA.



BEENEEE/EKeETERES: EReIEE
TR, BNBERBIER. ECERSWETR 20 1M
AR, RIRBIEERABNOINHE, A 46 x 250 mm,
B0 mLo $ZREEEINEIGFF S S F TR«

1.50% EAEE: 50% S
2.100% ZB 7B

REBAEEREPEANEIEEIUR FHMAER. mRxLL
ARITEIER, E5 Agilent BX R, FATIFHERE R IR0 R A 04 S
REBYHER.

GEREW: EEEEE
ER BN R CHREETEE T F AR KATE. 7K
Bkt B, MfEMAEKREERIES, URERERYET.

/A HILIC &t

HILC 2T/ BEEAR K E 6 iEH EE TR ARS8
J33% o Agilent ZORBAX IRIR 43 ES 1543 ##2 (RRHD) HILIC Plus g4t
#0 Poroshell 120 HILIC &M 2 ERESERERBIEH, BIME
ZREFIKRGR A Z Bt iTisi, ATAF#T HIUC 9.
S5EMRGIEHER, HILC Bkttt R meiEaEEE Kt EaFE
1, 3&EE, ZORBAX Rx-Sil, ZORBAX Sil #1 ZORBAX NH, & i+ th /T 1L
BT HILC R . XL EIEFRKCA HILUC B, NEEFERRRA
EEXF BT



s

HILIC Bi%HFiR{ES

BIBERR pH (E3EE i EWNANRE

Z0RBAX IRIES =4 pH1.0ZE 80 | 40°C 30°C
##2R (RRHD) HILIC Plus

Z0RBAX HILIC Plus

Poroshell 120 HILIC

7E pH{EFLR E M IRIHE B & 4 TIRIES N BB M & ikiE
BE A&,

HILIC F53%FF 4 1t ER
Z0RBAX RN BE S | KSHEA HIUC RAER T REEEEE
##3 (RRHD) HILIC Plus | SRARBB IR BRI ST
Porostel T20LC - et i, mipEm k@R 30
40% B Z BE 3t g HE TR .
PEEE 20-50 MEIEHEAT .
HBGSRFIERE S 510 mM BilsEh sk ARG EhaE
HRE Z REFIK R B . B ANE KR E AT

DB UER, A IREBRT 8] PRI/ MRk 1
IRBERTE KR ER R [E]

RAERM: HILIC

* Agilent HILIC &%+ —fRFHZIEFNKEDR B WIS CREHETT
.

« Agilent HILIC @iEHSKFREE R EHATIGRES.

s BEREREREH>6 K AMEPREE—EN A M.
HERERENNTAMTSHEERENHAS MG, RE
pH EATF 6, IBERBIT 40 °C IS T~ F ZORBAX RRHD HILIC
Plus B Poroshell 120 HILIC &4, N4 4558 ik ERE®.



FIRENGEE/EKBIEEERZF4: HILIC B

EEHERENGIEAE Z BT ST E I TIE 8. X 3F ZORBAX
RRHD HILIC Plus BB iE# L HEE, BARIEFANOFIRILEES
79 0.5 um, RIfER 0.2 um BIRESRIT RS IR TR . NRiE
FIRERRZERG (BIEHKERFES), NELRER GIL
FAONBTIREWIE. NRAZEGIERE Z A Z BIRSI, W
R E i P R B S SR T BB . R G EE, ATER
20-30 ML IAFRRYREIFEXT Poroshell 120 HILIC TR . &
BEXT RRHD HILIC @iEFEdtiT/oA. BEXBREIEFAHE THmE
YRR, REARAFIREEIEH, EHUCERT, MEFERK.

FRUE: HILIC it

EIERZREFK (95:5) FE S YMEAKEAE M HILIC &I
B FERRBIERAT 81, EEEAZFEK (60:40) BEE
Yk eitsE, UEBRBTRREREUEY. EEREIEHZ
B, RrfE e kB L, URIHENT T FaiEHREKRS
HILCR TR REEMELIERTE., 8, ATRIPIES, N
RS E iR ER LIRS A Xt G AR BT MR, A
{XEEFn i FErp KPR ER 4> (f512n, {8 A 90:10 ACN:H,0 5% 90:10
ACN:0.01M & 22 ERER ER RO TNAR) o SEFLL /5 3ART, XTIRIGREN
R TEFH P ERRESMR, BRFITER (3 E 6. %) HikE
DA IR IS 1.
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B a10om 6yknete npuBeeHbl 06LIMe cBeaeHUA 060 BCex
konoxkax cemencts ZORBAX, InfinityLab Paroshell 120,
Pursuit n Polaris ana HopmanbHo-tha3oBoii xpomartorpadium
1 xpomatorpacuu ruapounbHbIX B3anMoaencTeuii

(HILIC). BBogHas yacTb coaepkuT CBeASHNA ANA KOMOHOK
060ux TMNOB: HopManbHo-a3oBbix 1 HILIC. Hekotopble
napameTpbl METOAMK 11 UHCTPYKLMM MO YXOAY 3@ KOMOHKaMu
HILIC otnnyatoTca 0T TakoBbIX ANA HOPMarbHO-(ha30BblX
KOJIOHOK. [103TOMY COOTBETCTBYHOLLME PA3fenbl, NPYBEAEHHbIE Ha
HECKOMbKMX MOCNEHIX CTPaHMLaX, Pa3buTbl MO TUMamM KOSIOHOK.
MonpobHan MHOpPMALMA O KOHKPETHOM KOMOHKE Nk cemelicTBe
konoHok: www.agilent.com/chem/columnchoices

Hauano pa6ortbi

Bce kononku Agilent nocraBnAtTcA ¢ ceptnchukatom Kkayecrsa n
pabounx xapakTepuCcTUK, COAEP KALLMM TECTOBYIO XpOMaTOrpammy.
TecToBoe 060pya0BaH1e, MPUMEHAEMOE NPY KOHTPOSIE KayecTsa,
ONTMMM3MPOBAHO OTHOCUTENBHO CTAaHAAPTHOTO 060pYA0BaHWA
nyTem CBEAEHNA K MAHUMYMY BHEKONIOHOYHOTO 06beMa, NO3ToMy
OHO MO>KET 0TANYATLCA OT MCMONb3YEMbIX B BalLielt nabopatopum
cucTem. 310 NO3BONAET NyyLLe OLeHWBATh KAYECTBO KONOHKM 1
rapaHTvpyeT 13roToBneHe KONoHOK ¢ 6ofee eAnHO06pa3HbIMK
xapaktepucTukamu. PeaynbTaTbl, BbliaBaemble CUCTEMOVA
XWIKOCTHOM Xxpomatorpacomm (BIXX), ontummanpoBaHHoid

AnA paboTbl C KOIOHKaMW Manoro o6bema, 6yayT aHanorMyHb
npyBeeHHbIM Ha XpoMaTorpaMmme cepTudhnkaTa kayecTsa.


www.agilent.com/chem/columnchoices

YcraHoBKa
* Hanpasnetue notoka ykasaHo Ha KOMoHKe.

« Mpu pabote ¢ KonoHKamu ¢ pa3mepom yacTuw, copbenrta
1.8 mkm (ZORBAX RRHT u ZORBAX RRHD) nanpaBnenue noroka
06A3aTenbHO [OMXKHO COBNafath C yKa3aHHbIM Ha KOMNOHKe.

« [1pu npombiBke KonoHok InfinityLab Poroshell 120 HanpaBreHue notoka Moxet
6biTb MPOTVBOMONOXHbIM. B kKonoxkax InfinityLab Poroshell 120 pasmep nop
BbIXOAHOTO MOPVCTOrO BKNAZbILLA MEHbLLIE, YeM Y BXOAHOTO, NOITOMY OHU
NPOLLIE 3aCOPAHTCA.

« Agilent pexomenpyet douturru InfinityLab Quick Connect (5067-5961
ana kanunnapos paamepom 0,075 x 105 mm) nnm coutunru Quick Turn
(5067-5966) ana obecneyeHna HEMSMEHHO HAZBXKHOTO COEAIMHEHNA C
KOMOHKOIA. [INA KONOHOK, paccuntanHbix Ha fasnenna ao 600 6ap, Takxe
MOTYT UCTONb30BATLCA NONMKETOHOBbIE (hnTuHI (5042-8957).

B s> oibd

[TosiukemoHosbIii ghumure, CremHblii ghumure Agilent,  @umure Agilent Quick
kam. Ne 5042-8957 paccyumarHbili Ha Connect, kam. Ne
Oaenenun do 1200 6ap,  5067-5961
Kkam. Ne 5067-4733

Ba>xxHble cBeaeHMA no 6e3onacHoCTH ANA BCeX KONMOHOK Ana XX

* Bce Touki coemHeHnii B cuctemax BIXKX aBnatoTcA noteHumanbHbIMM
MCTOYHMKAMM yTeuek. HeobXoaumMo 03HAKOMMTL MONb30BATENEl ¢ TOKCHYHbIMM
JNW OrHEONaCHbIMI CBOMCTBAMM MOABWKHbIX (Da3.

+ CyLLecTBYeT 0MacHOCTb BbIXaHIA MEMKIAX YaCTuLL CyXOro HanonHUTeNA
KONoHOK. OTKPbIBAIATE KOMIOHKIA TOSIbKO B XOPOLLIO BEHTUIMPYEMON 30HE.

* He npeBbiLwaiite paboyee fAaBneHue, ykasaHHoe AnA KaX/aoi KOMOHK (CM.
TabnmLly Ha cneaytoLLeit cTpatmLe). [pesbillieHre 3TX OrpaHinyeHNiA CHKaEeT
XpoMarorpachuyeckue xapakTepucTkA U MOXKeT BbiTb ONacHbIM.
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MakcumanbHoe paboyee pnaBnenue:
KONOHKM C BHYTPEHHUM Auametpom A0 9,4 mm

Tun KonoHkn Pa3amep vactuu MpepenbHoe paBnexve

InfinityLab Poroshell 120 1.9 mkm 1300 6ap (19 500 dhyHToB
Ha KB. Arolim)

InfinityLab Poroshell 120 2,7 mkm, 4 Mkm 600 6ap (9 000 chyHToB Ha
KB. fitoiim)

Z0RBAX Rapid Resolution | 1,8 mkm 1300 6ap (19 500 chyHroB

High Definition (RRHD) Ha KB. fitoiim)

Z0RBAX Rapid Resolution | 1,8 mkm 600 6ap (9 000 chyHToB Ha

High Definition (RRHT) KB. ftoiim)

Bce ocTanbHble KonoHkn 3 mkm, 3,5 Mkm, 5 mkm, | 400 6ap (6 000 dyHToB Ha

Z0RBAX, Pursuit, Polaris 10 MKm KB. ftoiim)

Rx, Metasil, Monochrom, 3 mkm, 3,5 mkm, 5 mkm, | 400 6ap (6 000 dyHToB Ha
Microsorb 10 MKkm KB. [itoiim)

PekomeHpaumm no ncnonb3oBaHUK0 KONOHOK

* COBDEMEHHbIe KOMOHKW HafieXHb! 1 NpeaHasHaqeHbl AnA AnnUTenbHoro
WCMOJIb30BaHUA NPU HOPMarnbHbIX YCII0BUAX xpomamrpad)mqecmro
IKCNepumMeHTa. 3KCI'IJ'IyaTaLlVIF| KOMOHOK B PamMKax YKa3aHHbIX XapaKTepucTvk
MakcmMmMarbHO NMPO/JIEBAET CPOK UX CJ'Iy>K6bI. I'Iepe)l 3aeicTBoBaHNEM
OKOHYaTENbHOM MeTOAMKY 06A3aTeNbHO CBEpPbTEChb C XapaKTepucT1kamm KOnoHOK.

* XotA 06bI4HO 06paLLieHIe NOTOKa He onacHo AAnA KOMOHOK, n3beraite ero
MPUMEHEHIA 3a MCKMOYEHEM OUUCTKYM 3acopa NMOpUCTOro BKNapllLa
(MCKntoYeHMA cM. B pasziene «YcTaHoBKan).

* Beergja vcnonbayiite AnA NpUroToBREHUA NOABUXKHOI (hasbl peareHTbl BbiCLLEH
CTEMeH! OYMCTKY 11 PACTBOPUTESTA XDOMATOrPaciecKoii CTEMeHM YNCTOTbI MK
6onee unctble.

° Paaﬁopka KOJIOHKM NMPUBEAET K CHUXXEHUIO ee paéolmx XapaKTepUCTHK.

* HoBble KOMOHKY NOCTABRAOTCA HANOMHEHHBIMY CMECHHO OPraHMYECcKX
pactBopuTenei. Coctas pacTBopuTena ykasaH B cepTuchikaTe KayecTsa KOMoHKA.
[puctynan K Mcronb3oBaHuio, cnesyer u3beraTb NPONycKaHuA Yepes KOMOHKY
TaKoii NoaBYKHO hasbl, KOTOpaA MOXKET BbI3BaTb BbinaagHUe ocajka uin
06pa3oBaHue amynbCuu.

* HopmanbHo-tha3oBble KonoHku Agilent coBMECTUMBI C BOLIOW U BceMm
06bI4HbIMM OPraHNYEecKMU PacTBOPUTENAMM.



* [InA 3aWmTbl 1 YBENMYEHUA CPOKA CIIYXKObI aHANNTUYECKOM KONOHKI PEKOMEH-
[lyeTCA MCMONb30BATb MPEKOMOHKY.

* He xpaHuTe Hencnonb3yemble KONOHKI B CPEZE C BbICOKVMM 3HaueHnAMI pH nnm
B YCFIOBMAX NOBbILLIGHHO TeMnepaTypbl.

* He ncnonbayiite KosoHky 3a npeenami peKoMeHA0BaHHONO /A HEMoABYKHON
hasbl KONOHKM Apanasora pH (cM. cnesyroLLyto cTpaHuLly). IKcnyarauma
KosloHoK npu pH 1 Temneparype 3a npe/enami PeKOMEH0BaHHbIX IMarnasoHoB
MOXET NPUBECTH K COKPALLIEHHO X CPOKa CIIY>KGbI.

CoBetbI AnA NONYYEHNA HAUNYYLIMX XPOMaTorpathnyeckux pesynbTaTos

+ OnTmMuManpyite Nprbop NyTem MakcUMasbHOTO COKPALLBHUA [NMHbI
COBAMHUTENbHbIX KANUANAPOB MEX/yY KOMNOHEHTaMy XpoMarTorpadmyeckora
TpaKTa. 310 YMEHbLUMT BHEKOJIOHOUHbIA 06bEM M YLIMPEHUE MUKOB.
Vlcnonbayiite kanunnapbl ¢ KpacHOW MapKuUpOBKOIA ¢ BHYTPEHHIM MAMETPOM
0,12 MM unm ¢ YepHoii MapKuUpoBKoW ¢ BHyTpeHHUM anametpom 0,075 mm
ANA KONOHOK AnA ckopocTHoii XXX/BIXKX. MoapobHee 06 accoptumenTe
kanunnapos: www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

* [pu 1cnonb3oBaHNMM HOPMarnbHO-(a30BbIX KOIOHOK YOEAUTECH, YTO
npumeHAemble B ycTaHoBke BIXKX potopHble ynnoTHeHA, ynnoTHeHuA Hacoca,
KanuanApbl 1 Apyrue KOMMOHEHTbI MOXHO MCMOMb30BaTh C PACTBOPUTENAMM,
MPUMEHAEMbIMU B HOPMasbHO-(Da30BbIX METOAMKaX.

* Y6epuTech, 4To YacTota c60pa [aHHbIX ONTMansHO NofobpaHa AnA 1Cromb3ayemon
KOJTOHKM. YCTaHOBMTE MOBBILLIEHHYHO YacTaTy cHopa AaHHbIX MPY MCTONb30BaHIM
KonoHok anA ckopoctHoii XXX (InfinityLab Poroshell 120, RRHT u RRHD).

* B o6opynosanum ana BIXKX ucnonbayiite ceptudmumposarHble namnbl Agilent,
o6ecneymsatotme OntumansbHble paboyne xapaKTepucTUKi.

* Vlcnonbayiite noaxonALume AnA BaLweii npo6bl MpoUeaypbl UNbTpaLMY UK UHble
npouezypbl npoBorozrotoski. MoapobHee: wwwi.agilent.com/chem/sampleprep.

[pu ucnonb3aosaruu kosoHok InfinityLab Poroshell 120 unu ZORBAX RRHT
unu RRHD ucnonw3yiime npedkoronku Fast Guard ona 'y YBIXKX ona
3awums! aHanumudeckol KosmoHKku. [na nonydeHus oonosHumessHol
uHgopmayuu cv. www.agilent.com/chem/fastguards.


www.agilent.com/chem/lccapillaries
www.agilent.com/chem/sampleprep

PYCCKWI

PABOTA C HOPMAJIbHO-®A30BbIMW KOJIOHKAMW

Bce HopmanbHo-thasoBble KOMOHKY MCMbITHIBAHOTCA NEPE/ NOCTaBKOM 1
[0CTaBNAOTCA NOTPEOUTENIO B 3MHOEHTE, KOTOPbII UCTIONB30BANCA 1A UCTbITAHMIA
B HOpManbHo-ha3oBoM pexxume. Vcknroyetue coctanatot konoHku ZORBAX
Eclipse XDB-CN u InfinityLab Poroshell 120 EC-CN, koTopble noctasnatotca B
pacTBoputenax Ana obpatLieHHo-hasosoii xpomatorpachim, 1 kononku InfinityLab
Poroshell 120 HILIC n ZORBAX HILIC Plus, koTopble NOCTaBNAOTCA B PACTBOPUTENAX
AnA xpomartorpachun ruapodunbHelx B3aumopelicramii (HILIC). Kononkin ZORBAX
[INA aHan13a yr1eBozoB NOCTABMATCA B ALETOHUTPUIIE. [lepen uenonb3osar1em
KOJOHKY HeoBXomUMo 06A3aTENbHO YOEAUTLCA, UTO OHa ypaBHOBeLLEHa
Haanekalym 06pasom. 310 06ecreuMBagT BOCNPOU3BOAMMOCTL Pe3yIibTaTos
aHanu3a v NpezoTBpaLLaeT Apeiith BpeMEH Yaep/BaHHA.

PaGouue napametpbl HopManbHo-ha30BbIX
KONoHok: Auana3oH pH u tTemneparyp

HenopewxHaa Pekomenpo- MakcumanbHaa  Pekomenpo-
thasza BaHHbIN paGovan BaHHaA
Auana3sox pH TemMneparypa pa6ouaa

Temneparypa

InfinityLab Poroshell | pHo12,0808,0 | 60°C 30°C

120 EC-CN

Z0RBAX Eclipse pHor1,0109,0 | 60°C 30°C

XDB-CN

Z0RBAX CN pHor200080 | 60°C 30°C

Z0RBAX pHor207080 | 60°C 30°C

Carbohydrate

Z0RBAX NH, pHor20m07,0 | 60°C 30°C

ZORBAX Rx-SIL, pHor 1,0 10 8,0 OrpaHnymBaetca

ZO0RBAX SIL TOMbKO TeMnepatyp-

HbIMY Npeaenamm
MOABIKHOI (habl

Pursuit, Polaris, pHor201080 | 60°C 30°C
Metasil, Monochrom,

Microsorb

InfinityLab Poroshell ' pH o1 1,0 a0 8,0 OrpaHnymsaetca

120 HILIC, ZORBAX TOMIbKO TemMneparyp-

HILIC Plus HbIMY Npeaenamm

MoABIKHOI chasbl

Pa6ora npunpeaenbHbIX 3HaYEHNAX pH ntemneparypbl 3Ha4NTEeNbHO
COKpalllaeT cpok CJ'Iy)KﬁbI KOJIOHKK.



Mpumeuanue. Bee copGeHTbl Ha 0CHOBE CHNMKArena pacTBOPUMbI B
0npeeneHHoi cTenexn B BOAHbIX NoABXKHbIX hasax ¢ pH >6. Mpn
1ICrI0Nb30BaHMM KOJIOHOK Ha OCHOBE CUNMKarena B cpefe co 3HaueHuamy pH >6
HanBOMbLLUMIA CPOK CyXObl 06ECNIEUMBABTCA NP MOHUKEHHbIX TEMMepaTypax
(He 6onee 40 °C) 1 CNONB30BAHM HU3KNX KOHLBHTPALWIA ByhepHbIX BeLLecTs B
nmnanasone ot 0,01 1o 0,02 M.

Cosertbl no paspabotke MeToaMK aHanu3a AnA HopManbHo-
tha30BbIX KONMOHOK

HenopgykHan haza no cBoeii NpUpozie ABNAGTCA NONAPHON, ¥ eg Nyule BCero
1ICrI0Mb30BATH C HEMONAPHLIMU NOABUXKHbIMY hazami, TakiMI Kak CMECH rexcaHa
C AVXOPMETAHOM WIW TeKCaHa C 30MponaHosioM. YBENMYeHIe A0 NOSIAPHOTO
KOMMOHEHTA B 3TUX CMECAX 06bIYHO YMEHbLUAET BPEMA YEPXKMBAHIA KOMTIOHEHTOB
npobbl.

Tun KonoHkn CoBertbi no pa3paborke MeToaMK

Z0RBAX NH, [InA ypaBHoOBeLLVBaHMA, HEOGXOANMOTO MOCE U3MEHEHWA cocTaBa

Polaris NH, nofiBMXHOI thasbl, TpebyeTcA NPoMbIBKa NOABYXKHOM (hasoii B
KONMYECTBE, MHOTOKPATHO MPEBOCXOAALLEM 06bEM KONOHKU.
Yucno pacxoyembix 06bEMOB KONOHKI 3aBIUCHT OT UCTIONb3yeMOit
cucTembl 1 Moxer focruratb 50-100.

ZORBAX Rx-SIL KonoHku Ha 0CHOBE HENPUBHMTOTO CUNMKArena 04eHb YyBCTBUTENbHbI K
ZORBAX SIL CneaoBbIM KONM4ecTsam BoAbl B PaCTBOPUTENAX U npol’)e, noatomy ana
obecneyeHna BOCMPOM3BOANMOCTN PE3YNbTATOB HeOﬁXDLlVIMU TuiarenbHo

P“rS‘{'t X_RS Si CeaVTb 3a NOCTORHCTBOM COCTaBa. [P UCTIONb30BAHYM TPALUEHTHOTO
Polaris Si-A 3MIOUPOBAHUA KaK VICXOAHBIV, TaK U KOHEHbIIA pacTBopuTeNs
Microsorb Si Heo6Xx0avmMo MoavcMLMPOBATb CIMPTOM Wik aueToHMTpunom. Mocne

BbINONHEHIA KaXA0T0 aHanu3a Ciiefyet MponycTiTh Yepes KONoHKY
pacTBopuTens B Konuuectse He MeHee 30 06beMOB KOMIOHKA.

Mpu cmeHe pacTBopuTeneli cHavana cneayer NPOMbITb KONOHKY
pacTBopuTEnem, KOTopblit CMELLIMBAETCA C HUMM 0BOUMM, TAaKUM
KaK M30MpONUNOBBIA CIPT.

InfinityLab Konotku InfinityLab Poroshell 120 EC-CN n ZORBAX Eclipse
Poroshell 120 EC-CN | XDB-CN nocragnatotca 8 pacteopuTensx ana o6palLieHHo-(hasosoii

I Xpomarorpachuy, Ho Nocse NPOMbIBKM M30MPONaHONOM MOryT
ZORBAX Eclipse NPVMEHATLCA ¥ B HOPMaIbHO-(ha30BOM peskuMe.
XDB-CN ZORBAX CN Bpema ynepxuBaHua yMeHbLUIAETCA NPY BO3PACTAHUM MONAPHOCTH
NOABMXHON hasbl.
3a cuer 6bIcTPOro ypaBHOBELLMBAHWA 3TON NPUBHTON (hasbl ¢ MOABUX-
HO ha3oi Takie KonoHKM acTo Gonee yAo6HbI B COb30BAHMM,
4eM KOMOHKI C HENPUBITBIM CUMKArenem, 0co6eHHo npu
rpasneHTHOM 31HOMPOBAHIM.
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MpombiBKa ¥ NpoaneHue cpoka cny>k0bl KONOHOK:
HOpManbHo-tha30Bble KONOHKH

[InA HopManbHO-(pa3oBbIX KOMOHOK PEKOMEHAYETCA MCTIOMb30BaTb OpraHnyeckme
pacTeopuTteni. [InA kaxaoro pactBoputena ucronbayiite He mexee 20 06bemos
konoHkm (50 mn Ana 0BbIYHOM aHanuTYecKoit Konokki pasmepamu 4,6 x 250 Mm).
PeKoMeHayoTCA CriefiytoLLIMe PACTBOPUTEN B NOPALKE YBENMYEHNA SMHOMPYHOLLEH CUTTb:

1. metaHon/xnopochopm (50:50)
2. atvnauetar (100%)

Cnoco6 NpoMbIBKY KOMIOHKY, UCOMb3yeMoii B HOpMarbHO-(ha30BoM, 3aBUCHT OT
1na npobbl. Ecnu ykasaHHble pactBoputeny He paboratot, obpatuTech B Agilent 3a
PEKOMEH/ALMAMM N0 PACTBOPUTENAM, KOTOPbIE MOTyT BbiTb Gosiee 3(heKTMBHbIMMU
[NA 3871844 W KOHKPETHbIX Npob.

Pekomenpauum no XPaHeHuto: HDpMaanO-d)a3OBbIE KOJNIOHKH

HopmarbHo-ha3oBble KONOHKM 0BbIYHO MOTYT ANUTENbHOE BPEMA XPaHUTLCA

B co6CTBEHHOI NoABWKHON hage. [epea HanpaBneHeM KOMOHKM Ha XpaHeHue
KOHLIEBbIE (UTUHI [I0TDKHbI GbiTh TLLIATENbHO 3aKPbITbl 3arnyLLKaMy A
MPE/oTBPALLIEHNA BbICbIXaHUA COPBEHTA.

Pa6ora c konoHkamu ana xpomarorpachum ruapochunbHbIX
B3aumopeiicteuii (HILIC)

Xpomatorpachua rapodunbHbIX B3auMoaeiicTIiA — 310 cnocob pasaeneHna
MOJIAPHbIX aHAMTOB, HEAIOCTATOYHO YIEPKVBAEMbIX Ha 00bIHbIX 0BpaLLEHHO-(ha30BbIX
konoHkax. Konowku Agilent ZORBAX HILIC Plus 1 InfinityLab Poroshell 120 HILIC
ABNAKOTCA KONOHKAMV Ha OCHOBE HEMPUBUTOTO CUIMKAreNA; OHM NOCTABMAOTCA B CMECH
aLleTOHUTPINA U BO/bI MW B aLETOHUTPWIIE W TOTOBbI A71A PA3KENeHIA B PEXMe
Xpomarorpachun ruapodmnbHbIx B3aumopeicTni. Konowkin ZORBAX ana aHanusa
YrNeBOZ0B NOCTABNAOTCA B ALETOHUTPUNE U TAKXE FOTOBbI ANA UCMONb30BAHMA

B pexume xpomarorpachun rapocmnbHbIX B3aumMoaeiicTauiA. Kak u HopmanbHo-
hasosble KonoHkw, konoHkw HILIC Tpebytot Gonee TLIaTENbHOTO YPaBHOBELLIMBAHNA

110 CPaBHEHMHO C 00PaLLIEHHO-(ha30BbIMYK KONIOHKaM. KONOHKI Ha 0CHOBE aMUHHOM
MPUBWTON chasbl, HENPYIBUTOTO CANMKArENA W HTPUBHOM MPUBMTON (hasbl Takxe
MO>HO MCTI0Mb30BaTb B METOAVKAX XpoMaTorpachu ruapochnbHbIX B3aUMOLENCTBUIA.
[InA nepeBsosa 3T KOMOHOK B PEXIM XpoMaTorpachuy rapocmsbHbIX
B3aMMOZIEIACTBYIA VX CHaYana CrieflyeT NPOMbITb U30MPOMUIIOBbIM CTIAPTOM.



Pa6oune napametpbl konoHok HILIC

HaumenoBanue [Ouanaszon MakcumanbHaa PekomenpoBanHas
KONOHKN pH Temneparypa Temneparypa
ZORBAX HILIC Plus pHor 1,0 40°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 10 8,0
HILIC
Z0RBAX Carbohydrate pHor 2,0 40°C 30°C

no 8,0

Pa6ota npu npefenbHbIx 3HaueHnAx pH 1 TemnepaTypbl 3HaUUTENbHO
COKpaLL@eT CPOK Cry>K6bl KOMOHKIA.

CoBetbl No pa3paboTke MeTOAUK B pexkume
xpomarorpachmu ruapounbHbIX B3aMMOAEHCTBHIA

ZORBAX HILIC Plus YalLe BCero MeToankin xpomatorpacpum ruapotmbHbIX
InfinityLab Poroshell 120 = B3aumopelicTBuii IPUMEHAIOTCA ANA aHanM3a NONAPHbIX
HILIC COE/IMHEHIH, KOTOPbIE He YAEPXKMBAOTCA MW NIOX0

YAEPXVBAOTCA Ha 06paLLIEHHO-(hasHbIX KOSOHKaX.

YDaBHOBeU_IVIBaHI/Ie KONOHOK nepef UCnonb3oBaHvem ny4iie
Bcero BbinonHATe 30-40% pacTBopoM BOAbI B ALETOHUTPUIE.

[InA ypaBHoBeLLMBaHuA MoxeT noTpebosartbea ot 20
710 50 06bEMOB KOSOHKM.

06bI4HOI NOABYKHON ha3oii ABNAETCA CMECh ALETOHUTPUNa

C aLleTaTHbIM W hopmmaTHbIM 6ychepom KoHLIEHTpaLMel

5-10 mM. MoBbiLLeHMe KoHLERTPaLwy Gychepa MOXKeT yayuLLmMTL

hopMy NvKa 1 XapaKTepUCTUKI YAep>MBaHHA. YMeHbLLEHUE

[0 BOAHOTO BychepHOro pacTBopa B ANHOEHTE NPUBOAT K

YCUNEHWHO YAEPXKVBAHUA.
o mepe noBbIlWeHWA coaep>KaHA aLeTOHUTPUNA B NOABWXKHOI thase MoXeT
YAYYLWWTBCA pa3peLLeHne caxapos, YT0 CONPAXKEHO C YBENMYEHNeM BpeMeHV aHanuaa.
CraHaapTHbIM A1anasoHoM cOCTaBOB NOABMXKHOI thasbl ABnAeTCA coaepskaqme 60-76%
aLEeTOHUTPUNA. YNyuLLEeHe paspeLLeHnA MOXeT ObITb JOCTUTHYTO NpY TEMnepatype
KOMNOHKM BbiLLie komHaTHoIA. Pabota npu 30 °C unm 35 °C moxeT 06ecnednts nyuilee
paspeLLeHine CMecK YrneBoz0B.

PykoBogcTeo no pa6ore: HILIC

« Konowku Agilent HILIC noctaBnaroTcA 3an0nHEHHbIMY aLiETOHUTPUOM
WM CMEChI0 aLETOHUTPUAA C BOAOIA.

« Konowku Agilent HILIC coBmecTmbi ¢ Bo0ii 1 Bcemi 06bIYHbIMM
0praHNyecK1UMu pacTBOPUTENAMM.

* Bce cunukareny pacTBopumMbl B 0NPe/eneHHON CTeneHI B BOAHbIX
noABMXHbIX dhazax ¢ pH >6. PacTBopumocTb cunukarena takxe
BO3pacTaeT npy NoBbILIEHNM TeMneparypsl. Micnonb3osakue KoOHOK nNpu
pH 6onee 6 1 remnepatype sbilwe 40 °C cokpaliaet cpok cyk6bl KONOHOK.



PYCCKII

MpombiBKa 1 npoanenue cpoka cny>k06bl KONOHOK:
konouku HILIC

[Tpo6bl 40 BBEIEHMA B KONOHKY A0XKHbI 6bITb NPOGUNLTPOBAHDI.

310 0cobenHo BaxxHo AnA KonoHok ZORBAX RRHD HILIC Plus ¢ BxoaHbIM
Nop1CTbIM BKNaAblLeM ¢ nopuctoctbto 0,5 MM, T0 ecTb 06pasubl cneayet
nponycTuts Yepes unbtp ¢ nopamu 0,2 Mkm. B cnyyae orpannyerua
noToKa pacTBOPUTENA (N0 NPUYNHE NOBbILIEHUA 06pPaTHOrO JaBNEHNA) B
nepByto o4yepesb creayet ybeautbea B 6ecnpenATcTBEHHOM NPOXOXAEHUM
1noToKa pacTBOPUTENA BNIOTh 10 BXOAA B KONOHKY. Ecnvt 3acopeHHblii
y4acToK pacnonoxeH o KONOHKM, 3aMEHNTE COOTBETCTBYIOLLMIA
3acopeHHbIi kanunnap unu dunetp. Ecnv 3acopeHa konoHka, MOXHO
BbINONHNTL 06paTHYH0 NpoMbIBKY KonoHky InfinityLab Poroshell 120 HILIC
noaBMXKHoI chasoit ¢ pacxopom 20-30 o6bemoB konoHku. Konoxku RRHD
HILIC o6patHoii npombIBKe He noanexar. 41o6bl yianuTb U3 KONOHKM
CUNbHO yep>kuBaeMble BeLIecTBa, NPOMONTe ee BOA0M, KoTopan AnA
peskuma HILIC ABnAeTCcA CUNbHBIM PacTBOPUTENEM.

Pekomenpaumu no xpanenuto: konouku HILIC

B kayecTBe pacTBopa AnA JONTOBPEMEHHOO XpaHeHna KonoHok HILIC
peKoMeH/lyeTcaA cMech alieToHUTpuna ¢ Bofjoi B nponopuun 95:5. [ina
yAanexua cUbHO yaep>KMBaeMbIX COEAMHEHNA Nepe/ NoMeLleHnem
KONOHOK B PacTBOP ANA XpaHeHNA MOXeT NoTpe60oBaTbCA MPOMbIBKA
KONOHOK CMECbH) aueToHuTpuna ¢ Bogoii B nponopuuu 60:40. Aina
npenoTBpaLLEHHA BbickixaHUA cOpGeHTa Nepes HanpasneHem KOoHoK
Ha XpaHEeHue TLLaTeNbHO 3aKPOIATE KOHLIEBbIE (DUTUHIN 3arnyLUKaMy.
KpaTkoBpemMeHHO XpaHuTb KOMOHKI MOXHO B 60MbLUMHCTBE MOABUXKHBIX
(has ana pexxuma xpomatorpachun ruapounbHbIX B3aUMOAEHCTBMIA.

B uenax 3awwntel 060pya0BaHNA BCe e PeKOMEHAYETCA YAanuTh conn 13
KONOHKM 11 060pyA0BaHMA, NPOMbIB KOSIOHKY TOV >Ke NOABWKHOI thazoit
6e3 6ydepa (Hanpumep, ncnonbaya cMecs auetonutpun: soaa 90:10 ana
yaanexua noasuxHoi asbl coctasa aueronntpun:0,01 M dopmuatHblii
6ycepHbiii pacteop 90:10. 10T noaxoa no3sonAeT bbICTPEE NPOBOAUTL
NOBTOPHOE YPaBHOBELMBAHME C UCXOHON NOABMXKHON hadoid, Ho AnA
NOATBEPXAEHNA YPaBHOBELLMBAHWA KONOHKM CRedyeT caenatb HECKONbKo
BBOZ10B Npo6bl (0T 3 A0 6).



Este folheto oferece informacdes gerais para todas as colunas
Z0RBAX, PURSUIT e Polaris de fase normal e HILIC. As secées
iniciais incluem informacdes sobre as colunas de fase normal
e HILIC. Como alguns pardmetros de método e instrucdes de
cuidado sdo diferentes para as colunas HILIC e para as colunas
de fase normal, essas secdes sdo separadas nas Ultimas paginas.
Para obter mais informacdes sobre uma linha ou uma coluna
especifica, acesse agilent.com/chem/columnchoices

Inicio

Cada coluna Agilent vem com um relatorio de OC do desempenho
da coluna, que inclui um cromatograma de teste. Um instrumento
padrao foi modificado (otimizado) para gerar um instrumento de
teste de QC que minimiza o volume extracoluna, portanto ele pode
diferir do sistema utilizado em seu laboratorio. Isso permite avaliar
melhor a coluna e garantir uma maior consisténcia do produto.
Um sistema de LC, otimizado para colunas de baixo volume, ira
gerar resultados semelhantes aos do cromatograma do relatorio
de QC de desempenho.



PORTUGUES

Instalacdo
« A direcéo do fluxo ¢ indicada na coluna.

* As colunas de 1.8 pm (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) s6 podem
ser operadas na direcao do fluxo indicada na coluna.

« As colunas Poroshell 120 podem ser operadas na direcéo de fluxo oposta
ao limpar a coluna. A porosidade do frit na saida das colunas Poroshell
120 é menor do que no injetor e pode ser conectada mais facilmente.

« A Agilent recomenda o uso de conexdes de policetona (p/n 5067-8957)
para colunas de até 600 bar. As conexdes removiveis para colunas de
1200 bar (p/n 5067-4733) podem ser usadas para todas as aplicacdes,
seja utilizando baixa presséo ou pressoes de UHPLC de até 1200 bar.

Consideracdes de seguranca importantes para todas
as colunas de LC

« Todos os pontos de conexdo em sistemas de LC sdo possiveis fontes
de vazamentos. Os usuarios devem estar atentos a toxicidade
ou a inflamabilidade das fases moveis.

* Devido ao pequeno tamanho de particula, os pacotes de coluna seca séo
inalaveis. As colunas so devem ser abertas em uma érea bem ventilada.

* Respeite os limites operacionais de pressao indicados para cada coluna
(consulte o grafico na proxima pagina). Exceder esses limites compromete
o desempenho cromatogréafico e pode néo ser seguro.



Pressdes operacionais maximas:
colunas de até 9,4 mm de DI

Tipo de coluna Tamanho Limite de pressédo
de particula

Z0RBAX NH, 5um, 7 pm 400 bar (6.000 psi)

ZORBAX HILIC Plus 3.5um

Z0RBAX Rx-SIL 5um

ZORBAX SIL 5um, 7 pm

Z0RBAX CN 5um, 7 pm

Eclipse ZORBAX XDB-CN 3.5um, 5um, 7 ym

Alta definicao de resolugéo 1.8 um 1200 bar (17.000 psi)

rapida ZORBAX (RRHD)

HILIC Plus

ZORBAX RRHT Rx-Sil 1.8 um 600 bar (9.000 psi)

Polaris NH, 3pum, 5pm 400 bar (6.000 psi)

Polaris Si-A 3um, 5pm, 10 pm 400 bar (6.000 psi)

Pursuit XRs-Si 3um, 5pm, 10 pm 400 bar (6.000 psi)

Poroshell 120 EC-CN 2.7 ym 600 bar (9.000 psi)

Poroshell 120 HILIC

Dicas de utilizacdo da coluna

« As colunas modernas s&o robustas e projetadas para operar por longos
periodos sob condicdes cromatograficas normais. E possivel maximizar a vida
(til da coluna executando-a conforme as especificagdes. Sempre revise as
especificacdes antes de colocar em pratica um método final.

« Embora o fluxo reverso geralmente néo seja prejudicial a coluna, ele deve
ser evitado, exceto ao tentar desobstruir um frit entupido (consulte as
excecdes na secdo "Instalacao").

« Sempre utilize reagentes de alta pureza e solventes de cromatografia de boa
qualidade para preparar a fase movel.

« A desmontagem de uma coluna prejudica seu desempenho.
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« As colunas novas contém uma mistura de solventes organicos. Consulte o
relatorio de QC de desempenho para saber qual é a composicéo do solvente
na coluna. Em primeiro lugar, deve-se tomar cuidado para n&o passar pela
coluna qualquer fase movel que possa formar um precipitado ou uma emulséo.

« As colunas Agilent de fase normal sdo compativeis com agua e solventes
organicos comuns.

* Recomenda-se utilizar uma coluna de guarda para proteger a coluna
e aumentar sua vida util.

« As colunas ndo devem ser mantidas a temperatura ou pH elevados quando
n&o estiverem em uso.

« Evite utilizar a coluna fora da faixa de pH indicada para a fase da coluna
(consulte a proxima pagina). Operar fora das faixas recomendadas de pH
e temperatura provocara a reducéo da vida util da coluna.

Dicas para obter os melhores resultados de cromatografia

« Para otimizar o instrumento, diminua o comprimento da tubulacao entre
0s componentes para reduzir o volume extracoluna e o alargamento da
banda. Utilize tubulacao vermelha com 0.12 mm de DI para colunas de
LC rapidas/de alta eficiéncia. Conheca as opcdes de capilar no site
agilent.com/chem/Iccapillaries.

« Ao utilizar colunas de fase normal, verifique se o selo para rotor, os selos
da bomba, a tubulacéo e os demais componentes do instrumento de LC
sao compativeis com os solventes da fase normal.

« Assegure-se de que a taxa de coleta de dados esteja otimizada para a sua
coluna. Utilize uma taxa de coleta mais alta para colunas de LC rapidas
(Poroshell 120, RRHT e RRHD).

« Utilize lampadas certificadas da Agilent nos instrumentos de LC para obter
o melhor desempenho.

« Utilize filtracdo ou outro método de preparo adequado para sua amostra.
Obtenha mais informacées em agilent.com/chem/sampleprep



TRABALHAR COM COLUNAS DE FASE NORMAL

Toda coluna de fase normal é testada antes do envio e vem com um eluente
de teste de fase normal, exceto as colunas Eclipse ZORBAX XDB-CN, Poroshell
120 EC-CN, Poroshell 120 HILIC e ZORBAX HILIC Plus, que vém com solventes de
fase reversa. Deve-se tomar cuidado para garantir que a coluna seja equilibrada
adequadamente antes da utilizaco. Isso garantira a reprodutibilidade de
andlise para analise e evitara desvios do tempo de retencéo.

Parametros operacionais da coluna de fase normal:
pH e temperatura

Faixa de pH Maxima Temperatura
recomendada temperatura operacional
operacional sugerida
Z0RBAX NH, pH2.0a75b 60 °C 30°C
Z0RBAX Rx-SIL pH1.0a8.0 Limitada apenas
Z0RBAX SIL pelos limites de
Poroshell 120 temperatura da
HILIC™" fase movel
ZORBAX HILIC Plus*t
Z0RBAX CN pH2.0a8.0 60 °C 30°C
Eclipse ZORBAX pH2.0a9.0 60 °C 30°C
XDB-CN*
Polaris NH, pH2,.0a8.0 60 °C 30°C
Polaris Si-A pH1.6a10.0 60 °C 30°C
Pursuit XRs Si pH2.0a8.0 60 °C 30°C
Poroshell 120 pH2.0a8.0 60 °C 30°C
EC-CN*

“Enviada com solventes de fase reversa.
*Consulte a secdo "Trabalhar com colunas HILIC" para obter mais informacdes.

Operar em faixas extremas de pH e temperatura causara um grande impacto
na vida util da coluna.
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Observacao: todos os empacotamentos a base de silica tém alguma solubilidade

em fases moveis aquosas com pH maior que 6. Ao utilizar colunas a base de silica
em pH maior que 6, uma melhor vida util da coluna é obtida em temperaturas
mais baixas (max. 40 °C) usando concentracdes menores de tampdo na faixa

de 0.01a0.02M.

Observacdes para o desenvolvimento de métodos da coluna
de fase normal

A fase estacionaria é polar por natureza e ¢ melhor utilizada com fases moveis
n&o polares, como misturas de cloreto de metileno/hexano ou isopropanol/
hexano. 0 aumento da quantidade de componentes polares nessas misturas
geralmente reduz o tempo de retencdo da amostra.

Tipo de coluna Observacées para o desenvolvimento de métodos

Z0RBAX NH, Aretengéo diminui conforme a polaridade da fase
Polaris NH, movel aumenta.
Muitos volumes de coluna de fase mével sdo necessarios
para atingir o equilibrio apos alteracées na composicéo
da fase movel. A quantidade necessaria de volumes de
coluna depende do sistema utilizado e pode variar de
50 a 100 volumes de coluna.

Z0RBAX Rx-SIL As colunas de silica ndo ligadas so muito sensiveis a

7ORBAX SIL quantidades em nivel de tracos de dgua nos solventes

Pursuit XRs Si €na amostra, portanto deve-se tomar cuidado para manter

o a consisténcia e garantir a reprodutibilidade do método.

Polaris Si-A Ao utilizar eluigdo de gradiente, os solventes primarios
e secundarios devem ser modificados com alcool ou
acetonitrila, e a0 menos 30 colunas de solvente devem
poder fluir pela coluna apés finalizar cada execucéo.
Ao alternar entre solventes, primeiro deve-se enxaguar
a coluna com um solvente mutuamente miscivel, como
o alcool isopropilico.

Poroshell 120 EC-CN As colunas Poroshell 120 EC-CN e Eclipse ZORBAX
Eclipse ZORBAX XDB-CN | XDB-CN vém com solventes de fase reversa, mas também
ZORBAX CN podem ser utilizadas em aplicacdes de fase normal apos

a limpeza com isopropanol.

A retencao diminui conforme a polaridade da fase
movel aumenta.

0 réapido equilibrio desta fase ligada com a fase movel
geralmente faz com que a utilizac&o dessa coluna
seja mais pratica do que a de uma coluna de silica,
principalmente para eluicdo de gradiente.



Limpeza da coluna/Prolongamento da vida util da coluna:
colunas de fase normal

Para fase normal, recomendamos a utilizacéo de solventes organicos. Utilize pelo
menos 20 volumes de coluna de cada solvente, que representam 50 mL caso
utilize a coluna analitica comum de 4.6 x 2560 mm. Experimente estes solventes
para aumentar a forca:

1.50% de metanol: 50% de cloroférmio
2.100% de acetato de etila

Alimpeza de uma coluna usada em modo de fase normal pode variar segundo
0 tipo de amostra. Se esses solventes ndo funcionarem, entre em contato com
a Agilent para que possamos recomendar um solvente que pode ser mais eficaz
para sua aplicacdo e matriz de amostras.

Recomendacdes de armazenamento: colunas de fase normal

As colunas de fase normal geralmente podem ser armazenadas em suas proprias
fases moveis por longos periodos. Antes de armazenar a coluna, os adaptadores
de extremidade devem ser bem fechados com plugues para evitar que

0 empacotamento seque.

TRABALHAR COM COLUNAS HILIC

HILIC é um método usado para a separacéo de analitos polares retidos de modo
inadequado em colunas de fase reversa comuns. As colunas Agilent de alta
definicao de resolucéo rapida ZORBAX (RRHD) HILIC Plus e as colunas Poroshell
120 HILIC séo colunas de silica ndo ligadas, que vém com acetonitrila:dgua
ou acetonitrila e prontas para usar em separacdes HILIC. Assim como as colunas
de fase normal, as colunas HILIC exigem mais equilibrio do que as colunas de
fase reversa. Observe que as colunas ZORBAX Rx-Sil, ZORBAX Sil e ZORBAX
NH, também podem ser utilizadas para aplicacées de HILIC. Para alterar essas
colunas para o modo HILIC, lave-as primeiro com alcool isopropilico.
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Parametros operacionais da coluna HILIC

Nome da coluna Faixa de pH T Temperatura
ma sugerida

Alta definicao de pH1.0a8.0 40 °C 30°C

resolucdo rapida ZORBAX

(RRHD) HILIC Plus

ZORBAX HILIC Plus HPLC

Poroshell 120 HILIC

Operar em faixas extremas de pH e temperatura causara um grande impacto
na vida util da coluna.

Observacoes para o desenvolvimento de métodos HILIC

Alta definicao de As aplicaces HILIC mais comuns s&o para a analise
resolucdo rapida ZORBAX | de componentes polares que s&o pouco retidos ou ndo
(RRHD) retidos em colunas de fase reversa.

HILIC Plus

Recomenda-se equilibrar a coluna com 30% a 40%

Porashell 120 HILIC de agua em acetonitrila antes da utilizacao.

0 equilibrio pode exigir de 20 a 50 volumes de coluna.

Uma fase movel tipica é composta de acetonitrila:agua
com um tampdo de acetato ou formiato a 5-10 mM.

0 aumento da concentragdo do tampao pode melhorar
o formato do pico e a retengao. Diminua o componente
aquoso/tampao para aumentar a retencéo.

Diretrizes operacionais: HILIC
« As colunas Agilent HILIC vém com acetonitrila:dgua ou acetonitrila.

* As colunas Agilent HILIC so compativeis com agua e com solventes
organicos comuns.

* Todos os empacotamentos a base de silica tém alguma solubilidade
em fases moveis aquosas com pH maior que 6. A solubilidade da silica
também é aumentada a temperaturas elevadas. A utilizacéo de colunas
ZORBAX RRHD HILIC Plus ou Poroshell 120 HILIC com pH maior que 6
e a temperaturas superiores a 40 °C reduzir a vida util da coluna.



Limpeza da coluna/Prolongamento da vida util da coluna:
colunas HILIC

E necessario filtrar as amostras antes de injeta-las na coluna. Isso é
especialmente importante para as colunas ZORBAX RRHD HILIC Plus,
pois o frit da entrada da coluna é de 0.5 pm e as amostras devem ser filtradas
com um filtro de 0.2 um. Se o fluxo de solvente parecer restrito (pressao
resultante de coluna excepcionalmente alta), verifique primeiro se o fluxo
do solvente esta desobstruido até a entrada da coluna. Se a restricao for
antes da coluna, substitua o pedaco de tubulacao ou filtro que esta obstruido.
Se a coluna estiver obstruida, a Poroshell 120 HILIC pode ser submetida
ao processo de backflushing com 20 a 30 volumes de coluna de fase movel.
A coluna RRHD HILIC ndo pode ser submetida ao processo de backflushing.
Para remover materiais fortemente retidos da coluna, limpe-a com um
solvente forte — no modo HILIC, este solvente ¢ a gua.

Recomendacdes de armazenamento: colunas HILIC

Para armazenar colunas HILIC por longos periodos recomenda-se utilizar
a mistura acetonitrila:agua (95:5) como solvente. Pode ser necessario
lavar a coluna com acetonitrila:agua (60:40) para remover componentes
fortemente retidos antes de passar para o solvente de armazenamento.
Antes de armazenar a coluna, os adaptadores de extremidade devem ser
bem fechados com plugues para evitar que o empacotamento seque.

As colunas podem ser armazenadas de forma segura por periodos

curtos na maioria das fases moveis de HILIC. No entanto, para proteger

0 equipamento, recomenda-se remover o0s sais do instrumento e da coluna,
purgando a coluna com a mesma fase movel sem o tampéo (por exemplo,
utilizando ACN:H,0 a 90:10 para remover uma fase movel de ACN:0.01TM
de tampéao de formiato a 90:10). Ao usar esta abordagem, o equilibrio

é restabelecido mais rapidamente com a fase movel original, mas varias
(3 a6)injecdes devem ser realizadas para verificar o equilibrio da coluna.



LC Column and Sample Prep

NAVIGATOR __

Find the Right Column S—cy
for Your Separation

Try the LC Columns Navigator
With just a few mouse clicks, you can:

* Explore columns based on method parameters,
compound, and USP method

* Find sample prep guidance and method optimization tips

* Get selection assistance from Agilent chromatography
experts

» Obtain technical support contact information

Best of all, you can access the LC Columns Navigator
anywhere — in your lab or in the field — from your smart
phone or tablet

Get started now at agilent.com/chem/navigator



Agilent Ordering Information

For more information on our products and services,
visit our web site at agilent.com

For technical support and local information,
visit agilent.com/chem/columnsupport

To place an order, visit agilent.com/chem/wheretobuy

Agilent offers a complete line of sample preparation products
to support LC and LC/MS applications.

The Agilent Bond Elut SPE and Captiva Filtration Sample Prep
family of products offer the widest range of solutions for
every level of sample cleanliness to help you increase
throughput and enhance the quality of your data.

Learn more at agilent.com/chem/sampleprep
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