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This booklet provides general information for all
Agilent ZORBAX, Agilent Pursuit, Agilent Polaris,
and Agilent InfinityLab Poroshell 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 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 results may
vary from the system used in your lab. This allows a better evaluation of the
column and assures a more consistent product.



Installation
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* 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.

+ For removable, zero-dead volume column connections Agilent
recommends the use of the InfinityLab Fittings. Choices are:

Maximum
System Pressure Recommended Fitting Part Numbers
Up to 400 bar InfinityLab Quick Turn Fitting Fitting: 5067-5966
(finger-tight)
Up to 800 bar InfinityLab Quick Turn Fitting Fitting: 5067-5966
(with Mounting tool) Mounting Tool: 5043-0915
Up to 1300 bar InfinityLab Quick Connect Fitting  Fitting: 5067-5965

For more information and part numbers, please see to the Agilent InfinityLab Fitting
Brochure (5991-5164EN).

InfinityLab Quick Connect InfinityLab Quick Turn
assembly, p/n 5067-5961 fitting, p/n 5067-5966

Learn more at www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

Additional care must be taken to avoid damage to PEEK or PEEK-lined
columns during installation. Combined compression and rotation may cause
damage, therefore fittings without ferrules such as PEEK Finger-tight Fittings
are not recommended. Fittings should not be overtightened, and should be
swaged to the correct depth to avoid damage.



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
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 1.9 um 1300 bar (19500 psi)
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 2.7 pm 600 bar (9,000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 600 bar (9,000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 600 bar (9,000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 400 bar (6,000 psi)
Z0RBAX NH2 5pum, 7 um 400 bar (6,000 psi)
Agilent ZORBAX HILIC Plus 3.5pm
Z0RBAX Rx-SIL 5um
ZO0RBAX SIL 5pm, 7 um
Z0RBAXCN 5um, 7 um
Z0RBAX Eclipse XDB-CN 3.5pm, 5pum,
7 um
Z0RBAX Rapid Resolution High Definition 1.8 pm 1,200 bar
(RRHD) HILIC Plus (17,000 psi)
ZORBAX RRHT Rx-Sil 1.8 um 600 bar (9,000 psi)
Polaris NH2 3pm, 5 um 400 bar (6,000 psi)
Polaris Si-A 3pm, 5 pm, 400 bar (6,000 psi)
10 pm
Pursuit XRs-Si 3um, 5 pm, 400 bar (6,000 psi)

10 pm
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» 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.

Column Usage Tips

+ While generally not harmful to the column, reverse flow should be
avoided.

+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.

+ 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 tubing for normal operations. For narrow bore (2.1 mm
or less) high resolution columns, such as InfinityLab Poroshell 120 or
Z0RBAX RRHD, use 0.075 mm id black tubing on UHPLC systems. Learn
about capillary options at 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 (InfinityLab 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 agilent.com/chem/sampleprep.
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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,
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN, InfinityLab Poroshell 120 HILIC, InfinityLab
Poroshell HILIC-OH5, InfinityLab Poroshell HILIC-Z, and ZORBAX HILIC Plus
columns which are shipped in reversed-phase solvents. 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
pH range

Maximum
operating

temperature

Suggested

operating
temperature

InfinityLab Poroshell 120 EC-CN*  pH 2.0t0 8.0 60 °C 30°C

Z0RBAX NH2 pH2.0to 7.5 60 °C 30°C

InfinityLab Poroshell 120 HILIC** ~ pH 1.0t0 8.0 Limited

Z0RBAX Rx-SIL only by the
temperature

ZORBAX SIL limits of the

ZORBAX HILIC Plus*t mobile phase

Z0ORBAX CN pH2.0t0 8.0 60 °C 30°C

Z0RBAX Eclipse XDB-CN* pH2.0t0 9.0 60 °C 30°C

Polaris NH2 pH2.0t080  60°C 30°C

Polaris Si-A pH1.5t010.0 60°C 30°C

Pursuit XRs Si pH2.0t0 8.0 60 °C 30°C

* Shipped in reversed-phase solvents.

1 See the Working with HILIC section for more information.

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



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
ZORBAX NH2 Retention decreases as the polarity of the mobile
Polaris NH2 phase increases.

Many column volumes of mobile phase are
necessary 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.

ZORBAX Rx-SIL Unbonded silica columns are very sensitive to trace
Z0RBAX SIL amounts of water in solvents and sample, so care

. . must be taken to maintain consistency for method
Pursuit XRs Si reproducibility. When gradient elution is employed,
Polaris Si-A 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.

InfinityLab Poroshell 120 EC-CN  Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-CN and

ZORBAX Eclipse XDB-CN ZQHBAX Eclipse XDB-CN columns are shipped
with reversed-phase solvents, but can also be used

ZORBAX CN 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.
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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.

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

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

Rapid Resolution High Definition (RRHD) HILIC Plus columns and
InfinityLab Poroshell 120 HILIC columns are non-bonded silica columns,
shipped in acetonitrile:water or acetonitrile and ready to use for HILIC
separations. InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 columns contain a
polyhydroxy phase bonded onto superficially porous silica particles, and are
shipped in acetonitrile. InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z columns contain a
zwitterionic phase bonded onto superficially porous silica particles, and are
shipped in acetonitrile:water. Like normal-phase columns, HILIC columns
require more equilibration than reversed-phase columns. Note that ZORBAX
Rx-Sil, ZORBAX Sil, and ZORBAX NH2 columns can also be used for HILIC
applications. To change these columns to HILIC mode, flush first with
isopropy! alcohol.



HILIC Column Operating Parameters

Maximum  Suggested

Column name pH Range temperature temperature
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 10t080 45°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 20t012 80°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 0to80 60°C 30°C
Z0RBAX Rapid Resolution High

Definition (RRHD) HILIC Plus
Z0RBAXHILIC Plus HPLC

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

Operating Guidelines: HILIC

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

+ Care should be taken not to exceed column pressure limits, especially
when changing mobile phase compositions.

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

= Buffer should be mixed in small amounts, and refreshed often to prevent
microbial growth.

+ Eluents containing volatile acids (formic, acetic) or bases (ammonia)
should be sealed tightly.

Al silica has some solubility in pH >6 agueous mobile phases. Solubility
of the silica is also increased at elevated temperatures. Using the
Z0RBAX RRHD HILIC Plus or InfinityLab Poroshell 120 HILIC columns
above pH 6 and 40 °C will reduce the column lifetime.
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HILIC Method Development Notes

InfinityLab Poroshell 120 Suggested initial screening conditions:
HILIC-Z, and HILIC-OH5 A: 10 mM ammonium acetate

B: (Acetonitrile:100 mM ammonium acetate, 90:10)*
or

A: 10 mM ammonium formate
B: (Acetonitrile:100 mM ammonium formate, 90:10)*

* For 10 mmol final concentration
Adjust mobile phase pH as necessary
Gradient: 90% B to =60% B over 10 minutes

InfinityLab Poroshell Most common HILIC applications are for the analysis
120 HILIC, HILIC-Z, and of polar compounds that are unretained or poorly
HILIC-OH5 retained on reversed-phase columns.

Z0RBAX Rapid Resolution Itis best to equilibrate the column with 30-40%
High Definition (RRHD) water in acetonitrile before use.

HILIC Plus 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.




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 ym and samples should be filtered through a 0.2 pm
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,
InfinityLab 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 made, is water.

InfinityLab Poroshell HILIC-OH5 columns may be regenerated by

flushing with 50/50 acetonitrile:50 mM ammonium acetate at a low

flow rate for at least 3 hours. Then equilibrate with mobile phase.
InfinityLab Poroshell HILIC-Z columns may be regenerated by flushing with
50/50 acetonitrile:10 mM ammonium acetate at 20% of normal operating
flowrates for at least 3 hours. Then equilibrate with mobile phase.

Storage Recommendations: HILIC Columns

Acetonitrile:water (90:10) is recommended as the long-term storage solvent
for HILIC columns. 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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Use of Normal-Phase and HILIC columns in
Supercritical Fluid Chromatography (SFC)

Agilent columns suitable for SFC are typically normal-phase or HILIC columns
and are shipped in either normal-phase or HILIC mobile phases. Poroshell
120 EC-CN columns are shipped in reversed-phase solvent. Column pressure
and pH limits remain valid in SFC. Please keep in mind that pH in SFC is not
directly comparable with pH values of aqueous solutions. Therefore, the
apparent pH in CO,/organic modifier might differ.

Column Equilibration

Prior to use, flush column with 10-30 volumes of Methanol or isopropyl
alcohol to completely flush out shipping solvents. Then, equilibrate column
with approximately 10-20 column volumes of mobile phase at starting
conditions.

Column Storage

Make sure that you completely remove additives such as acids, bases

or buffers to prevent damage to the column. Flush the column with

10-20 column volumes of methanol or isopropyl alcohol to remove all
carbon dioxide. Do not store columns in a mixture of CO, and MeOH as CO,
will evaporate and dry out the stationary phase. Properly seal with end plugs
to prevent solvent evaporation.



Diese Broschiire enthélt allgemeine Informationen
zu allen Agilent ZORBAX-, Agilent Pursuit-,
Agilent Polaris- und Agilent InfinityLab Poroshell
Normalphasen- und HILIC-S&aulen. Die
einleitenden Abschnitte enthalten Informationen
zu Normalphasen- und HILIC Saulen. Da einige
Methodenparameter und Anweisungen zur Pflege
der Saule bei HILIC-Saulen anders sind als bei
Normalphasen-Saulen, enthalten die letzten
Seiten nach Saulentyp getrennte Abschnitte.
Weiterfiihrende Hinweise (iber |hre spezifische
Saule oder Saulenfamilie finden Sie unter
agilent.com/chem/columnchoices

Erste Schritte

Jede Saule von Agilent wird zusammen mit einem QC-Séulenleistungsprotokoll
mit Testchromatogramm geliefert. Fir die Tests zur Qualitatskontrolle wurde ein
im Hinblick auf ein minimales Extraséulenvolumen modifiziertes (optimiertes)
Standardgerat verwendet. Daher sind die Ergebnisse dieses Gerats und

des in lhrem Labor verwendeten Systems eventuell etwas unterschiedlich.
Dies ermdglicht eine bessere Bewertung der Séule und sichert eine
gleichbleibende Produktqualitat.


http://agilent.com/chem/columnchoices

Installation

DEUTSCH
+ Die Flussrichtung ist auf der Saule angegeben.

* 1,8-pm-Séaulen (Agilent ZORBAX RRHT-, Agilent
ZORBAX RRHD-Sé&ulen) kénnen nur in der auf der Séule
gekennzeichneten Flussrichtung verwendet werden.

= Agilent empfiehlt fir abnehmbare Saulenanschliisse ohne Totvolumen
die Verwendung von InfinityLab Fittings. Sie haben die Wahl zwischen:

Maximaler
Systemdruck Empfohlenes Fitting Bestellnummern
Bis 400 bar InfinityLab Quick Turn Fitting Fitting: 5067-5966
(fingerfest)
Bis 800 bar InfinityLab Quick Turn Fitting Fitting: 5067-5966
(mit Montagewerkzeug) Montagewerkzeug: 5043-0915

Bis 1300 bar InfinityLab Quick Connect Fitting ~ Fitting: 5067-5965

Weiterfihrende Informationen und Bestellnummern finden Sie in der Broschiire tiber
Agilent InfinityLab Fittings (5991-5164EN).

InfinityLab Quick Connect-Einheit,  InfinityLab Quick Turn Fitting,
Bestell-Nr. 5067-5961 Bestell-Nr. 5067-5966

Weitere Informationen finden Sie unter
www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

Bei der Installation muss besonders darauf geachtet werden, PEEK- oder
mit PEEK beschichtete Saulen nicht zu beschédigen. Eine Kombination von
Zusammendrticken und Drehen kann Schaden verursachen, daher werden
Fittings ohne Ferrulen (wie fingerfeste PEEK Fittings) nicht empfohlen.

Die Fittings dtrfen nicht zu fest angezogen werden und sollten in der
korrekten Tiefe montiert werden, um Schaden zu vermeiden.


www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

Wichtige Sicherheitshinweise fiir alle LC-S&ulen

+ An allen Verbindungsstellen in LC-Systemen konnen Leckagen auftreten.
Der Benutzer muss daher hinsichtlich der Toxizitat oder Brennbarkeit der
verwendeten mobilen Phasen geeignete Sicherheitsvorkehrungen treffen.

* Aufgrund der geringen PartikelgroRe kann trockenes Saulenpackungsmaterial
eingeatmet werden. Die Saulen diirfen nur in einem gut belifteten Bereich
gedffnet werden.

+ Das fiir die einzelnen Séulen angegebene Drucklimit muss
unbedingt eingehalten werden (siehe Tabelle auf der nachsten
Seite). Ein Uberschreiten dieser Grenzwerte beeintrachtigt die
Chromatographieleistung und kann gefahrlich sein.

Maximale Betriebsdriicke — Saulen mit einem ID bis 9,4 mm

Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Saule 1.9 um 1300 bar (19 500 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-CN-Séule 2,7 ym 600 bar (9000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Saule 600 bar (9000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z-Saule 600 bar (9000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5-Saule 400 bar (6000 psi)
Agilent ZORBAX NH2-Saule 5pm, 7 um 400 bar (6000 psi)
Agilent ZORBAX HILIC Plus-Séaule 3,5pm
Agilent ZORBAX Rx-SIL-Saule 5um
Agilent ZORBAX SIL-Saule 5pm, 7 um
Agilent ZORBAX CN-Saule 5pm, 7 um
Agilent ZORBAX Eclipse XDB-CN-Saule 3,5 pm, 5pum,
7 um
Agilent ZORBAX Rapid Resolution High 1.8 um 1200 bar
Definition (RRHD) HILIC Plus-Saule (17 000 psi)
Agilent ZORBAX RRHT Rx-Sil-Saule 1,8 um 600 bar (9000 psi)
Agilent Polaris NH2-Saule 3pm, 5 pum 400 bar (6000 psi)
Agilent Polaris Si-A-Saule 3um, 5 pm, 400 bar (6000 psi)
10 pm
Agilent Pursuit XRs-Si-Saule 3um, 5 pm, 400 bar (6000 psi)

10 pm
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* Moderne Saulen sind robust und fiir einen langen Betrieb bei normalen
Chromatographiebedingungen ausgelegt. Durch Verwendung der Saule
gemal der Spezifikationen konnen Sie die Lebensdauer der Saule
maximieren. Prifen Sie daher vor der endgiiltigen Etablierung einer
Methode stets die Saulenspezifikationen.

Tipps zur Séaulennutzung

* Ein umgekehrter Fluss durch die Saule ist im Allgemeinen nicht schadlich,
sollte aber vermieden werden.

+ Verwenden Sie zur Herstellung der mobilen Phase stets hochreine
Reagenzien und Losemittel fiir die Chromatographie oder noch reinere
Losemittel.

+ Die Zerlegung der Saule verschlechtert die Saulenleistung.

+ Neue Saulen enthalten eine Mischung organischer Losemittel.
Die Losemittel-Zusammensetzung in Ihrer Saule entnehmen Sie dem
QC-Leistungsprotokoll. Stellen Sie zunéchst sicher, dass die Saule nicht
mit einer mobilen Phase beschickt wird, die einen Niederschlag bewirkt
oder eine Emulsion bildet.

+ Normalphasens&ulen von Agilent sind mit Wasser und allen haufig
verwendeten organischen Losemitteln kompatibel.

+ Eswird eine Vorséule empfohlen, mit der Sie die Saule schiitzen und die
Lebensdauer der Saule erhéhen.

+Séulen, die nicht in Gebrauch sind, sollten nicht bei hohen pH-Werten
oder erhohter Temperatur aufbewahrt werden.

+ Vermeiden Sie den Betrieb dieser Saule auRerhalb des empfohlenen
pH-Bereichs fur die Saulenphase (siehe nachste Seite). Bei Betrieb der
Séule auRerhalb der empfohlenen pH- und Temperaturbereiche miissen
Sie mit einer verkiirzten Lebensdauer rechnen.



Tipps fiir optimale Chromatographieergebnisse

+ Optimieren Sie Ihr Chromatographiesystem durch Minimierung der
Leitungslangen zwischen den Komponenten. Dadurch verringern Sie das
Extrasaulenvolumen und Bandenverbreiterungen. Fiir normale Aufgaben
verwenden Sie rote Kapillaren (ID: 0,12 mm). Fiir hochauflosende
Narrow-Bore-Saulen (< 2,17 mm) wie die InfinityLab Poroshell 120-Saule
oder Agilent ZORBAX RRHD-S&ule verwenden Sie schwarze Kapillaren
(ID: 0,075 mm) in UHPLC-Systemen. Weiterfiihrende Informationen zu
Kapillaren finden Sie unter agilent.com/chem/Iccapillaries.

+ Stellen Sie bei Normalphasensaulen sicher, dass die Rotor- und
Pumpendichtungen, die Kapillaren und alle anderen Komponenten des
LC-Systems mit den Losemitteln der Normalphase kompatibel sind.

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

+ Verwenden Sie nur zertifizierte Lampen von Agilent in Ihren LC-Geraten,
um eine optimale Leistung sicherzustellen.

+ Fhren Sie eine Probenfiltration oder eine andere geeignete Methode
der Probenvorbereitung durch. Weiterfiihrende Informationen finden Sie
unter agilent.com/chem/sampleprep.


http://agilent.com/chem/lccapillaries
http://agilent.com/chem/sampleprep
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Jede Normalphasensaule wird vor der Lieferung getestet und in einem
Normalphasen-Testlosemittel versendet, ausgenommen Séulen der Typen
Agilent ZORBAX Eclipse XDB-CN-, Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-CN-,
Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-, Agilent InfinityLab Poroshell
HILIC-OH5-, Agilent InfinityLab Poroshell HILIC-Z- und Agilent ZORBAX
HILIC Plus-Saulen, die in Umkehrphasen-Lésemitteln verschickt werden.
Vor dem Einsatz muss sorgféltig sichergestellt werden, dass die Saule
ordnungsgemaR &quilibriert wurde. Dies sorgt fur Reproduzierbarkeit von
Analyse zu Analyse und vermeidet ein Driften der Retentionszeiten.

Arbeiten mit Normalphasensaulen

Betriebsparameter fiir Normalphasensaulen:
pH und Temperatur

Maximale Empfohlene

Empfohlener  Betriebs- Betriebs-
pH-Bereich temperatur  temperatur
Agilent InfinityLab Poroshell 120 pH2,0bis8,0  60°C 30°C
EC-CN *
Agilent ZORBAX NH2 pH2,0bis76  60°C 30°C
Agilent InfinityLab Poroshell 120 pH 1,0 bis 8,0  Nur durch die
HILIC *t Temperatur-
Agilent ZORBAX Rx-SIL begrenzungen
. der mobilen
Agilent ZORBAX SIL Phase
Agilent ZORBAX HILIC Plus *t eingeschrankt
Agilent ZORBAX CN pH2,0bis80  60°C 30°C
Agilent ZORBAX Eclipse XDB-CN *  pH2,0bis9,0 ~ 60 °C 30°C
Agilent Polaris NH2 pH2,0bis80  60°C 30°C
Agilent Polaris Si-A pH 1,5bis 10,0 60 °C 30°C
Agilent Pursuit XRs Si pH2,0bis80  60°C 30°C

*Werden in Umkehrphasen-Losemitteln verschickt.
" Weiterfiihrende Informationen siehe den Abschnitt Arbeiten mit HILIC.

Der Betrieb an den extremen Grenzen der pH- und Temperaturbereiche hat
erhebliche Auswirkungen auf die Lebensdauer der Saule.



Hinweis: Alle auf Silica basierenden Packungen besitzen eine gewisse
Loslichkeit in wassrigen mobilen Phasen mit einem pH-Wert tiber 6. Wenn
Sie Silica-Saulen bei pH-Werten iiber 6 einsetzen, erreicht die Saule die
héchste Lebensdauer bei tieferen Temperaturen (max. 40 °C) und niedrigen
Pufferkonzentrationen im Bereich von 0,01 bis 0,02 M.

Hinweise zur Methodenentwicklung fiir Normalphasenséaulen

Die stationare Phase ist polar und wird am besten mit unpolaren mobilen
Phasen wie Methylenchlorid/Hexan- oder Isopropanol/Hexan-Mischungen
verwendet. Eine Erhohung der polaren Komponente in diesen Mischungen
senkt typischerweise die Retentionszeit der Probe.

Saulentyp Hinweise zur Methodenentwicklung

Agilent ZORBAX NH2 Mit zunehmender Polaritat der mobilen Phase
Agilent Polaris NH2 nimmt die Retention ab.

Nach einer Anderung der Zusammensetzung der
mobilen Phase muss die Saule mit vielen Saulenvolumen
der neuen mobilen Phase aquilibriert werden. Die
Anzahl der Saulenvolumen héngt vom verwendeten
System ab und kann bis zu 50 bis 100 betragen.

Agilent ZORBAX Rx-SIL Ungebundene Silica-Saulen reagieren sehr empfindlich
Agilent ZORBAX SIL auf Spurenmengen von Wasser in Losemitteln und

. . ) Proben. Daher muss sorgfaltig gearbeitet werden, um
Agilent Pursuit XRs Si die Reproduzierbarkeit der Methoden sicherzustellen.
Agilent Polaris Si-A Wird eine Gradientenelution verwendet, sollten

sowohl primére als auch sekundére Losemittel mit
Alkohol oder Acetonitril modifiziert werden. AuRerdem
soliten nach Abschluss jedes Laufs mindestens

30 Saulenvolumen Lasemittel durch die Saule flieBen.

Sollen Losemittel ausgetauscht werden, spilen Sie
die Séule erst mit einem Losemittel, das sich sowohl
mit dem alten als auch mit dem neuen Losemittel
mischt wie Isopropylalkohol.

Agilent InfinityLab Poroshell Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-CN- und

120 EC-CN Agilent ZORBAX Eclipse XDB-CN-Séulen werden mit
Agilent ZORBAX Eclipse Umkehrphasen-Losungsmitteln verschickt, knnen
XDB-CN nach dem Spilen mit Isopropanol aber auch in

Normalphasenanwendungen verwendet werden.

Mit zunehmender Polaritat der mobilen Phase
nimmt die Retention ab.

Wegen der schnellen Aquilibrierung dieser
gebundenen Phase mit der mobilen Phase ist eine
solche Saule oft praktischer als eine Silica-Saule,
insbesondere fir Gradientenelution.

Agilent ZORBAX CN




DEUTSCH

Reinigen der Séaule/Verlangern der Lebensdauer der Séule:
Normalphasenséaulen

Wir empfehlen die Verwendung eines organischen Losemittels fiir die
Normalphase. Verwenden Sie mindestens 20 Saulenvolumen jedes
Losemittels, d. h. 50 ml, wenn es sich bei Ihrer Saule um eine traditionelle
analytische Séule handelt (4,6 x 250 mm). Versuchen Sie diese Losemittel
in zunehmender Stérke:

1. 50 % Methanol: 50 % Chloroform
2. 100 % Ethylacetat

Die Reinigung einer Saule im Normalphasen-Modus kann vom Probentyp
abhangen. Wenn diese Losemittel nicht funktionieren, wenden Sie sich an
Agilent. Wir empfehlen dann ein Losemittel, das fiir Ihre Applikation und Ihre
Probenmatrix moglicherweise effektiver ist.

Empfehlungen zur Lagerung: Normalphasensaulen

Normalphasenséulen konnen normalerweise iiber lange Zeitrdume in
der eigenen mobilen Phase gelagert werden. Vor der Lagerung der Saule
miissen die Endfittings fest mit Endstopfen verschlossen werden, um die
Séulenpackung vor dem Austrocknen zu schiitzen.

Arbeiten mit HILIC-S&ulen

HILIC ist eine Methode zur Trennung von polaren Analyten, die von typischen
Umkehrphasensaulen nicht ausreichend zuriickgehalten werden. Agilent
Z0RBAX Rapid Resolution High Definition (RRHD) HILIC Plus- und Agilent
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Saulen sind Saulen mit ungebundenem Silica, die
in Acetonitril:\Wasser oder Acetonitril verschickt werden und far HILIC-Trennungen
bereit sind. Bei Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5-S&ulen ist eine
Polyhydroxylphase auf Silica-Partikeln mit oberflachlichen Poren gebunden.
Diese Saulen werden in Acetonitril versendet. Bei Agilent InfinityLab Poroshell
120 HILIC-Z-Séulen ist eine zwitterionische Phase auf Silica-Partikeln mit
oberflachlichen Poren gebunden. Diese Séulen werden in Acetonitril:\Wasser
versendet. Wie Normalphasensaulen brauchen HILIC-Saulen mehr Aquilibrierung
als Umkehrphasensaulen. Beachten Sie, dass Agilent ZORBAX Rx-Sil-, Agilent
Z0RBAX Sil- und Agilent ZORBAX NH2-Saulen auch fiir HILIC-Applikationen
geeignet sind. Um diese Saulen auf den HILIC-Modus umzustellen, miissen Sie
sie zuerst mit Isopropylalkohol spiilen.



Betriebsparameter fiir HILIC-S&ulen

Maximal- Empfohlene
Saulenbezeichnung pH-Bereich temperatur Temperatur
Agilent InfinityLab Poroshell 120 1,0bis8,0 45°C 30°C
HILIC-OHS
Agilent InfinityLab Poroshell 120 2,0bis12 80°C 30°C
HILIC-Z
Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC  0bis8,0 60 °C 30°C

Agilent ZORBAX Rapid Resolution High
Definition (RRHD) HILIC Plus

Agilent ZORBAX HILIC Plus HPLC

Der Betrieb an den extremen Grenzen der pH- und Temperaturbereiche hat
erhebliche Auswirkungen auf die Lebensdauer der Saule.

Empfehlungen fiir den Betrieb: HILIC

+ Agilent HILIC-S&ulen werden in Acetonitril: Wasser oder Acetonitril
verschickt.

+ Insbesondere bei Anderung der Zusammensetzung der mobilen Phase
muss darauf geachtet werden, die Grenzwerte fiir den Saulendruck nicht
zu berschreiten.

* Agilent HILIC-Séulen sind mit Wasser und allen haufig verwendeten
organischen Losemitteln kompatibel.

* Puffer sollten in kleinen Mengen angesetzt und oft erneuert werden,
um mikrobiologisches Wachstum zu vermeiden.

+ Losemittel, die fliichtige Sauren (Ameisensaure, Essigsaure) oder Basen
(Ammoniak) enthalten, miissen dicht verschlossen werden.

« Silica besitzt immer eine gewisse Loslichkeit in wassrigen mobilen Phasen
mit einem pH-Wert tiber 6. Die Léslichkeit von Silica steigt auRerdem mit
steigenden Temperaturen. Die Verwendung von Agilent ZORBAX RRHD
HILIC Plus- oder Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Séulen bei tiber
pH 6 und 40 °C senkt die Lebensdauer der Saule.



DEUTSCH
Hinweise zur HILIC-Methodentwicklung

Agilent InfinityLab Poroshell  Empfohlene Anfangsbedingungen fiir das
120 HILIC-Z und HILIC-OH5  Screening:

A: 10 mM Ammoniumacetat
B: (Acetonitril:100 mM Ammoniumacetat, 90:10)*

oder

A: 10 mM Ammoniumformiat
B: (Acetonitril:100 mM Ammoniumformiat, 90:10)*

* Fur eine Endkonzentration von 10 mmol

Stellen Sie den pH-Wert der mobilen Phase je nach
Bedarf ein

Gradient: 90 % B nach > 60 % B in 10 Minuten

Agilent InfinityLab Poroshell  Bei HILIC-Applikationen geht es meistens um

120 HILIC, HILIC-Z und die Analyse von polaren Verbindungen, die auf

HILIC-OH5 Umkehrphasensaulen nicht oder nur sehr wenig

Agilent ZORBAX Rapid retardiert werden.

Resolution High Definition Vor der Verwendung aquilibrieren Sie die Saule am

(RRHD) besten mit 30-40 % Wasser in Acetonitril.

HILIC Plus Fiir die Aquilibrierung werden 20-50 Saulenvolumen
benotigt.

Eine typische mobile Phase ist Acetonitril:\Wasser

mit Acetat- oder Formiatpuffer in einer Konzentration
von 5-10 mM. Durch eine héhere Pufferkonzentration
konnen unter Umstanden die Peakform und

die Retention verbessert werden. Senken Sie

den Anteil der wassrigen/Pufferkomponente,

um die Retention zu erhéhen.




Reinigen der Séaule/Verlangern der Lebensdauer der Séule:
HILIC-Sé&ulen

Die Proben sollten vor der Injektion auf die Saule gefiltert werden.

Dies ist besonders bei der Agilent ZORBAX RRHD HILIC Plus-Saule
wichtig, da die Einlassfritte der Saule den Nennwert 0,5 pm besitzt und
die Proben durch einen 0,2-um-Probenfilter gefiltert werden sollten.
Scheint der Losemittelfluss beeintrachtigt zu sein (d. h. ungewdhnlich
hoher Saulenrtickdruck), prifen Sie zuerst, ob der Losemittelfluss bis
zum Sauleneinlass nicht behindert ist. Wird der Fluss vor der Saule
behindert, ersetzen Sie das jeweilige verstopfte Kapillarenstiick/den
verstopfen Filter. Wenn die Séule verstopft ist, kann die Agilent InfinityLab
Poroshell 120 HILIC-Saule mit 20-30 Saulenvolumen der mobilen Phase
rickgesplt werden. Eine Rucksptlung der RRHD HILIC Séule ist nicht
maglich. Um stark gebundene Materialien von der Séule zu entfernen,
spiilen Sie die Saule mit einem starken Losemittel, d. h. Wasser im
HILIC-Modus.

Agilent InfinityLab Poroshell HILIC-OH5-Sé&ulen konnen durch Spiilen mit
50/50 Acetonitril:50 mM Ammoniumacetat bei niedriger Flussrate ber
mindestens 3 Stunden regeneriert werden. Danach aquilibrieren Sie die
Saule mit mobiler Phase. Agilent InfinityLab Poroshell HILIC-Z Saulen konnen
durch Spiilen mit 50/50 Acetonitril:10 mM Ammoniumacetat bei 20 % der
normalen Flussrate ber mindestens 3 Stunden regeneriert werden. Danach
aquilibrieren Sie die Saule mit mobiler Phase.

Empfehlungen zur Lagerung: HILIC-S&ulen

Acetonitril: Wasser (90:10) wird als Losemittel fiir die Langzeitlagerung

von HILIC-Saulen empfohlen. Vor der Lagerung der Séule missen die
Endfittings fest mit Endstopfen verschlossen werden, um die Saulenpackung
vor dem Austrocknen zu schiitzen. Saulen kdnnen in den meisten mobilen
HILIC-Phasen fir kurze Zeit sicher aufbewahrt werden. Zum Schutz lhres
Systems sollten jedoch Salze aus dem Geréat und aus der Saule entfernt
werden. Dazu wird die Saule mit der gleichen mobilen Phase, jedoch ohne
Puffer, gespult (z. B. mit 90:10 ACN/H,0, um eine gepufferte mobile Phase
mit 90:10 ACN/0,01 M Ammoniumformiat-Pufferlésung zu entfernen). Mit
diesem Ansatz erfolgt eine erneute Aquilibrierung mit der urspriinglichen
mobilen Phase schneller. Es sollten jedoch mehrere (3 bis 6) Injektionen
durchgefiihrt werden, um die Saulenaquilibrierung zu verifizieren.



Normalphasen- und HILIC-Saulen in der

superkritischen Fliissigkeitschromatographie (SFC)

Die Agilent Saulen, die sich fur die SFC eignen, sind normalerweise
Normalphasen- oder HILIC-Saulen, die in der Normalphase oder mobilen
HILIC-Phase verschickt werden. Agilent Poroshell 120 EC-CN-Saulen werden
in Umkehrphasen-Losemittel verschickt. Die Grenzwerte fiir Saulendruck und
pH gelten auch fir die SFC. Denken Sie daran, dass die pH-Werte bei der

SFC nicht direkt mit den pH-Werten in wéssrigen Losungen vergleichbar sind.
Daher kann der apparente pH-Wert in CO,/organischen Modifiern anders sein.

Saulendquilibrierung

Vor der Verwendung spilen Sie die Saule mit 10-30 Volumen Methanol oder
Isopropylalkohol, um die Transportlésemittel vollstéandig zu entfernen. Dann
aquilibrieren Sie die Saule mit ungefahr 10-20 Saulenvolumen der mobilen
Phase bei Anfangsbedingungen.

Lagerung von Séaulen

Achten Sie darauf, Additive wie Sauren, Basen oder Puffer vollstandig

zu entfernen, um eine Beschadigung der Saule zu vermeiden. Spiilen Sie

die Saule mit 10-20 Volumen Methanol oder Isopropylalkohol, um das
Kohlenstoffdioxid vollstandig zu entfernen. Bewahren Sie Saulen nicht in einer
Mischung aus CO, und MeOH auf, da das CO, im Laufe der Zeit verdampft
und die stationare Phase austrocknet. VerschlieRen Sie die Saule sorgfaltig mit
den Endstopfen, um eine Verdampfung der Losemittel zu verhindern.



Cette brochure contient des informations
générales applicables a I'ensemble des colonnes
a phase normale et HILIC des gammes ZORBAX,
Agilent Pursuit, Agilent Polaris et Agilent InfinityLab
Poroshell. Les premiéres sections concernent

les colonnes a phase normale et les colonnes
HILIC. Comme certains paramétres de méthode
et certaines instructions d'entretien de colonne
different entre les colonnes HILIC et les colonnes
a phase normale, ces sections sont divisées en
deux parties dans les dernieres pages. Pour

des informations plus détaillées sur la colonne
que vous utilisez ou une famille de colonnes en
particulier, rendez-vous sur
agilent.com/chem/columnchoices

Considérations initiales

Chaque colonne Agilent est livrée avec un rapport de contréle-qualité,
évaluant la performance de la colonne et comprenant un chromatogramme
de test. L'instrument utilisé pour les tests de contréle-qualité est un
instrument standard modifié (optimisé) afin de réduire au minimum le
volume extracolonne. Les résultats peuvent donc étre différents de ceux
obtenus sur le systéme utilisé dans votre laboratoire. Cela permet de mieux
évaluer la colonne et d'assurer la qualité constante du produit.


http://agilent.com/chem/columnchoices

Installation

FRANCAIS
+ Lesens de I'écoulement est indiqué sur la colonne.

* Les colonnes de 1,8 pm (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) ne
peuvent étre utilisées que dans le sens de I'écoulement indiqué
sur la colonne.

* Agilent recommande d'utiliser des raccords de colonne amovibles sans
volume mort de la famille InfinityLab. Les modéles adaptés sont les suivants :

Pression

maximale

du systeme Raccord recommandé Références

Jusqu'a 400 bars Raccord rapide Quick Turn Raccord : 5067-5966
InfinityLab (serrage manuel)

Jusqu'a 800 bars Raccord rapide Quick Turn Raccord : 5067-5966
InfinityLab (avec outil de Outil de montage :
montage) 5043-09156

Jusqu'a 1300 bars  Raccord rapide Quick Connect ~ Raccord : 5067-5965
InfinityLab

Pour en savoir plus et obtenir des numéros de référence, veuillez vous référer a la
brochure des raccords Agilent InfinityLab (5991-5164EN).

Ensemble raccord rapide Quick Raccord rapide Quick Turn
Connect InfinityLab, réf. 5067-5961  InfinityLab, réf. 5067-5966

Pour en savair plus, rendez-vous sur www.agilent.com/chem/
infinitylabfittings

Prenez soin de ne pas endommager les colonnes PEEK ou a revétement
PEEK lors de I'installation. Les compressions en rotation peuvent causer des
dommages, c¢'est pourquoi il est recommandé de ne pas utiliser de raccords
sans ferrule tels que les raccords PEEK & serrage manuel. Evitez de trop
serrer les raccords, et sertissez-les a la bonne profondeur pour empécher
tout endommagement.


www.agilent.com/chem/infinitylabfittings
www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

Consignes de sécurité importantes applicables a toutes les
colonnes LC

+ Tous les points de raccordement dans les systémes LC représentent
des sources de fuites potentielles. Les utilisateurs doivent connaitre le
caractére toxique ou inflammable de leurs phases mobiles.

* Enraison de leur granulométrie fine, les matériaux de remplissage secs
des colonnes peuvent étre inhalés. Les colonnes doivent étre ouvertes
uniquement dans une zone bien ventilée.

+ Respectez les limites de pression de fonctionnement indiquées pour
chaque colonne (reportez-vous au tableau a la page suivante). Tout
dépassement de ces limites pourrait compromettre la performance
chromatographique et représenter un danger pour I'utilisateur.

Pressions de fonctionnement maximales pour les colonnes
jusqu’a 9,4 mm de d.i.

Type de colonne Granulométrie Limite de pression

InfinityLab Poroshell 120 HILIC 1.9 um 1300 bars (19 500 psi)
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 2,7 pm 600 bars (9 000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 600 bars (9 000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 600 bars (9 000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 400 bars (6 000 psi)
Z0RBAX NH2 5um, 7 um 400 bars (6 000 psi)
Agilent ZORBAX HILIC Plus 3,5pm
Z0RBAX Rx-SIL 5pm
Z0RBAX SIL 5pm, 7 um
ZORBAX CN 5um, 7 um
Z0RBAX Eclipse XDB-CN 3,5 pm, 5pum,
7 um
Z0RBAX Résolution Rapide Haute 1.8 um 1200 bars
Définition (RRHD) HILIC Plus (17000 psi)
Z0RBAX RRHT Rx-Sil 1,8 um 600 bars (9 000 psi)
Polaris NH2 3pum, 5 pm 400 bars (6 000 psi)
Polaris Si-A 3um, 5 pm, 400 bars (6 000 psi)
10 pm
Pursuit XRs-Si 3um, 5 pm, 400 bars (6 000 psi)

10 pm
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+ Les colonnes modernes sont robustes et congues pour étre utilisées
pendant de longues périodes dans des conditions chromatographiques
normales. Vous pouvez optimiser la durée de vie de votre colonne en
respectant ses spécifications. Consultez toujours les spécifications avant
la mise en ceuvre finale d'une méthode.

Conseils sur I'utilisation des colonnes

+ Bien qu'elle soit généralement sans risque pour la colonne, I'inversion du
sens d'écoulement est a éviter.

+ Utilisez toujours des réactifs de grande pureté et des solvants de qualité
chromatographique ou supérieure pour préparer votre phase mobile.

+ Le démontage d'une colonne entraine une baisse de sa performance.

* Les nouvelles colonnes contiennent un mélange de solvants organiques.
Reportez-vous au rapport de contrdle-qualité de la performance pour
connaitre la composition du solvant dans votre colonne. Evitez de faire
circuler initialement dans la colonne une phase mobile pouvant entrainer
la formation d'un précipité ou d'une émulsion.

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

» Nous vous recommandons d'utiliser une colonne de garde pour protéger
votre colonne et prolonger sa durée de vie.

 Les colonnes ne doivent pas étre maintenues a pH élevé ou a haute
température lorsqu'elles ne sont pas utilisées.

« Fvitez d'utiliser cette colonne en dehors des plages de pH recommandées
pour la phase de la colonne (reportez-vous a la page suivante). Attendez-
vous a ce que la durée de vie de la colonne soit réduite si vous I"utilisez
en dehors des plages de pH et de température recommandées.



Conseils pour obtenir des résultats chromatographiques optimaux

Optimisez votre instrument en réduisant au minimum la longueur des
tubes entre les composants, ce qui diminue le volume extracolonne et
favorise I'obtention de pics étroits. Utilisez un tube rouge de 0,12 mm de
d.i. pour les opérations normales. Pour les colonnes & haute résolution

de petit diamétre (2,7 mm ou moins) telles que les colonnes InfinityLab
Poroshell 120 ou ZORBAX RRHD sur les systémes UHPLC, utilisez un tube
noir de 0,075 mm de d.i. Pour en savoir plus sur les choix de capillaires,
rendez-vous sur agilent.com/chem/Iccapillaries.

Lorsque vous utilisez des colonnes a phase normale, vérifiez la compatibilité
des joints de rotor, des joints de pompe, des tubes et de tous les autres
composants de votre instrument LC avec les solvants de 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 des lampes certifiées Agilent pour vos instruments de LC afin de
garantir une performance optimale.

Selon le type de votre échantillon, filtrez-le ou suivez une autre méthode
de préparation des échantillons. Pour en savoir plus, rendez-vous sur
agilent.com/chem/sampleprep.


http://agilent.com/chem/lccapillaries
http://agilent.com/chem/sampleprep
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Travailler avec des colonnes a phase normale

Chagque colonne a phase normale est testée avant expédition et livrée dans un
éluant de test de phase normale, a I'exception des colonnes ZORBAX Eclipse
XDB-CN, InfinityLab Poroshell 120 EC-CN, InfinityLab Poroshell 120 HILIC,
InfinityLab Poroshell HILIC-OH5, InfinityLab Poroshell HILIC-Z et ZORBAX HILIC
Plus qui sont expédiées dans des solvants a phase inverse. Veillez a bien stabiliser
la colonne avant de I'utiliser. Cela permet de garantir la reproductibilité d'une
analyse a I'autre et d"éviter les dérives des temps de rétention.

Parametres opérationnels pour les colonnes a phase normale :
pH et température

Température Température
de fonc- de fonc-

Plage de pH tionnement tionnement
recommandée maximale suggérée

InfinityLab Poroshell 120 EC-CN*  pH 2,04 8,0 60 °C 30°C
Z0RBAX NH2 pH2,0a75 60 °C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC** ~ pH1,0a8,0 Restreint
Z0RBAX Rx-SIL uniquement

par les
ZORBAXSIL limites de
ZORBAX HILIC Plus* température

de la phase

mobile
Z0RBAX CN pH2,04a8,0 60 °C 30°C
Z0RBAX Eclipse XDB-CN* pH2,0a9,0 60 °C 30°C
Polaris NH2 pH2,04a8,0 60 °C 30°C
Polaris Si-A pH15a100 60°C 30°C
Pursuit XRs Si pH2,04a8,0 60 °C 30°C

* Livrées dans des solvants a phase inverse.
1 Consultez la section Travailler avec des colonnes HILIC pour en savoir plus.

[utilisation a des pH et a des températures a la limite des plages
recommandées peut avoir un effet significatif sur la durée de vie de la colonne.



Remarque : tous les matériaux de remplissage a base de silice présentent une
certaine solubilité dans les phases mobiles aqueuses de pH > 6. En cas d'utilisation
d'une colonne a base de silice a pH > 6, vous pouvez prolonger la durée de vie de
la colonne en ['utilisant a des températures inférieures (40 °C maximum) et avec
des concentrations de tampon faibles comprises entre 0,01 et 0,02 M.

Notes concernant le développement de méthodes pour les
colonnes a phase normale

La phase stationnaire est de nature polaire et convient plus particulierement

aux phases mobiles non polaires telles que les mélanges de chlorure de
méthyléne:hexane ou isopropanol/hexane. Augmenter la quantité du composant
polaire dans ces mélanges revient typiquement a réduire le temps de rétention
de I'échantillon.

Type de colonne Développement de méthodes

ZORBAX NH2 La rétention diminue avec I'augmentation de la

Polaris NH2 polarité de la phase mobile. .
De nombreux volumes de colonne de phase mobile
sont nécessaires pour assurer la stabilisation aprés
une modification de la composition de la phase
mobile. Le nombre de volumes de colonne requis
dépend du systéme utilisé et peut atteindre 50 a
100 volumes de colonne.

Z0ORBAX Rx-SIL Les colonnes & base de silice non greffées sont
70RBAX SIL trés sensibles aux traces d'eau dans les solvants et
dans I'échantillon, il convient donc de maintenir des
Pursuit XRs Si conditions uniformes pour assurer la reproductibilité
. de la méthode. Dans le cas d'un gradient d'élution,
Polaris Si-A les solvants primaire et secondaire doivent étre
modifiés par un ajout d"alcool ou d"acétonitrile, et
au moins 30 volumes de solvant doivent circuler
dans la colonne a I'issue de chaque analyse.
Lors du basculement d'un solvant a I'autre,
commencez par rincer la colonne avec un solvant
miscible dans les deux, tels que I'alcool isopropylique.

InfinityLab Poroshell 120 EC-CN  Les colonnes Agilent InfinityLab Poroshell 120
i EC-CN et ZORBAX Eclipse XDB-CN sont livrées

ZORBAX Eclipse XDB-CN avec des solvants a phase inverse, mais elles

ZORBAX CN peuvent également étre utilisées pour des
applications en phase normale. Dans ce cas,
commencez par les rincer avec de |'isopropanol.
La rétention diminue avec I'augmentation de la
polarité de la phase mobile.
Il est souvent plus pratique d'utiliser cette colonne
plutdt qu’une colonne de silice, en particulier pour
les gradients d"élution, du fait de la stabilisation
rapide de cette phase greffée avec la phase mobile.
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Nettoyage de votre colonne/Allongement de la durée de vie de
votre colonne : colonne a phase normale

En phase normale, nous recommandons Iutilisation de solvants organiques.
Injectez au moins 20 volumes de colonne de chaque solvant, ce qui

correspond a 50 mL si vous utilisez une colonne analytique traditionnelle de
4,6 x 250 mm. Essayez les solvants suivants par ordre de force croissants :

1. 50% de méthanol:50% de chloroforme
2. 100 % d'acétate d'éthyle

Le nettoyage d'une colonne fonctionnant en phase normale peut dépendre
du type d'échantillon. Si ces solvants ne conviennent pas, contactez Agilent
pour que nous puissions vous recommander un solvant potentiellement plus
efficace pour votre application et votre matrice d'échantillon.

Recommandations de stockage : colonne a phase normale

Les colonnes a phase normale peuvent généralement étre stockées pendant
de longues périodes dans leur propre phase mobile. Avant de procéder

au stockage, les raccords aux extrémités de la colonne doivent étre

fermés hermétiquement avec des bouchons d'extrémité pour prévenir le
desséchement du remplissage.

Travailler avec des colonnes HILIC

La chromatographie en phase liquide d'interactions hydrophiles (HILIC) est
une méthode permettant de séparer les composés polaires mal retenus

sur les colonnes a phase inverse habituelles. Les colonnes Agilent ZORBAX
Résolution Rapide Haute Définition (RRHD) HILIC Plus et InfinityLab
Poroshell 120 HILIC sont des colonnes en silice non greffée, livrées dans un
mélange acétonitrile/eau ou dans de I'acétonitrile et prétes a étre utilisées
pour les séparations en mode HILIC. Les colonnes InfinityLab Poroshell 120
HILIC-OH5 contiennent une phase polyhydroxylée greffée sur des particules
de silice superficiellement poreuse, et sont livrées remplies d'acétonitrile.
Les colonnes InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z contiennent une phase
zwittérionique greffée sur des particules de silice superficiellement poreuse,
et sont livrées remplies d'un mélange acétonitrile/eau. Tout comme les
colonnes a phase normale, les colonnes HILIC nécessitent un temps de
stabilisation plus long que les colonnes a phase inverse. Il est a noter que les
colonnes ZORBAX Rx-Sil, ZORBAX Sil et ZORBAX NH2 peuvent également
étre utilisées pour les applications HILIC. Pour basculer ces colonnes en
mode HILIC, commencez par les rincer avec de I'alcool isopropylique.



Paramétres de fonctionnement des colonnes HILIC

Plage de Température Température

Nom de la colonne pH maximale suggérée
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 10a80 45°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 20a12 80°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 0480 60°C 30°C

Z0RBAX Résolution Rapide Haute
Définition (RRHD) HILIC Plus

Z0RBAXHILIC Plus HPLC

L'utilisation a des pH et a des températures a la limite des plages
recommandées peut avoir un effet significatif sur la durée de vie de la colonne.

Recommandations dutilisation : HILIC

+ Les colonnes HILIC Agilent sont livrées remplies d'acétonitrile ou d'un
mélange acétonitrile/eau.

+ \Veillez a ne pas dépasser les limites de pression de la colonne,
notamment lors de la modification de la composition des phases mobiles.

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

+ Un tampon doit étre ajouté en faible quantité et remplacé réguliérement
pour éviter toute contamination microbienne.

« Les éluants contenant des acides volatils (acide formique, acide acétique)
ou des bases volatiles (ammoniac) doivent étre bouchés hermétiquement.

+ Tous les matériaux de silice présentent une certaine solubilité dans
les phases mobiles aqueuses de pH > 6. La solubilité de la silice
augmente également a haute température. L'utilisation des colonnes
Z0RBAX RRHD HILIC Plus ou InfinityLab Poroshell 120 HILIC au-dessus
de pH 6 et de 40 °C réduit leur durée de vie.
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Notes concernant le développement de méthodes HILIC

InfinityLab Poroshell 120 Conditions initiales de criblage suggérées :
HILIC-Z et HILIC-OH5 A acétate d'ammonium 10 mM

B : (acétonitrile:acétate d'ammonium 100 mM, 90:10)*
ou

A formiate d’ammonium 10 mM
B : (acétonitrile:formiate d'ammonium 100 mM, 90:10)*

* Pour une concentration finale de 10 mmol
Ajustez si nécessaire le pH de la phase mobile
Gradient : de 90 % de B a > 60 % de B en 10 minutes

InfinityLab Poroshell La plupart des applications HILIC portent sur |'analyse
120 HILIC, HILIC-Z et de composeés polaires qui sont mal retenus, voire pas
HILIC-OH5 du tout retenus sur les colonnes a phase inverse.
ZORBAX Résolution Rapide Il est préférable de stabiliser la colonne

Haute Définition (RRHD) avec 30 a 40 % d'eau dans de I'acétonitrile avant
HILIC Plus toute utilisation.

La stabilisation peut nécessiter de 20 a 50 volumes
de colonne.

La phase mobile peut typiquement étre un mélange
acétonitrile/eau contenant un tampon d'acétate ou de
formiate a 5 a 10 mM. Augmenter la concentration
du tampon peut permettre d'améliorer la forme

des pics et la rétention. Réduisez la quantité des
composants agueux/tampons pour augmenter la
rétention.




Nettoyage de votre colonne/Allongement de la durée de vie de
votre colonne : colonnes HILIC

Les échantillons doivent étre filtrés avant d'étre injectés dans la colonne. Ceci
est particulierement important pour la colonne ZORBAX RRHD HILIC Plus, car
son fritté d'entrée a un diamétre nominal de 0,5 um et les échantillons doivent
étre filtrés a travers un filtre pour échantillon de 0,2 pm. Si le débit du solvant
semble limité (contrepression inhabituellement élevée), commencez par vérifier
I'absence d'obstruction dans le circuit du solvant jusqu'a I'injecteur de la
colonne. Si le probléme se trouve avant la colonne, remplacez le tube ou le
filtre qui est bouché. Si la colonne InfinityLab Poroshell 120 HILIC est bouchée,
elle peut étre rincée en sens inverse avec 20 a 30 volumes de colonne de
phase mobile. Les colonnes HILIC RRHD ne peuvent pas étre rétrobalayées.
Pour retirer les substances fortement retenues sur la colonne, rincez la colonne
al'aide d'un solvant fort ; de I'eau en mode HILIC.

Les colonnes InfinityLab Poroshell HILIC-OH5 peuvent étre régénérées par
rincage avec un mélange acétonitrile:acétate d'ammonium 50 mM 50:50 a
faible débit pendant au moins 3 heures. Puis stabilisez avec la phase mobile.
Les colonnes InfinityLab Poroshell HILIC-Z peuvent étre régénérées par
rincage avec un mélange acétonitrile:acétate d'ammonium 10 mM 50:50 a
20 % des débits de fonctionnement habituels pendant au moins 3 heures.
Puis stabilisez avec la phase mobile.

Recommandations de stockage : colonnes HILIC

Le solvant recommandé pour un stockage a long terme des colonnes

HILIC est I'acétonitrile:eau 90:10. Avant de procéder au stockage, fermez
hermétiquement les raccords aux extrémités de la colonne avec des bouchons
d'extrémité pour prévenir le desséchement du remplissage. Les colonnes
peuvent étre stockées sans risque dans la plupart des phases mobiles HILIC
pendant de courtes durées. Toutefois, pour protéger votre matériel, il est
préférable d'éliminer les sels de I'instrument et de la colonne en purgeant
celle-ci avec la méme phase mobile sans tampon (par exemple, en utilisant
un mélange ACN:H,0 90:10 pour retirer une phase mobile tamponnée
d'ACN:formiate & 0,01 M 90:10). Cette approche permet une restabilisation
plus rapide avec la phase mobile d'origine, mais plusieurs injections (3 a 6)
doivent étre réalisées pour vérifier la stabilisation de la colonne.
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Utilisation de colonnes a phase normale et HILIC
pour la chromatographie en phase supercritique
(SFC)

Les colonnes Agilent convenant a la chromatographie en phase supercritique
(SFC) sont typiquement les colonnes a phase normale ou les colonnes

HILIC ; elles sont livrées dans des phases mobiles & phase normale ou

HILIC. Les colonnes Poroshell 120 EC-CN sont livrées dans un solvant

a phase inverse. Les limites relatives a la pression de colonne et au pH
s'appliquent également a la SFC. Sachez toutefois que le pH en SFC n'est
pas directement comparable aux valeurs de pH des solutions aqueuses.

Le pH apparent en mode CO,/agent modificateur peut donc différer.

Stabilisation de la colonne

Avant d'utiliser la colonne, rincez-la avec 10 a 30 volumes de méthanol ou
d'alcool isopropylique pour éliminer la totalité des solvants introduits pour

I'expédition. Stabilisez-la ensuite en injectant environ 10 & 20 volumes de

colonne de phase mobile dans les conditions de démarrage.

Stockage de la colonne

Veillez a retirer toute trace d'additif tel que les acides, les bases ou les
tampons afin de ne pas endommager la colonne. Rincez-la avec 10 &

20 volumes de colonne de méthanol ou dalcool isopropylique pour retirer
la totalité du dioxyde de carbone. Ne stockez pas la colonne dans un
mélange de CO, et de MeOH car le CO, asséche la phase stationnaire

en s'évaporant. Enfin, bouchez correctement les extrémités de la colonne
pour empécher le solvant de s"évaporer.



Este folleto ofrece informacion general para todas
las columnas Agilent ZORBAX, Agilent Pursuit,
Agilent Polaris y Agilent InfinityLab Poroshell de
fase normal e HILIC. En las secciones iniciales
se incluye informacion para las columnas tanto
de fase normal como HILIC. Dado que algunos
parametros del método y las instrucciones sobre
el cuidado de la columna son distintos para las
columnas normales y las HILIC, dichas secciones
estan desglosadas por separado en las ultimas
hojas. Para obtener informacion adicional sobre
su columna o familia especifica, consulte
agilent.com/chem/columnchoices

Primeros pasos

Con cada columna Agilent se adjunta un informe de Control de Calidad
(QC) de el rendimiento de la columna, incluido un cromatograma de
prueba. El instrumento de prueba para realizar el Control de Calidad (QC)
se ha modificado (optimizado) a partir de un instrumento estandar a fin
de minimizar el volumen extra de la columnay, por lo tanto, los resultados
podrian variar con respecto al sistema usado en su laboratorio. De este
modo, es posible una mejor evaluacion de la columna y se garantiza un
producto mas uniforme.


http://agilent.com/chem/columnchoices
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Instalacion
+ Ladireccion del flujo esta marcada en la columna.

* Las columnas de 1,8 pm (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD)
solo se pueden usar en la direccion del flujo marcada
en la columna.

 Para conexiones de columna sin volumen muerto, Agilent recomienda
el uso de los conectores InfinityLab. Las opciones son:

Presion maxima

del sistema Conectores recomendados  Referencias

Hasta 400 bar Conector de giro rapido Conector: 5067-5966
InfinityLab (apriete a mano)

Hasta 800 bar Conector de giro rapido Conector: 5067-5966
InfinityLab (con herramienta de  Herramienta de montaje:
montaje) 5043-0915

Hasta 1300 bar Conector de conexion rapida Conector: 5067-5965
InfinityLab

Para obtener mas informacion y referencias, consulte el folleto de Conectores Agilent
InfinityLab (5991-5164EN).

Conjunto de conexion rapida Conector de giro rapido
InfinityLab, ref. 5067-5961 InfinityLab, ref. 5067-5966

Si desea obtener mas informacion, visite
www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

Debe tenerse cuidado para evitar daiar las columnas de PEEK o revestidas de
PEEK durante la instalacion. La combinacion de compresion y rotacion podria
provocar dafios, por lo que no se recomiendan conectores sin férrula tales
como los de ajuste manual de PEEK. Los conectores no se deben apretar en
exceso y se deben montar a la profundidad correcta con el fin de evitar dafios.


www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

Consideraciones importantes sobre seguridad para todas las

columnas LC

+ Todos los puntos de conexion de los sistemas LC son posibles fuentes de
fugas. Los usuarios deben tener en cuenta la toxicidad o inflamabilidad

de las fases moviles.

* Debido al pequefio tamario de las particulas, los rellenos de las columnas
secas son inhalables. Solamente se deben abrir las columnas en una

zona con buena ventilacion.

+ Aténgase a los limites de presion operativa designados para cada columna
(consulte la gréfica en la pagina siguiente). Si se superan estos limites, el
rendimiento cromatografico se vera afectado, lo que podria resultar inseguro.

Presiones operativas maximas - columnas de hasta 9,4 mm de d.i.

Tipo de columna

Tamaiio de
particula

Limite de presion

InfinityLab Poroshell 120 HILIC 1.9 pm 1.300 bares (19.500
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 2,7 ym psi)
InfintyLab Poroshell 120 HILIC 600 bares (9.000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 600 bares (3.000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 600 bares (8.000 psi)

400 bares (6.000 psi)
Z0RBAX NH2 5pum, 7 um 400 bares (6.000 psi)
Agilent ZORBAX HILIC Plus 3.5pm
Z0RBAX Rx-SIL 5pm
Z0RBAX SIL 5pm, 7 um
Z0RBAXCN 5pum, 7 um
Z0RBAX Eclipse XDB-CN 3,5pm, 5pm,

7 um
Z0RBAX de alta definicion y resolucion 1.8 um 1.200 bares
rapida (RRHD) HILIC Plus (17.000 psi)
Z0RBAX RRHT Rx-Sil 1,8 um 600 bares (9.000 psi)
Polaris NH2 3pm, 5 pm 400 bares (6.000 psi)
Polaris Si-A 3um, 5 pm, 400 bares (6.000 psi)
10 pm

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

10 pm
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+ Las columnas modernas son robustas y se han disefiado para funcionar
durante periodos prolongados en condiciones cromatograficas normales.
Puede maximizar la vida Util de la columna si la utiliza atendiendo a sus
especificaciones. Revise siempre las especificaciones antes de poner en
practica un método final.

Sugerencias sobre el uso de las columnas

» Aunque, por lo general, no resulta dafiino para la columna, se debe evitar
el flujo invertido.

« Utilice siempre reactivos de gran pureza y disolventes de calidad
cromatografica o superior para preparar las fases moviles.

 Sise desmonta una columna, se reducira el rendimiento de la columna.

+ Las columnas nuevas contienen una mezcla de disolventes organicos.
Consulte el informe de Control de Calidad (QC) de prestacion para
conocer la composicion de los disolventes de la columna. Inicialmente,
se deben tomar precauciones para que ninguna fase movil pase a través
de la columna, lo que podria originar la formacion de un precipitado o de
una emulsion.

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

+ Se recomienda el uso de una precolumna para proteger la columna
y aumentar su vida Util.

+ Cuando las columnas no se utilicen, no se deben mantener con un pH
alto ni a una temperatura elevada.

+ Debe evitarse el uso de esta columna fuera del intervalo de pH
recomendado para la fase de columna (véase la pagina siguiente).
Es previsible que se reduzca la vida (til si se utiliza fuera de los intervalos
recomendados de pH y temperatura.



Consejos para obtener los mejores resultados cromatograficos

+ Optimice el instrumento mediante la reduccion de la longitud de los
capilares entre los componentes; de esta forma, se disminuye el volumen
de columna adicional y el ensanchamiento de la banda. Utilice capilares
rojos con un diametro interno de 0,12 mm para el uso normal. Para las
columnas de diametro estrecho (2,1 mm o menos) y de alta resolucion,
como InfinityLab Poroshell 120 0 ZORBAX RRHD, use tubos negros de
0,075 mm de d.i. en sistemas UHPLC. Para obtener informacién acerca
de las opciones de capilares, visite agilent.com/chem/Iccapillaries.

+ Siusa columnas de fase normal, asegurese de que los sellos del rotor,
los sellos de la bomba, los tubos y todos los deméas componentes del
instrumento LC sean 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 répida (InfinityLab Poroshell 120, RRHT y RRHD).

« Utilice lamparas certificadas de Agilent con sus instrumentos LC para
conseguir el maximo rendimiento.

= Utilice la filtracion de muestras u otros procesos de preparacion de
muestras que sean apropiados para su muestra. Para obtener mas
informacion, visite agilent.com/chem/sampleprep.


http://agilent.com/chem/lccapillaries
http://agilent.com/chem/sampleprep
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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, InfinityLab Poroshell 120 EC-CN, InfinityLab Poroshell 120 HILIC,
InfinityLab Poroshell HILIC-OH5, InfinityLab Poroshell HILIC-Z y ZORBAX HILIC
Plus, que se envian en disolventes de fase reversa. Debe tenerse cuidado para
asegurarse de que la columna se haya equilibrado de forma adecuada antes
de su uso. De esta manera, se garantiza la reproducibilidad de un anélisis
aotro y se ayuda a prevenir la deriva en el tiempo de retencion.

Trabajo con columnas de fase normal

Parametros de funcionamiento de las columnas de fase normal:
pH y temperatura

Temperatura Temperatura
maxima de sugerida de

Intervalo de pH funciona- funciona-
recomendado miento miento
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN*  pH2,0a8,0 60 °C 30°C
Z0RBAX NH2 pH20a75 60 °C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC*' ~ pH1,0a8,0 Limitado
70RBAX Rx-SIL solamente por
los limites de
ZORBAX SIL temperatura
Z0RBAX HILIC Plus™* de la fase
movil
Z0RBAX CN pH2,0a8,0 60 °C 30°C
Z0RBAX Eclipse XDB-CN* pH2,0a9,0 60 °C 30°C
Polaris NH2 pH2,0a8,0 60 °C 30°C
Polaris Si-A pH15a100 60°C 30°C
Pursuit XRs Si pH2,0a8,0 60 °C 30°C

* Se envian en disolventes de fase reversa.
" Consulte la seccion Trabajo con HILIC para obtener mas informacion.

Trabajar en los extremos de los intervalos de pH y temperatura afectara
significativamente a la vida (til de la columna.



Nota: Todos los rellenos con silice son algo solubles en fases moviles
acuosas a pH >6. Si se usan columnas basadas en silice con un pH >6,

se consigue la maxima vida Util de la columna a temperaturas inferiores

(40 °C méx.) con concentraciones del tampon bajas, entre 0,01y 0,02 M.
Notas sobre el desarrollo de métodos para columnas de fase normal
La fase estacionaria es de naturaleza polar y se usa mejor con fases moviles
no polares, como mezclas de cloruro de metileno/hexano o isopropanol/

hexano. Si se aumenta la cantidad de componente polar de estas mezclas,
normalmente se reduce el tiempo de retencion de la muestra.

Tipo de columna Notas sobre el desarrollo de métodos
ZORBAX NH2 La retencion decrece si crece la polaridad de la
Polaris NH2 fase mvil.

Son necesarios muchos volumenes de columna

de fase movil para que se produzca el equilibrio
después de los cambios en la composicion de la
fase mvil. El nimero de volimenes de columna
necesario depende del sistema en uso y puede ser
de hasta entre 50 y 100 voltimenes de columna.

ZORBAX Rx-SIL Las columnas de silice no ligada son muy sensibles
ZORBAX SIL a las cantidades traza de agua en los disolventes

) . y en la muestra, por lo que es necesario tener
Pursuit XRs Si cuidado para mantener la uniformidad para la
Polaris Si-A reproducibilidad del método. Cuando se utiliza

la elucion en gradiente, deben modificarse los
disolventes tanto primario como secundario con
alcohol o acetonitrilo y se debe permitir el flujo de
al menos 30 columnas de disolvente por la columna
tras la finalizacion de cada anélisis.

Al cambiar de disolvente, primero hay que lavar la
columna con un disolvente mutuamente miscible,
como isopropanol.

InfinityLab Poroshell 120 EC-CN  Las columnas Agilent InfinityLab Poroshell 120

ZORBAX Eclipse XDB-CN EC-CN y ZORBAX Eclipse XDB-CN se Qr]vian con
disolventes de fase reversa, pero también se
ZORBAX CN pueden utilizar en aplicaciones de fase normal

después del lavado con isopropanol.

La retencion decrece si crece la polaridad de la
fase movil.

El répido equilibrio de esta fase ligada con la fase
mavil con frecuencia hace a esta columna mas
practica de usar que una de silice, en especial para
la elucion en gradiente.
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Limpieza de la columna/incremento de la vida qtil de la columna:
columnas de fase normal

Para la fase normal, recomendamos el uso de disolventes organicos. Use

al menos 20 volumenes de columna de cada disolvente, es decir, 50 ml
sila columna es la analitica tradicional de 4,6 x 250 mm. Pruebe estos
disolventes en orden creciente de fuerza:

1. 50 % de metanol 50 % de cloroformo
2. 100 % de acetato de etilo

La limpieza de una columna usada en modo de fase normal puede depender
del tipo de muestra. Si estos disolventes no funcionan, contacte con Agilent
para que podamos recomendar un disolvente que sea mas eficaz con su
aplicacion y con la matriz de la muestra.

Recomendaciones para el almacenamiento: columnas de fase
normal

Las columnas de fase normal habitualmente pueden almacenarse en su
propia fase movil durante periodos prolongados. Antes del almacenamiento
de la columna, los conectores finales se deben cerrar herméticamente con
tapones terminales para evitar que el relleno se reseque.

Trabajo con columnas HILIC

EI HILIC es un método usado para la separacion de analitos polares
retenidos indebidamente en las columnas de fase reversa tipicas. Las
columnas Agilent ZORBAX de alta definicion y resolucion rapida (RRHD)
HILIC Plus e InfinityLab Poroshell 120 HILIC son columnas de silice no
ligada, enviadas en acetonitrilo: agua o acetonitrilo y preparadas para
su uso para separaciones de HILIC. Las columnas InfinityLab Poroshell
120 HILIC-0H5 contienen una fase de polihidroxi ligada a particulas de
silice superficialmente porosas y se envian en acetonitrilo. Las columnas
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z contienen una fase zwitterionica

ligada a particulas de silice superficialmente porosas y se envian en
acetonitrilo:agua. Al igual que las columnas de fase normal, las columnas
HILIC requieren mas equilibrio que las columnas de fase reversa. Tenga
en cuenta que las columnas ZORBAX Rx-Sil, ZORBAX Sil y ZORBAX NH2
también se pueden usar para las aplicaciones HILIC. Para cambiar estas
columnas al modo HILIC, lavelas primero con isopropanol.



Parametros de funcionamiento de las columnas HILIC

Rango de Temperatura Temperatura

Nombre de la columna pH maxima sugerida
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 10a80 45°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 20a12 80°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 0a80 60°C 30°C

Z0RBAX de alta definicion y resolucion
rapida (RRHD) HILIC Plus

Z0RBAXHILIC Plus HPLC

Trabajar en los extremos de los intervalos de pH y temperatura afectara
significativamente a la vida (til de la columna.

Directrices de funcionamiento: HILIC

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

+ Debe procurarse no superar los limites de presion de la columna,
en especial al cambiar la composicion de la fase movil.

* Las columnas HILIC de Agilent son compatibles con agua y con todos
los disolventes organicos habituales.

» El'tampon debe mezclarse en pequefias cantidades y cambiarse con
frecuencia para evitar el crecimiento microbiano.

« Los eluyentes que contengan acidos volatiles (como formico o acético)
0 bases (amoniaco) deben sellarse herméticamente.

+ Todos los rellenos con silice son algo solubles en fases moviles acuosas
a pH >6. La solubilidad de la silice también aumenta a temperaturas
elevadas. El uso de las columnas ZORBAX RRHD HILIC Plus o InfinityLab
Poroshell 120 HILIC por encima de pH 6y 40 °C reducira la vida (til de
la columna.
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Notas sobre el desarrollo de métodos HILIC

Columna Notas

InfinityLab Poroshell 120 Condiciones sugeridas para el cribado inicial:
HILIC-Z & HILIC-OH5 A: Acetato amonico 10 mM

B: (Acetonitrilo:acetato de amonio 100 mM, 90:10)*
o bien

A: Formiato amonico 10 mM
B: (Acetonitrilo:formiato amonico 100 mM, 90:10)*

* Para una concentracion final de 10 mmol
Ajuste el pH de la fase movil como sea necesario
Gradiente: del 90 % B al =60 % B en 10 minutos

InfinityLab Poroshell La mayor parte de las aplicaciones de HILIC son para
120 HILIC, HILIC-Z el andlisis de compuestos polares no retenidos o poco
e HILIC-0H5 retenidos en columnas de fase reversa.
Z0RBAX de alta definicion Lo mejor es equilibrar la columna con agua
y resolucion rapida (RRHD) al 30-40 % en acetonitrilo antes de su uso.
HILIC Plus El equilibrio puede precisar de 20 a 50 volimenes

de columna.

Una fase mavil tipica es acetonitrilo: agua con un
tampon de acetato o formiato 5-10 mM. Si se aumenta
la concentracion del tampon, se podria mejorar la forma
de los picos y la retencion. Reduzca el componente
acuoso/tampon para aumentar la retencion.




Limpieza de la columna/incremento de la vida qtil de la columna:
columnas HILIC

Es necesario filtrar las muestras antes de su inyeccion en la columna.

Esto es particularmente importante para la columna ZORBAX RRHD HILIC
Plus, pues la frita de entrada de la columna tiene un diametro nominal de
0,5 pm y las muestras deben filtrase con un filtro de muestras de 0,2 um.
Si parece que el flujo de disolvente esta restringido (una retropresion de

la columna inusualmente alta), verifique primero si el flujo de disolvente
presenta obstrucciones hasta la entrada de la columna Si la restriccion esta
antes de la columna, cambie el trozo de tubo correspondiente o el filtro
que esté obstruido. Si la columna esta obstruida, la InfinityLab Poroshell
120 HILIC puede purgarse con retroflujo con 20-30 volimenes de columna
de fase movil. La columna RRHD HILIC no puede purgarse con retroflujo.
Para eliminar de la columna los materiales muy retenidos, lave la columna
con un disolvente fuerte que, en modo HILIC, es el agua.

Las columnas InfinityLab Poroshell HILIC-OHb pueden regenerarse lavando
con acetonitrilo:acetato de amonio 50 mM 50/50 con flujo reducido durante
al menos 3 horas. A continuacion, equilibre con la fase movil. Las columnas
InfinityLab Poroshell HILIC-Z pueden regenerarse lavando con 50/50
acetonitrilo:acetato de amonio 10 mM con un flujo operativo del 20 % del
normal durante al menos 3 horas. A continuacion, equilibre con la fase movil.

Recomendaciones para el almacenamiento: columnas HILIC

Se recomienda acetonitrilo:agua (90:10) como disolvente de almacenamiento
a largo plazo para columnas HILIC. Antes del almacenamiento de la columna,
cierre herméticamente los conectores finales con tapones terminales para
evitar que el relleno se reseque. Las columnas pueden almacenarse con
seguridad durante periodos cortos en la mayoria de fases moviles de HILIC.
Sin embargo, para proteger el equipo, lo mejor es eliminar las sales del
instrumento y de la columna mediante el purgado de la columna con la misma
fase movil sin la solucion tampon (por ejemplo, con acetonitrilo:H,0 90:10
para eliminar una fase mavil con acetonitrilo:tampon formiato 0,01 M 90:10).
El reequilibrio es méas rapido con la fase movil original cuando se sigue este
planteamiento, pero es necesario realizar varias inyecciones (de 3 a 6) para
verificar el equilibrio de la columna.
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Uso de columnas de fase normal e HILIC en la
cromatografia de fluidos supercriticos (SFC)

Las columnas Agilent adecuadas para SFC son normalmente de fase normal
o HILIC y se envian en fase normal o en fases maviles HILIC. Las columnas
Poroshell 120 EC-CN se envian en disolventes de fase reversa. Los limites de
presion y pH de la columna siguen siendo validos para SFC. Recuerde que

el pH en SFC no es directamente comparable con los valores de pH de las
soluciones acuosas. En consecuencia, el pH aparente en el CO,/modificador
organico podria ser diferente.

Equilibrio de la columna

Antes de su uso, lave la columna con 10-30 volimenes de metanol

o isopropanol para eliminar por completo los disolventes del

envio. A continuacion, equilibre la columna con aproximadamente
10-20 voltimenes de columna de fase movil en las condiciones iniciales.

Almacenamiento de la columna

Aseglrese de que elimina totalmente los aditivos tales como acidos,

bases o tampones para evitar que dafien la columna. Lave la columna con
10-20 voltimenes de columna de metanol o isopropanol para eliminar todo el
diéxido de carbono. No almacene las columnas con una mezcla de CO, y MeOH,
pues el CO, se evaporard y resecara la fase estacionaria. Selle adecuadamente
con tapones terminales para evitar la evaporacion del disolvente.



Questo manuale fornisce informazioni generali su
tutte le colonne Agilent a fase normale e HILIC
Z0RBAX, Pursuit, Polaris e InfinityLab Poroshell.
Nelle sezioni iniziali sono incluse informazioni sia
per le colonne a fase normale sia per le colonne
HILIC. Poiché alcuni parametri dei metodi e alcune
istruzioni sulla cura delle colonne differiscono tra
le colonne HILIC e quelle a fase normale, le sezioni
pertinenti sono trattate separatamente nelle ultime
pagine. Per ulteriori informazioni su una particolare
colonna o linea di colonne, consultare il sito
agilent.com/chem/columnchoices

Per iniziare

A ogni nuova colonna Agilent & allegato un report sulle prestazioni QC
della colonna, con incluso un cromatogramma di prova. Lo strumento
impiegato per la prova QC & modificato (ottimizzato) partendo da uno
strumento standard al fine di ridurre al minimo il volume extra-colonna;
i risultati, pertanto, potrebbero differire da quelli ottenuti con il sistema
in uso nel proprio laboratorio. Cio consente una migliore valutazione
della colonna e assicura una maggiore omogeneita del prodotto.


http://agilent.com/chem/columnchoices

Installazione
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+ Ladirezione del flusso € indicata sulla colonna.

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

* Per realizzare collegamenti rimovibili a volume morto nullo, Agilent
consiglia I'uso di raccordi InfinityLab. Sona disponibili le seguenti opzioni:

Pressione

massima

del sistema Raccordo consigliato Codici

Fino a 400 bar Raccordo Quick Turn InfinityLab  Raccordo: 5067-5966
(a chiusura manuale)

Fino a 800 bar Raccordo Quick Turn InfinityLab  Raccordo: 5067-5966
(con utensile di montaggio) Utensile di montaggio:

5043-0915

Fino a 1300 bar Raccordo ad attacco rapido Raccordo: 5067-5965
InfinityLab Quick Connect

Per ottenere maggiori informazioni e i codici, consultare la brochure sui raccordi
Agilent InfinityLab (5991-5164ITE).

Gruppo InfinityLab Quick Raccordo Quick Turn InfinityLab,
Connect, codice 5067-5961 codice 5067-5966

Maggiori informazioni sono disponibili sul sito
www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

Durante I'installazione & necessario prestare particolare attenzione per
evitare danni alle colonne in PEEK o con rivestimento in PEEK. Compressione
e rotazione combinate possono provocare danni; pertanto si sconsiglia di
utilizzare raccordi senza ferrule quali i raccordi in PEEK a chiusura manuale.
Non applicare un serraggio eccessivo ai raccordi; pressare i raccordi alla
profondita corretta per evitare danni.


www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

Importanti considerazioni sulla sicurezza relative alle colonne per LC

« Tuttii punti di collegamento nei sistemi LC sono potenziali fonti di perdite.
Gli utilizzatori devono tenere conto della tossicita o infiammabilita delle
fasi mobili.

= Poiché le particelle sono di piccole dimensioni, le fasi impaccate
ed essiccate delle colonne sono respirabili. Le colonne devono essere
aperte solo in una zona ben aerata.

* Rispettare i limiti di pressione operativa riportati per ogni colonna (vedere

la tabella alla pagina successiva). Superare questi limiti compromette le
prestazioni cromatografiche e potrebbe essere pericoloso.

Valori massimi della pressione operativa — colonne con d.i. fino a
9.4 mm

Dimensioni
Tipo di colonna delle particelle Limite di pressione
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 1,9 um 1300 bar (19.500 psi)
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 2,7 ym 600 bar (9.000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 600 bar (9.000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 600 bar (9.000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 400 bar (6.000 psi)
Z0RBAX NH2 5pm, 7 ym 400 bar (6.000 psi)
Agilent ZORBAX HILIC Plus 3,5pm
Z0RBAX Rx-SIL 5pm
Z0RBAX SIL 5pum, 7 um
ZORBAX CN 5pum, 7 um
Z0RBAX Eclipse XDB-CN 3,5pum, 5 pm,
7pm
Z0RBAX Rapid Resolution High Definition 1,8 um 1200 bar
(RRHD) HILIC Plus (17.000 psi)
Z0RBAX RRHT Rx-Sil 1,8 ym 600 bar (9.000 psi)
Polaris NH2 3pum, 5 pm 400 bar (6.000 psi
Polaris Si-A 3um, 5 pm, 400 bar (6.000 psi)
10 pm
Pursuit XRs-Si 3um, 5 pm, 400 bar (6.000 psi

10 pm
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+ Le colonne moderne sono robuste e progettate per funzionare per lunghi
periodi in condizioni cromatografiche standard. Per ottenere la massima
durata della colonna, utilizzarla rispettandone le specifiche. Prima di
considerare ottimizzato un metodo, verificare sempre le specifiche delle
colonne.

Consigli per I'utilizzo delle colonne

+ Anche se in genere non & dannoso per la colonna, si deve evitare
di invertire il flusso.

* Perla preparazione della fase mobile, utilizzare sempre reagenti
di purezza elevata e solventi per cromatografia o di grado superiore.

Lo smontaggio di una colonna riduce le prestazioni della colonna stessa.

* Le colonne nuove contengono una miscela di solventi organici. Vedere
il report sulle prestazioni QC per conoscere la composizione del solvente
presente nella colonna. Inizialmente, prestare attenzione a non far
passare nella colonna fasi mobili che potrebbero causare la formazione
di un precipitato o di un’emulsione.

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

« Siconsiglia di utilizzare una precolonna per proteggere la colonna e
prolungarne la durata.

* Le colonne non devono essere tenute a pH alto o a temperatura elevata
mentre non sono in uso.

+ Evitare di utilizzare la colonna al di fuori dell'intervallo di pH consigliato
per la fase della colonna (vedere la pagina successiva). Quando si
opera al di fuori degli intervalli consigliati di pH e temperatura ci si deve
attendere una riduzione della durata della colonna.



Consigli per ottenere i migliori risultati cromatografici

Ottimizzare la strumentazione riducendo al minimo la lunghezza dei tubi
tra i componenti per ridurre il volume extra-colonna e I'allargamento

di banda. Usare tubi rossi da 0,12 mm d.i. per le normali attivita.

Nel caso delle colonne narrow-bore (fino a 2,1 mm) ad alta risoluzione,
per esempio le InfinityLab Poroshell 120 0 ZORBAX RRHD, usare tubi neri
da 0,075 mm d.i. con i sistemi UHPLC. Per maggiori informazioni sui tubi
capillari disponibili visitare il sito agilent.com/chem/Iccapillaries.

Se si utilizzano colonne a fase normale, assicurarsi che le guarnizioni
del rotore, le guarnizioni 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 pit alta per le colonne Fast LC
(InfinityLab Poroshell 120, RRHT e RRHD).

Utilizzare lampade certificate Agilent con gli strumenti LC per ottenere
le migliori prestazioni.

Filtrare il campione o sottoporlo ad altre procedure di preparazione
adeguate. Maggiori informazioni sono disponibili sul sito
agilent.com/chem/sampleprep.


http://agilent.com/chem/lccapillaries
http://agilent.com/chem/sampleprep
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Tutte le colonne a fase normale vengono testate prima della spedizione

e sono fornite in un eluente di prova per fase normale. Fanno eccezione
le colonne ZORBAX Eclipse XDB-CN, InfinityLab Poroshell 120 EC-CN,
InfinityLab Poroshell 120 HILIC, InfinityLab Poroshell HILIC-OH5,
InfinityLab Poroshell HILIC-Z e ZORBAX HILIC Plus che vengono fornite

in solventi per fase inversa. Assicurarsi che la colonna sia stata equilibrata
adeguatamente prima dell'uso. Cio garantira la riproducibilita da analisi
ad analisi e aiutera a prevenire la deriva del tempo di ritenzione.

Utilizzo delle colonne a fase normale

Parametri operativi delle colonne a fase normale:
pH e temperatura

Temperatura Temperatura

Intervallo di operativa operativa
pH consigliato massima consigliata
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN*  DapH2,0a8,0 60°C 30°C
Z0RBAX NH2 DapH20a75 60°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC** ~ DapH 1,0a8,0 Sulla base
Z0RBAX Rx-SIL dei limiti di
temperatura
Z0ORBAX SIL della fase
Z0ORBAX HILIC Plus** mobile
Z0ORBAX CN DapH20a80 60°C 30°C
Z0RBAX Eclipse XDB-CN* DapH20a9,0 60°C 30°C
Polaris NH2 DapH20a80 60°C 30°C
Polaris Si-A DapH1ba 60 °C 30°C
10,0
Pursuit XRs Si DapH20a80 60°C 30°C

* Fornita in solventi per fase inversa.
"Vedere la sezione Utilizzo delle colonne HILIC per maggiori informazioni.

Il funzionamento ai valori estremi degli intervalli di pH e temperatura incide
significativamente sulla durata della colonna.



Nota: tutti gli impaccamenti a base di silice hanno una certa solubilita nelle
fasi mobili acquose a pH >6. Quando si utilizzano colonne a base di silice a
pH >6, la durata ottimale delle colonne si ottiene a temperature pili basse
(40 °C max) e a basse concentrazioni di tampone (comprese nell‘intervallo
tra 0,01 € 0,02 M).

Note sullo sviluppo metodi per colonne a fase normale

La fase stazionaria ha natura polare e |'uso ottimale si ottiene con fasi mobili
non polari quali miscele cloruro di metilene/esano o isopropanolo/esano.
Incrementando la quantita di componente polare nelle miscele, in genere si
riduce il tempo di ritenzione del campione.

Tipo di colonna Note sullo sviluppo metodi

ZORBAX NH2 La ritenzione diminuisce all'aumentare della polarita
. della fase mobile.
Polaris NH2

Sono necessari molti volumi di colonna di fase
mobile per I'equilibrazione in seguito a modifiche
della composizione della fase mobile. I numero

di volumi di colonna necessari dipende dal sistema
in uso e puo raggiungere valori massimi compresi
tra 50 e 100 volumi di colonna.

ZORBAX Rx-SIL Le colonne in silice non legata sono molto
ZORBAX SIL sensibili a tracce di acqua nei solventi e nei
campioni; pertanto, & necessario assicurarsi

Pursuit XRs Si di mantenere condizioni uniformi ai fini della

. riproducibilita del metodo. Se si impiega I'eluizione
Polaris Si-A in gradiente, sia il solvente primario sia quello
secondario dovrebbero essere modificati con alcol
0 acetonitrile e dopo il completamento di ogni
analisi dovrebbero essere fatti fluire attraverso la
colonna almeno 30 volumi di colonna di solvente.

Quando si passa da un solvente a un altro, lavare
innanzitutto la colonna con un solvente miscibile in
entrambi, per esempio isopropanolo.

InfinityLab Poroshell 120 EC-CN  Le colonne Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-CN
. e ZORBAX Eclipse XDB-CN sono fornite in
ZORBAX Eclipse XDB-CN solventi per fase inversa. Tuttavia, previo lavaggio
Z0RBAX CN con isopropanolo, & possibile utilizzarle anche
per applicazioni in fase normale.

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

La rapidita di equilibrazione con fase mobile
di questa fase legata spesso rende piti pratico
I'uso di questa colonna rispetto a una in silice,
in particolare per I'eluizione in gradiente.
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Pulizia della colonna/prolungamento della durata della colonna:
colonne a fase normale

Per la fase normale, si consiglia I'uso di solventi organici. Usare almeno
20 volumi di colonna di ciascun solvente, ossia 50 mL se la colonna in uso
¢ quella analitica tradizionale da 4,6 x 250 mm. Provare a usare i seguenti
solventi in ordine crescente di forza:

1. 50% metanolo: 50% cloroformio
2. 100% etilacetato

La pulizia di una colonna impiegata in modalita a fase normale puo
dipendere dal tipo di campione. Se i solventi di cui sopra non sono efficaci,
rivolgersi ad Agilent per consigli su un solvente che potrebbe essere pil
efficace per la specifica applicazione e la particolare matrice del campione.

Indicazioni per la conservazione: colonne a fase normale

In genere le colonne a fase normale possono essere conservate per lunghi
periodi nella rispettiva fase mobile. Prima di conservare la colonna, i raccordi
terminali devono essere chiusi ermeticamente con tappi terminali per evitare
che I'impaccamento si secchi.

Utilizzo delle colonne HILIC

Il metodo HILIC & utilizzato per la separazione di analiti polari caratterizzati
da una ritenzione inadeguata con le tipiche colonne a fase inversa.

Le colonne Agilent ZORBAX Rapid Resolution High Definition (RRHD)
HILIC Plus e InfinityLab Poroshell 120 HILIC sono colonne in silice non
legata, fornite in acetonitrile/acqua o in acetonitrile, subito pronte all'uso
per le separazioni HILIC. Le colonne InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5
contengono una fase poliidrossi legata a particelle in silice a superficie
porosa e sono fornite in acetonitrile. Le colonne InfinityLab Poroshell 120
HILIC-Z contengono una fase zwitterionica legata a particelle in silice

a superficie porosa e sono fornite in acetonitrile/acqua. Come le colonne
a fase normale, le colonne HILIC richiedono tempi di equilibrazione piu
lunghi rispetto alle colonne a fase inversa. Tenere presente che per le
applicazioni HILIC si possono impiegare anche le colonne ZORBAX Rx-Sil,
Z0RBAX Sil e ZORBAX NH2. Per passare alla modalita HILIC con queste
colonne, eseguire innanzitutto un lavaggio con alcol isopropilico.



Parametri operativi delle colonne HILIC

Intervallo Temperatura Temperatura

Nome della colonna pH massima consigliata
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 Tral,0e 45°C 30°C

8.0
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z Tra2,0 80 °C 30°C

el12
InfinityLab Poroshell 120 HILIC Tra0e80 60°C 30°C
Z0RBAX Rapid Resolution High

Definition (RRHD) HILIC Plus
ZORBAX HILIC Plus HPLC

Il funzionamento ai valori estremi degli intervalli di pH e temperatura incide
significativamente sulla durata della colonna.

Linee guida operative: HILIC

Le colonne HILIC Agilent sono fornite in acetonitrile/acqua o in acetonitrile.
Si raccomanda di prestare attenzione a non superare i limiti di pressione
delle colonne, in particolare quando si cambia la composizione della fase
mobile.

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

Il tampone deve essere miscelato in piccole dosi e sostituito spesso con
tampone fresco per prevenire la proliferazione microbica.

Gli eluenti contenenti acidi (formico, acetico) o basi (ammoniaca) volatili
devono essere chiusi ermeticamente.

La silice ha una certa solubilita nelle fasi mobili acquose a pH >6.

La solubilita della silice aumenta inoltre ad alte temperature. L utilizzo
delle colonne ZORBAX RRHD HILIC Plus o InfinityLab Poroshell 120 HILIC
a valori di pH >6 e a temperature >40 °C ne riduce la durata.
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Note sullo sviluppo metodi HILIC

InfinityLab Poroshell 120 Condizioni iniziali di screening suggerite:
HILIC-Z & HILIC-OH5 A: acetato di ammonio 10 mM

B: (acetonitrile/acetato di ammonio 100 mM, 90:10)*
oppure

A: formiato di ammonio 10 mM
B: (acetonitrile/formiato di ammonio 100 mM, 90:10)*

* Per una concentrazione finale pari a 10 mmol
Regolare il pH della fase mobile secondo necessita
Gradiente: da 90% B a >60% B in 10 minuti

InfinityLab Poroshell Le applicazioni HILIC piti comuni riguardano |'analisi
120 HILIC, HILIC-Z di composti polari non ritenuti o scarsamente ritenuti
e HILIC-0Hb dalle colonne a fase inversa.

Z0RBAX Rapid Resolution La procedura ottimale prima dell'uso consiste

High Definition (RRHD) nell'equilibrare la colonna con 30-40% di acqua
HILIC Plus in acetonitrile.

L'equilibrazione puo richiedere 20-50 volumi di colonna.

Una fase mabile tipica € la miscela acetonitrile/acqua

in tampone acetato o formiato 5-10 mM. L'incremento
della concentrazione del tampone puo far migliorare la
forma dei picchi e la ritenzione. Ridurre il componente
acquoso/tampone per aumentare la ritenzione.




Pulizia della colonna/prolungamento della durata della colonna:
colonne HILIC

Prima dell'iniezione in colonna i campioni andrebbero filtrati.

Questa operazione € particolarmente importante nel caso della colonna
Z0RBAX RRHD HILIC Plus sul cui ingresso & montato un frit con dimensioni
nominali di 0,5 pm; in questo caso i campioni andrebbero filtrati attraverso
un filtro da 0,2 um. In presenza di restrizioni del flusso di solvente
(contropressione della colonna insolitamente elevata), verificare innanzitutto
che il flusso di solvente non sia ostruito fino all'ingresso della colonna.

Se la restrizione si trova a monte della colonna, sostituire il tratto di tubo

o il filtro ostruito. Se la colonna & ostruita, & possibile invertire il flusso della
colonna InfinityLab Poroshell 120 HILIC utilizzando 20-30 volumi di colonna
di fase mobile. Non & possibile invertire il flusso della colonna HILIC RRHD.
Per rimuovere dalla colonna materiali caratterizzati da una forte ritenzione,
lavare la colonna con un solvente forte che, in modalita HILIC, & I'acqua.

Le colonne InfinityLab Poroshell HILIC-OH5 possono essere rigenerate
tramite lavaggio in una miscela 50:50 di acetonitrile/acetato di ammonio
50 mM a bassa velocita di flusso per almeno 3 ore. Quindi equilibrare con
la fase mobile. Le colonne InfinityLab Poroshell HILIC-Z possono essere
rigenerate tramite lavaggio in una miscela 50:50 di acetonitrile/acetato
di ammonio 10 mM al 20% della normale velocita di flusso operativa per
almeno 3 ore. Quindi equilibrare con la fase mobile.

Indicazioni per la conservazione: colonne HILIC

Per la conservazione a lungo termine delle colonne HILIC si consiglia

di utilizzare la miscela acetonitrile/acqua (90:10). Prima di conservare

la colonna, chiudere ermeticamente i raccordi terminali con tappi terminali
per evitare che I'impaccamento si secchi. Le colonne possono essere
conservate in modo sicuro per brevi periodi nella maggior parte delle fasi
mobili HILIC. Tuttavia, per proteggere |'apparecchiatura, la procedura ottimale
consiste nell'eliminare i sali dallo strumento e dalla colonna spurgando la
colonna con la stessa fase mobile senza il tampone (per esempio usando

una soluzione ACN:H,0 90:10 per eliminare una fase mobile tamponata
ACN/formiato 0,01 M 90:10). Adottando questo approccio, la riequilibrazione
& piti rapida con la fase mobile originale ma si dovrebbero eseguire varie
iniezioni (da 3 a 6) per verificare I'equilibrazione della colonna.
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Uso di colonne a fase normale e HILIC nella
cromatografia liquida supercritica (SFC)

Le colonne Agilent indicate per la tecnica SFC sono in genere colonne a fase
normale o HILIC fornite in fasi mobili per fase normale o per HILIC. Le colonne
Poroshell 120 EC-CN sono fornite in solvente per fase inversa. | limiti relativi
alla pressione in colonna e al pH rimangono invariati nel caso della tecnica
SFC. Tenere presente che il pH nelle applicazioni SFC non ¢ direttamente
confrontabile con i valori di pH delle soluzioni acquose. Pertanto, il pH
apparente in CO,/modificatore organico potrebbe essere diverso.

Equilibrazione della colonna

Prima dell'uso, lavare la colonna con 10-30 volumi di metanolo o alcol
isopropilico per rimuovere completamente i solventi in cui la colonna e
fornita. Equilibrare quindi la colonna con circa 10-20 volumi di colonna
di fase mobile alle condizioni iniziali.

Conservazione della colonna

Assicurarsi di rimuovere completamente additivi quali acidi, basi o tamponi
per prevenire danni alla colonna. Lavare la colonna con 10-20 volumi

di colonna di metanolo o alcol isopropilico per rimuovere completamente

il diossido di carbonio. Non conservare le colonne in una miscela di CO,

e MeOH in quanto la CO, evapora e la fase stazionaria si secca. Chiudere
adeguatamente con tappi terminali per prevenire I'evaporazione del solvente.
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rORNZLZET ) HMIEBLTULET. QC 7 A MERRIE. ?’73\0)
NI LEBEERIMET BESICIBED S AT LNSEE (&) &
TWBTed. TAMERFRESEVDIITLEIFERRZFH \t{b%
D&Y, THUI. ATLDOFIEEEELTHI LT, Hao—EBizH
FEEBHTT,


http://agilent.com/chem/columnchoices

b

o JO-0OABEIFATALLICREHINTUVET,

1.8 pm MF5.Ls (ZORBAX RRHT. ZORBAX RRHD) (. HAFAIC
SEIN-FADT7O-TOAERTIXT,
o BOALARETEOTYRRUI—LDHTLEFRARIRT B0
IZ. Agilent (£ InfinityLab 7w 7+ > DERAEHELTVET, X
DFRFENHDF T,
X
2TLEH  HRI1vT1IT BRES
A 400 bar  InfinityLab 1w o&—> T1vT4>7  5067-5966
TAVTAI (T4 H—
f1tk)

|A800bar  InfinityLab 7-1wo%2—>  TryFq>:5067-5966
Ty Ta> (RO EOfFY—)L: 5043-0915
V—ILER )

A 1300 bar  InfinityLab 71w &% Ty T 5067-5965
I Ta> T

\* &

KOFHEAERS LOHRBESICDOVTE. Agilent InfinityLab 71w 74> T D H
2047 (5991-5164JAJP) ZBR LTI L,

InfinityLab 21wy 1R I 7€ InfinityLab 21w o8 —>T1v7+
>71).p/n 5067-5961 >4 p/n 5067-5966

e

SHAIC DU\ TIE www.agilent.com/chem/infinitylabfittings = C &<
el
EUDMTIFEFIE. PEEK F7cld PEEK SAHIEATLEBE DT RVED
ISERLTIZC V. EHNZEMRBHSEY CIBGEORRE 4 5 P
WHB7cd. PEEK T4 > H—=BA T T2 DES5%2 7T 7%
DTV TAVIIHERINEE Ao Tru T2V EROBITHNTE
TV Ffoo BEEBCOICEYIRMUEBE TEEL TS0,


www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

IARTDLC ASLICHIZEELRRL EDOEER
LC S RTLTIE. INTOERBTRNANEL SN HDET,
CTcsH. BEAEDOH M CHRIEIERIWETY,

o ATLTTERIIHKHF DIcsd. TURTryTo2 2N g ERVA
CETNDBDET, NILENHET BIFEIFRTDKI VB TITS
TLIZTW (BBDLEEA ).

o BASLIEESNIBFENOGIREZ LI Fo>TLETWL
(Fv—hz2BR ). FREZBRAZ . DSLNBILLET. &,
MFEDDLDORRBNEE, BEDELTDTEEZNHLBDET,

BAEBEES - BE 9.4 mm UTOASL

hILa1F FIFE EHER
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 1.9 um 1300 bar (19500 psi)
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 2.7 ym 600 bar (9,000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 600 bar (9,000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 600 bar (9,000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 400 bar (6,000 psi)
ZORBAX NH2 Spumy7 um 400 bar (6,000 psi)
Agilent ZORBAX HILIC Plus 3.5um
ZORBAX Rx-SIL 5pm
ZORBAX SIL 5pum.7 um
ZORBAX CN 5pm.7 ym
ZORBAX Eclipse XDB-CN 3.5pum.

5pm.7 ym
ZORBAX Rapid Resolution High 1.8um 1,200 bar
Definition (RRHD) HILIC Plus (17,000 psi)
ZORBAX RRHT Rx-SIL 1.8um 600 bar (9,000 psi)
Polaris NH2 3pm.5pm 400 bar (6,000 psi)
Polaris Si-A 3pm. 400 bar (6,000 psi)

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

5pm.10 pm




HhSLERDEY

EED LC ASLIFBREMENB —BNARIOYN T 70—
TCTRABER TIEZLDICHRFITINTVET, NTLDHFEMERK
19 3ICIF. EEROFEFRATHERT2LIICLET, RIEBBRAVY
REBERT2H1IC. HTERRERER LTS

o NTLEEEITZCIEHDEEAL. WAHABDTO— LT T
T0\

. BEEOERICIE. BMEOHEY. VOV T Tr—TIL—RY
LOBREESSHERLTEETV

o NSLEDETBENTLOMRENMETLET,

FROATLICIE. BEEBEDRESYNA-STVET, BFELDH

SLDBEAEMICDOVTIE. QC N TA—TVRLAR—rEBBL T
W FIOTERTZETICIE. EBRPILBZELDZEENLD

BBEEEENATALICEIBRVLSIFRELTIESTV

Agilent JEFRBHZ Lld. KELV—RNBERAENMERTIET,

NOLEREL. WTLDEBEEIET oD, H—RATLDER%E

HEELET,

o NTLEFEITIEICIE. S pH BLUERDEREBZEIT T,
CDATLIE. HITHEINTWVWS AT LM pH EFERNTHER LTS
EEW(IR—D%BR), #HRINS pH BESSVREEED
NTERLIZIGE. FIERZ2BENIHDFT,



REHIOTNIS 71— ERE2/IHDEVH

e T REL T 370, :l)f—*)f*@?ﬁ@@ﬂ”‘%’@jiéfi 7‘%@(
LT ROBATLEEERS L. NV ROIEAZE T FT, BEI
AE 0.12 mm OFRVELEZ AL ET, InfinityLab Poroshell 120
% ZORBAX RRHD D &5 47 O—R7 (2.1 mm BT ) D8k
NZLDFE. UHPLC S RTFLTAE 0.075 mm OEVEREZE
ALY, FvETU—ATa>IlDWTIE. agilent.com/chem/
Iccapillaries Z £ LTS L\,

BHEL S LZERTZICIE LCHEEROO—2—>— )L Ry TFo—
L. EBEE Xn:kUﬂﬁ@@“/\“C@Zl /TJ'\—?\/I\#J\LE*E}E‘&% IRIEL
TWAIemREsRLTET

FRTZNILICEDETT 42> TV — bRt LET,
B3R LC /374 (InfinityLab Poroshell 120, RRHT. RRHD) D& 1.
FT=EY T — b LET,
LCH2DMREE R AL T 378, Agilent REDS > T HFEARALE T,
OISR LT YT ILiEER EDMOBEY) %5 > 7L EiiliE %

1TWEY, 7% L<IE agilent.com/chem/sampleprep =588 L T< /2
felA


http://agilent.com/chem/lccapillaries
http://agilent.com/chem/lccapillaries
http://agilent.com/chem/sampleprep

B8 H S LTDIESE

IBFBAZ LIFTARTHAERICTANINTS O, IEET X MEEHEH
HASTNIORETHEINE T, 7272 L. ZORBAX Eclipse XDB-CN.
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN. InfinityLab Poroshell 120 HILIC.
InfinityLab Poroshell HILIC-OH5.  InfinityLab Poroshell HILIC-Z. ZORBAX
HILIC Plus DE AT LIFEEAENHASNICRETHFINE T,
FRICHAZ LOBETRFEZITSCEDUETY, CHICKD. D
OERENGED. UT>iavBALORYTMEHCCENTEIET,

B DS LOEIEINTA—5

pH BLVEE
22 pH §5E
InfinityLab Poroshell 120 pH2.0~8.0 60 °C 30°C
EC-CN*
ZORBAX NH2 pH2.0~75 60 °C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 pH 1.0~ 80 BEMEDRE
HILIC" HIFRD &Ik
ZORBAX Rx-SIL =
ZORBAX SIL

ZORBAX HILIC Plus*'

ZORBAX CN pH20~80 60 °C 30°C
ZORBAX Eclipse XDB-CN* pH2.0~90 60 °C 30°C
Polaris NH2 pH2.0~8.0 60 °C 30°C
Polaris Si-A pH1.5~10.0 60 °C 30°C
Pursuit XRs Si pH2.0~80 60 °C 30°C

* AR E A SN IOREETHTE.

TEHRICOWTIEL THILIC TOfE%) =38,

pH S CREEHFE O LRP TRAGATERT L. hILDEMICE
RGFEERIFLET,



& VUAR—ZDOTTEANIGpH > 6 DKUEBEME THILHREDE T,
pH>6 TUUAR—RDATLEEATZHE. N7 LDFMERAL
IBICIE R (40 °C LR ) T 0.01 ~ 0.02 M OEFE DERE D/
T ERBLTIEE W,

IEHSLDXY Y FREICETIEERE
EEMIFEOME FREN DO BEDRVEBENE (BILXFLY /A
FHUREY. (VTN =L AFHUREMARL) LHEAEDET
FRTZIONRETT, — RIS, BEEYOBERDIHER B, >
TINDVFSa> a1 LIFERD £,

HSLE1T XYy RERICET3EE
ZORBAX NH2 BEHOBENBVEL T3V IEHD LET,
Polaris NH2 BEMEOEMEZEE LIRS, FEtEERTS

IZIEHNS LERBOME S OBIBNIUETT, &
BREIEFEALTVEVATAICE S TERDET
H BATHSLERED 50 ~ 100 fEHUBIC %

BHEANHDET,
ZORBAX Rx-SIL IEEE SN ATLITBFECT T ILRDHME DK
ZORBAX SIL ICHEFLOTHERRDT. XVyROBRMEZSESH
PUrsUIt XRs Si B3 BHEEST 5L SERIBETT, U5
Polaris Si-A VIVNAREERT 5. TR hY
HUDOMWA DB R T7IA—ILE LT
IVCHREL. 1BORTMMET TENCATLOD
30 BEULEDBFEENTLISETRENHDET,
BEEYDEZZHE. IV TOELTIL
J—ILRCOMBEISENMDH 2 AR THIL%E
TISHELBDET,
InfinityLab Poroshell 120 Agilent InifintyLab Poroshell 120 EC-CN & & T
EC-CN ZORBAX Eclipse XDB-CN 15 L [FAEAEA D
ZORBAX Eclipse XDB-CN THEINTWETH 1V TO/N/—IILTTZY
ZORBAX CN SaFBILICED JBET U~ avicbE
BATEEY

BEBOBUN B VEC )T avigmd LET,
C ORISR EN BB T LT BT,
CONSLIE FICTSOIVNAHOBE. &
UANSLEDHERTT,




ASLDIV—==2F | h5LEGDREL :

lE8H S L

BHEDIZE. BIABOEREZHRLET, NILERED 20 BU LD
AREERLES. ATLN—MRDAED 4.6 X 250 mm OHE.

50 mL 7D E£ 9, BRIFRDESISREMEVDDONSIBEICEH L F 9o

1. 50 % X&/—)L 150 % /O 74/l L
2.100% TFILT7ET—h

|BAEE—RTHERITZHTLDI)—Z2T1F YV TIEATIED
TEBRIAEMENBDET, TNLDBRE TS FATHAVEEIE.
Agilent [CBEBWE OB WERRIFIE. 7TV r—>a> e Il by
DS LTED RN A BRZREWNLE T,
FREICEHTSEESEE  IEEHSL

BAEAZ LERIABIRES 2555135, BEHEENEBEEREICESRL
F9, NTLDOREDHIC FRIER DI BT D TV R Ty T
SOV TSI % LoD ENEDRALRENHDF T,

HILIC A5 LTOIEE

HILIC (&, BEOWENT L TITRFD A+ R RA DD BE I
F3N377ETY, Agilent ZORBAX Rapid Resolution High Definition
(RRHD) HILIC Plus 15L& LT InfinityLab Poroshell 120 HILIC 55 L
[ FEHEESUAASLT, 7RI/ KEEMFEIE TN
DILOEA S HILIC DBEIC T CICERTIZRETHETINE T,
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 AZ AlZIE. RUEROFAEA
KEZHBEVANFIEEINTASTED. FEMZRULAEA
INIREETHATINE T, InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z A5 4
IZIE A A Y BEEAREZAE S AR FIEE SN TASTE D,
TERZRUIL / ACEEYDEHASNIRETHESNE T, IBHELHS
LYER. HILIC AZAIRHEHEATLLDEFEICEEADIDD ET,
ZORBAX Rx-SIL. ZORBAX SIL. ZORBAX NH2 A5 Al&. HILIC 71
T=2avICHERATEEY. INSDNTLZ HILIC E—RICTIDER
BICIE BRIV ZOELTIIL =L TIZY a2l T,



HILIC A LDEHEINTA—5

hoL% pH §EH RERE HIRE
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 1.0~80  45°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 20~12 80°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 0~80 60 °C 30°C

ZORBAX Rapid Resolution High
Definition (RRHD) HILIC Plus

ZORBAX HILIC Plus HPLC

pH EBE REEE O LRC T RMATER T 28 AT LDHFMICE
RGEZRIFLET,

EifFD5Et: HILIC
Agilent HILIC AZ AlE 7 ZRNUL/HCEEY ET2IE T2 =R
IDHATNICRE TR INE T,

- BICBEHOERERET I HEIENILEND LREZBR AW
SOITERT D ENRETT,
Agilent HILIC BT LI KB L O—RM BB AEIERTE X,
Ny T7—3DETDORE LIREICH LKL THEY O FhE = L=
TRIRENBDET,

o IEEGEE (FEAEE) £IEEMYE (TUEDZT) 2BUAHR
IS HERICER TS CHARMETT,
U PH > 6 OKMBEE THENREDE T o> UD

IFZBTHHIENREED FT,ZORBAX RRHD HILIC Plus F7z i

InfinityLab Poroshell 120 HILIC 15 L% pH 6 $&TU 40 °C A ET
BRI HTLEMHRERDET,



HILIC XYy FEIRICEEY %R

InfinityLab Poroshell 120
HILIC-ZHILIC-OH5

HRINBMPRIV—ZV TR M

A T0 MM BFER 7> EZ D L

B: (ZEhZRUILI00 MM BFEE 72 E =Y Lan
90:10)*

EJlF

ATOmMM FEETVEZ L

B: (ZEhZRUILI00 MM FEE 7V EZ T AL
90:10)*

* RIGEEN 10mM OBE
MBIZIG L THRENED pH % 8%
JSUT R 90%B ~=60%B T 109U E

InfinityLab Poroshell
120 HILIC\HILIC-Z,
HILIC-OH5

ZORBAX Rapid Resolution
High Definition (RRHD)

HILIC Plus

BH—MHA HILIC 77U —>avidFiBh>
LTRESHREIRE R T+ BRI EY D
DTS,

TERZRUJLIZ 30~40 % DKERELTZHDT
ERIICHILETEILT2DONEETT,
FEALICIZ AT LAERD 20~50 BHBBELIFE
NHOET,

—IRMBBEIE LTI 7= NUILACREY
I25~10mM OT7ET— k&3 FEIE/ NNy T7—
A TbOP BV NET. Ny T7—BEZ L
F3e . E—omReVTooarvhREINDT
REMD B ET VT oav P ITIE K/ /Ny
T7—RAERSLET,




ASLDIIV—=FJ/h5LFEGDMEL:

HILIC h5 L

TFTINEATLITTEATBEICAE LTS W CHUFHRFIC ZORBAX
RRHD HILIC Plus B2 LIS LTEE T, DT LFEALAT )Y bHARFR
0.5um BDTH AL 02 um DY > FILT4ILZ—T3BT ZHNE
AHOETIBETO—DFIRINTVWDELIICEZS (BZLD/NYD
ENEBICEV) BENTLEAQEFTOREIO—ICEEN RN
L FTHERL KTV ATLDOFITHIRAE L TVWSHEIE S
FFTINA—DEFOTVWAEBRERIELE T ATLAFEEO>TL
%354 InfinityLab Poroshell 120 HILIC I&/5 A@FED 20~30 S0
FRTNY I IS5y a TEEIRRHD HILIC AS LNV 75y a
TEFEBANTLICEEICHAE L TVWSMERRET ICIEFRNIA
# (HILIC E—RTIFK) THSLETSYSaLES,

InfinityLab Poroshell HILIC-OH5 75 :1&. 50/50 D 7+ k=~ 1JJL:50
MM BFEE 7 EZ U LA ERL CUERE T 3 RBIU ET5y 2930
CICE - TBETEFI NI BEIETEELLED

InfinityLab Poroshell HILIC-Z 73541, 50/50 @77k =K1J)L:10 mM
Hrie 7> E= U L 2fERLTOBEBIERED 20 % TIFRBULETSY
a3 ICE S THBETIFI RIS BEMETHELLET,
REICEYZZEEHIE: HILIC Hh5 L

HILIC W5 LDORBHFRERBEICIE 7= NIIL/ACEEY) (90:10)
EHRLF T, HTLOREORNIC FIERORIE R BT BT TV R
T TAVINT T LoMD ENFDIADREN B D £ 588 T
HNUEHTLIFIFLALD HILIC BBBOT TRLICRETEET,
T L BB A RET 2D NV I 7— 2B FHRVELREETHT A
EN—U LT B ENTLNSRZRET 28O LET (flX
1£.90:10 D ACN:0.01 M FERE/Nw T 7 — ADBEBBERET BI101E.
90:10 D ACN:H,0 ZEAB L F9) COHETIE RLREBICKDEF
EERBZ B TIEI N NTLOFELZHER T 570 EH(E
(3~6 [B) DIFEAZEITONRENHD T,



BESRRMEIOIYLIZ5T71— (SFC) TD
JE{Ed £ T HILIC BS LD{ER

SFC IZHE L7z Agilent 15 L d —AZEYICIFIEAE £ 71E HILIC AF LT,
|BE 7213 HILIC BEENEH A SHIDIRRETHRF S L F 9, Poroshell
120 EC-CN AT LIEHHEARIDHASHICRETHEEFINE I ATL
EAEELV pH O _ERMEIZSFCICEWVWTHTRIRELHD F T, 727
L.SFC T® pH [F7KBRD pH B BELEITZCIETIEEAC
DT=O.CO/EHBRERDEMNTD pH IFBRZZEHHDFET,

NS LFEL

BRI T0~30 fENEDXZ/—)LEIZrV 7O T7ILO—IL%
BUWTHSLETSY 2L HERORERR2ICTSy a7 oL E
To TDBR AR THTLARBEDK) 10~20 FOBEEZAVTHT
LzFEbLET,

NS LDRE

AT LDIBEZBAST DI MY ESEREMEME. N\ 77— B EDR
IINFTZRICEDBRAINTWS e SR L £9. h S LKFED 10 ~ 20
BOBDOAEZ/ —LEZAVTACLTIILA=ILTHSLE TSy
LCIRTOZBbRAREREL F9. 7T LI3.C0, & MeOH DEES
PHRICRE LR WVWTET W CO, HEFE L TEIERMEN TV TLEST20
TIABEDEREZHST- DI TSI TBYNIREALTE S WL,



NFME X TFFTE AgilentZORBAX. Agilent
Pursuit. Agilent Polaris &1 Agilent InfinityLab
Poroshell IEAEF1 HILIC BEFHNEAREE,
FHEEBDNABT X FIEAEN HILIC ®iEE
HEE. HILIC SIEMESEEN—LFES
HNBIET LI NPAEEER, FIHXEEES
DRAERB/LNHDARIRERE X
EBEFRTmAVNELER, FHI
agilent.com/chem/columnchoices

INBE ]

SRTECOBTYNESBIRQEEEAN QC Bkt
BERE. QC MY ERETARAERBOH (1) sk, BT LU
SMEIRPEE AR, R R AR S ERBERFNEREFH R

B XEARS A LI BB HTE NS mAT(E, BiRTmEE
BEl—Eit.


http://agilent.com/chem/columnchoices

RE
B _ AR T RO S Ho

- 1.8 ym it (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) HAEHZIR
@ik LR S RER,

CARMAIREBN B AR BT ER, RECHEER
InfinityLab 3k, AL B35

RARGES  BilsvEL BHS

55 400 bar InfinityLab Quick Turn ##3k %3k :5067-5966

(FEREX)
= 800 bar InfinityLab Quick Turn %3k #%3k:5067-5966
(FEREIR) LT H:5043-0915
&5 1300 bar  InfinityLab Quick Connect 23k : 5067-5965
PORERHE K

WE T RE L5 BMEES, ES I Agilent Infinitylab 257 fat¥ 2%)
(5991-5164CHCN)o

InfinityLab Quick Connect R InfinityLab Quick Turn ##
A, THS 5067-5961 3k, ZHS 5067-5966

WE T RE %158, 157517 www.agilent.com/chem/
infinitylabfittings

FELEIIED, WIUEIMID, LIRBIF PEEK SUEH PEEK N
HHYBIE T, B #HITE R M FJse R i, Hlitt,
BIVERTHREIBERESL, Al PEEK FEEESLELT
FTIE &, HEMITEE L RELOERIRIF.


www.agilent.com/chem/infinitylabfittings
www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

HNFRERIEREENEERSTEED

COBRAREERARIFTE EE S A DR IR P R
8T AR REN AN S B MR,

- BFERRIR R, R FIRAEER AR RN E MW R EE
EEX RIF eI &g,

B EESREETIERNREEN LR B2 T—RE
®) BEXERFIRHAEIELRE, HaB L 2lRB.

BRKIBEEN — RERKXH 9.4 mm HEIEHE

iR HERIE  ENRE
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 1.9 ym 1300 bar (19500 psi)
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 2.7 um 600 bar (9000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 600 bar (9000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 600 bar (9000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 400 bar (6000 psi)
HILIC-OH5
ZORBAX NH2 5um, 7 um 400 bar (6000 psi)
Agilent ZORBAX HILIC Plus 3.5um
ZORBAX Rx-SIL 5um
ZORBAX SIL 5um, 7 um
ZORBAX CN 5um,7 um
ZORBAX Eclipse XDB-CN 3.5pum,

5um, 7 um
ZORBAX BEERES N BEE 1.8 pm 1200 bar
(RRHD) HILIC Plus (17000 psi)
ZORBAX RRHT Rx-Sil 1.8 um 600 bar (9000 psi)
Polaris NH2 3pm, 5um 400 bar (6000 psi)
Polaris Si-A 3 pm, 5um, 400 bar (6000 psi)

10 ym
Pursuit XRs-Si 3 pm, 5um, 400 bar (6000 psi)

10 um




BIEEERRT

- MABERREMNA, I ELEEGEFE T EITRKRE,.
EMSIERCERNET R R AR EKEIEEER
0. FEME A T3 AR, B S U BENIEIENT.

CRAEAEETEEIEWHENES, BN ZRE%
Fo

R EREBAE RN MEIELET (HESR) BEHREh
Ho

- IREEIR TSR RE TR

- IEEEEENETEEY.EEI QC 1HREIRE, THRE
TEAE R BYAT B R FHIa R AR, ROE OB R R BB £
TESEIRBTR R T BT,

- RIFCIEARGEE R SKNPAEELETETHRS.

- BERRIPIERFRIP S HIEKEENER S,

- ENMERGEEN, ANREE TS pH BXEEFIRET.

L BREBIEEEEENES pH SEESMEREIETE BZ L
T—T0) JIEHER pH MIBESCEINEITAIRESER R
60,



REREGIZERNIEED

B RAPREIR VAR E LA BN ERHT T, LUK
IHFIMATRFIIE R B, T IE B ERER 012 mm AREH
TEBELNTER 2.1 mm RE/N) BoBEEEE, Fli
InfinityLab Poroshell 120 2% ZORBAX RRHD, i&57E UHPLC
A5 LA 0.075 mm AEMRBEB L. B XEAELHEHN
158, 151117 agilent.com/chem/Iccapillaries,

- ERIEAEGIEEN, BRERREGBNENETEHR R
TEE ELME A5 ERAT R,

- REER BB X SRR R EHIT A AIRIREAE
B (InfinityLab Poroshell 120.RRHT #1 RRHD) iEEE
EHRERE,

BRGNP ER LRI USRI R E R,

-+ RES TR ARG AR i IS BRI AT R A A,
W T #EE %15 8, 157419 agilent.com/chem/sampleprep.


http://agilent.com/chem/lccapillaries
http://agilent.com/chem/sampleprep

fERIEEGEE

SFREAGEEITT L RFIIEL NI, HRFEEBNR LR
#hiztE, B ZORBAX Eclipse XDB-CN. InfinityLab Poroshell
120 EC-CN.InfinityLab Poroshell 120 HILIC. InfinityLab
Poroshell HILIC-OH5. InfinityLab Poroshell HILIC-Z #1 ZORBAX
HILIC Plus BIEHEFRIN, ENNREFERIEETI sk, FEER
B, HRREIETTTEAR B AR T X LURIED T Z
BIRVER N, H RS LLIREB R B)IE S

IEEEIEHRES I
pH FIiRE
HENPH RRIEE  BIEIEE
SEE BE BE
InfinityLab Poroshell 120 pH2.0-8.0 60°C 30°C
EC-CN*
ZORBAX NH2 pH2.0-75 60°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 pH1.0-80 XZRF
HILIC* TRENAERY
ZORBAX Rx-SIL BEMRME
ZORBAX SIL
ZORBAX HILIC Plus**
ZORBAX CN pH2.0-8.0 60°C 30°C
ZORBAX Eclipse XDB-CN* ~ pH2.0-9.0 60°C 30°C
Polaris NH2 pH2.0-8.0 60°C 30°C
Polaris Si-A pH 1.5-10.0 60°C 30°C
Pursuit XRs Si pH2.0-8.0 60°C 30°C
* T RARATIHPiE .

TEEZER, EE I EA HILIC—T5,

£ pH AR ESEERRIR S TR Bl S i EE AR,



EFTEREREERNE pH EAT 6 BKBEREIMERHE—E
BYRRRE7E pH EAT 6 IFEH MERERECELN, XA
RMEER (& 40 °C) AERMEE AARARE (0.01-0.02 mol/L)
FIRERKIERSD.

IEAREIEE S I KA

EEBEER LRI, &IF5 B kk/ ChsmREE/
BV RS S IFRIERENE —RER. XER S PR D
BERIEINEE 24EEF R REE,

iR HAF LA
ZORBAX NH2 B RENIERE B0, (REGBEABRT RIS
Polaris NH2 EHORHIEARNE, BETS GO

RO A R B P ARG
ERAREHEURTRARY, RS A
50-100 fF %A,

ZORBAX Rx-SIL R SEREBEENATIERFNES
ZORBAX SIL KAEE BUK, RULATUNOERF A E
Pursuit XRs Si E)”u’léﬂl—ﬁl’fio1@%%&%@9&%‘, Igﬁﬁﬂ

FUOREBFIN A 2Bk 2 BB iTea,
BREMESRDTERERELD 30 FitE
ROEFI T BB,
TEAN 2 BT, B AR ItAE
ERANAT INRAED) At e g,
InfinityLab Poroshell 120  Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-CN
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B naHHom Byknete coaep>kutca MHgopmauma,
o6Lian anA BCeX HopMarnbHO-ha3oBbIX

n HILIC konoHok Agilent ZORBAX, Agilent Pursuit,
Agilent Polaris 1 Agilent InfinityLab Poroshell.

B nepsbIx pasaenax coaep>xutca uHopmawma,
o6Lwan AnA HopmanbHo-tha3osbix 1 HILIC
KONOHOK. TaK Kak HeKoTopble NapameTpbl MeToa0B
W VHCTPYKLMW MO yXoAy 3a HopManbHO-ha3oBbIMu
KONOHKaM1 OTNINYAKOTCA OT TaKMX >Ke ANA KONOHOK
HILIC, cootBeTcTBYIOWAA MHKDOPMALMA NPUBE/EHa
Ha NocneaHux CTpaHuLax B OTAEMbHbIX pasaenax.
[lononHntenbHyo MHdopMaLnto 06 0TAENbHbIX
TMNax v cemeifcTBax KONOHOK MOXKHO HaiiTn no
anpecy agilent.com/chem/columnchoices

Hauano pa6ortbi

Bce konoHku Agilent noctaBnaroTcA ¢ cepTuchkatom KOHTPONA KayecTsa,
KOTOPbIiA COAGPXKIAT AAHHbIE MPOBEPKM PAaBoUMX XapaKTepucTK KOSIOHKM,
BKMOYaIOLLIME TECTOBYHO Xpomartorpammy. [pubop, npumeHAemMbIi npu
KOHTPOe KayecTsa, ONTMMMU3MPOBaH Mo CPaBHEHMIO CO CTaHAapTHbIM,

4T00bI CBECTM K MUHIMYMY MEpTBbIii 06bem. 103ToMy pesymbTarbl KOHTPONA
KayecTsa MOryT OT/INYATLCA OT PE3yNbTaToB CUCTEMbI, UCTIOMNb3YEMOit B BaLLiei
na6opatopiy. 310 NO3BONAET NyuLLe aTTecToBaTh paboyne xapakTepucTiku
KOTOHKY 1 rapaHTupyet 6onee cTabunbHoe KauecTso MpoAYKLMM.


http://agilent.com/chem/columnchoices
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» Kononku ¢ paamepom yactuy copbenrta 1,8 Mkm
(ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) 3anpewaerca
JKcnnyaTMpoBarb ¢ 06paTHbIM HanpaBneHMeM NoToka.

YcraHoBka

M HanpaBneHme NOTOKa yKasaHo Ha KOJloHKe.

* [InA noakntOYeHUA KONOHKM KomnaHua Agilent pekomeHayet
6bictpopasbemHble dutHrm InfinityLab ¢ HynesbiM MepTBbIM 06bEMOM.
PekomeHayemble huuHri:

MakcumanbHoe

AaBneHne

cucTemMbl PekomenayeMblii hUTMHT KaranoxHbie Homepa

[lo 400 6ap Ouunr InfinityLab Quick Turn Ounnr: 5067-5966
(3atArMBaemblit nanbLamu)

[lo 800 6ap Ouunr InfinityLab Quick Ouinr: 5067-5966
Turn (¢ MHCTPYMEHTOM VIHCTPYMEHT ANA yCTaHOBKY:
ANA YCTaHOBKM) 5043-0915

[lo 1300 6ap Ourunr Agilent InfinityLab Quick ~ Outunr: 5067-5965
Connect

BonbLue nHdopmaumm 1 katanoxHsie HoMepa MoXHO Haiiti B GpoLutope Agilent
InfinityLab Fitting («®utuHry Agilent InfinityLaby) (5991-5164RU).

Y3en InfinityLab Quick Connect, ®umune InfinityLab Quick Turn,
kam. Ne 5067-5961 kam. Ne 5067-5966

Y3natb nogpobHee: www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

Bo n3besxxaHne NoBpexxaeHna KONOHOK, M3roToBfeHHbIX 13 MK

MU MIOKPBITLIX UM, NPY UX YCTAHOBKE CRefyeT cobnoaath 0cobyr
0CTOPOKHOCTb. OIHOBPEMEHHBII HAXKIM W BPaLLEHWE MOTYT NOBPEANTD WX,
103ToMy C HUIMU HE PEKOMEHAYETCA UCnomb3oBaTh UTUHIM 63 dheppyn,
TaKue Kak satAruBaemble nanblamu dutunri ua M33K. Bo nsbexanue
NOBPEXAEHNA (HUTUHTI OMKHbI BbITb 06KaTbl Ha HYXXHYH T1y6UHY.
3anpelaeTca nepeTarnBarb UTUHTA.


www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

Ba>knble npaBuna Texuuku 6ezonacHoctu ana scex BIXKX-kononok

+ Bce mecra coeauHenmii B ciuctemax BIXKX ABnaroTcA noteHLmanbHbIMmu
MCTOYHMKaMM yTedex. Monb3oBaTeni A0mKHb! ObiTb 0CBEAOMAEHDI O TOKCHYHBIX
1AM OrHEOMACHbIX CBOMCTBAX UCNONb3YEMbIX MMM MOABUKHBIX (Das.

+ CylecTByeT onacHOCTb BAbIXaHWA MENKIUX YacTUL CyXOro HamonHuTens
KonoHok. OTKpbIBaiiTe KONOHKM TOJILKO B XOPOLLO BEHTANMPYEMOI 30He.

» He npesbiwaiite paboyee aaBneHne, ykazaHHoe AnA Kax/aoi KONOHKK
(cm. Tabnuuy Ha cneaytoLeii cTpanuLe). [pesbllLeHre 3TUX orpaHnyeHmii
NPVBEAET K YXYALIEHMIO XapaKTePUCTVK XpomaTorpacpuyeckoro
pasfeneHna u MoXeT UMeTb OMacHble MocyeacTBuA.

MakcumanbHoe paﬁoqee AaBJyieHue: KOJIOHKU C BHYTPEHHUM

navamerpom Ao 9,4 mm

Tun KonoHku

Pa3smep
yactuy,

MpepensHoe
faBnexue

copbenta

InfinityLab Poroshell 120 HILIC 19 1300 6ap (19 500 psi)
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 2,7 MKm 600 6ap (9 000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 600 6ap (9 000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 600 6ap (9 000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 400 6ap (6 000 psi)
Z0RBAX NH2 5 mkm, 7 mkm 400 Gap (6 000 psi)
Agilent ZORBAX HILIC Plus 3,5 Mkm
Z0RBAX Rx-SIL 5 MKm
Z0RBAX SIL 5 MKM, 7 MKM
Z0ORBAX CN 5 MKM, 7 MKM
Z0RBAX Eclipse XDB-CN 3,5 MKM, b MKM,
7 MKm
Z0RBAX Rapid Resolution High Definition 1,8 mkm 1200 6ap
(RRHD) HILIC Plus (17 000 psi)
Z0RBAX RRHT Rx-Sil 1,8 MKM 600 6ap (9 000 psi)
Polaris NH2 3 mkm, 5 mMkm 400 6ap (6 000 psi)
Polaris Si-A 3 mkm, 5 mMkm, 400 6ap (6 000 psi)
10 MKm
Pursuit XRs-Si 3 mkm, 5 mMkm, 400 6ap (6 000 psi)

10 MKm




PYCCKIIA

+ CoBpemeHHble KONOHKM HaZexkHbl M paspaboTaHbl AnA ANUTENbHOTO
1CMOMNb30BaHUA B HOPMarbHbIX YCIOBKAX XpoMaTorpaduyeckoro
aHanuaa. JKcnyaTauua KONoHKM B YCNIOBUAX, COOTBETCTBYHOLLIMX
MHCTPYKLWMW MO 3KCMAyaTaumum, no3BoNAeT NoBbICUTL 8€ CPOK Cry>KObl.
lNepen noctaHOBKOW OKOHYATENbHOM METoaMKN 06A3aTenbHO
nepeynTaiiTe MHCTPYKLMIO MO 3KCMyaTaLun KONOHKK.

CoBertbl no pa6ote ¢ KONOHKOW

* l36eraiite obpaTHOro notoka, XoTA 06bIYHO OH W HE OMaceH ANA KONOHKY.

+ Bcerpa vcnonb3ayiite AnA NpUroToBREHUA NOABKHOI (hasbl peareHTbl
BbICLLIEIA CTENEHN QUUCTKI 1 PacTBOPUTENN XpoMaTorpacuieckoi
CTemneHy YACTOTbI A BbILLIE.

* Pa3bopka KONoHKI NPUBOAWT K YXYALIEHUO ee XapaKTepucTuK.

+ HoBble KONOHKI 3aM0MHEHb! CMECH0 OPraHNyeckux pacteoputenei.
Cocras pacTBOpUTENA yKa3aH B cepTUdMKaTe KOHTPOMA KayecTsa
KONOHKM. B Hayane ucnonb3oBaHuA creayet uberatb NponyckaHua
yepes KOMOHKY Takoi NoaBUKHON (hasbl, KOTOPAA MOXKET Bbi3BaTb
BbiNazieHe 0caka unu 06pasoBaHme amMymbCui.

» HopmanbHo-chasosble konoHkn Agilent coBMeCTMbI ¢ BOAOI 1 Bcemm
pacnpoCcTpaHeHHbIMI OpraHNYecKUMI PacTBOPUTENAMM.

*[InA 3aWmnThl KONOHKM W NOBbILUEHWA €€ CPOKa Cry>KObl peKoMeHayeTcA
M0Jb30BaTbCA 3aALLNTHOM NPEAKONOHKON.

* B nepepbiBe Mexay ncnonb3oBaH1eM He cneayet XpaHuTb KONOHKM
B CPe/le C BbICOKMMU 3HAYEHWAMM pH Uiy B yCNoBMAX NOBbILIEHHON
TeMneparypbl.

*He ucnonbayiite KonoHKy 3a npeaenamu peKoMeHA0BaHHOr0 AA
NPUBMTON hasbl KONOHKM AnanasoHa pH (CM. cneayHoLLyro CTpaHmLly).
JKennyaTauna KonoHKM 3a Npe/ienami PeKoMeHa0BaHHbIX ManasoHoB
3HaueHuii pH 1 Temneparypbl MOXeT NPUBECTH K COKPALLIEHUHO CPOKa
ee CNyx06bl.



Cosetbl ANA nony4yeHna HauNy4WwMx XxpomarorpadyMyeckux
pesynbratos

OnTmunanpyiite cuctemy, MakcmManbHo COKPaTVB ANMHbI COBAMHUTENbHBIX
KanunnApoB MeX[ly KOMMOHEeHTaMU1 Xpomartorpaduyeckoro TpakTa,

4YTO6bI YMEHbLLIUTL BHEKOJTOHOYHBIA 06bEM CUCTEMbI 11 Pa3MbITVe
xpomartorpacuyeckux 3oH. [Ina HopManbHoi paboTbl Nonb3ynTech
KanunnAapamu ¢ BHyTpeHHM anametpom 0,12 Mm. [1nA KONOHOK BbICOKOTO
pa3peLLeHA ¢ MaslbiM BHYTDEHHUM AMamMeTpoM (2,1 MM 1 MeHbLLg),
Hanpumep InfinityLab Poroshell 120 unn ZORBAX RRHD, Ha YB3)XKX
cMCTEeMax Nonb3yiTech YepHbIMI Kanunnapamu ¢ BHyTPEHHUM MamMeTpoMm
0,075 mwm. MogpobHee 0 pasnnyHbIX BapuaHTax Kanunnapos:
agilent.com/chem/Iccapillaries

[1pn pabote ¢ HopmanbHO-(ha3oBbIMK KONOHKaMK y6eauTech B TOM, UTO
YNAOTHEHUA POTOPOB W HACOCOB, TPYOKM U Apyrue AeTani XUAKOCTHOMO
Xpomatorpaca COBMECTUMbI C PACTBOPUTENAMI HOPMasbHO-(ha30Boi
xpomatorpacuu.

Y6enutecb, 4To yactota cbopa jaHHbIX ONTMManbHO noaobpaqa

QNA UCTOMNb3YEMON KOMOHKM. YCTaHOBMTE NOBbILLEHHYH YacToTy
c6opa AaHHbIX NPy UCNONb30BAHUM KOMOHOK ANA CkopocTHOM BAXKX
(InfinityLab Poroshell 120, RRHT n RRHD).

[InA nyyimx paboynx xapakTepuctuk ucnonbayiite B cuctemax BIXKX
ceptuchnumpoBaHHble namnbl Agilent.

OunbTpyiite Npobbl MK UCNONb3YATE APYrMe NOAXOAALLME ANA BaLUUX
npob mMeTozbl NPo6ONOArOTOBKY. Y3HaTb noapobHee:
agilent.com/chem/sampleprep


http://agilent.com/chem/lccapillaries
http://agilent.com/chem/sampleprep
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Pab6ora ¢ konoHkamu ana HopmanbHo-tha30Boi
Xpomarorpacuu

Bce HopmarnbHo-thasoBble KOMOHKY UCTIbITbIBAKOTCA Nepef NoCTaBKoi

11 [0CTABNAKOTCA NOTPEGUTENIO 3aM0NHEHHbIMY PACTBOPUTENEM, KOTOPbIH
MCTIOMNb30BASICA ANA UCTbITaHWiA B HOpMasibHO-ha3oBoM pexkume. VcknioueHue
cocrasnator konoHkn ZORBAX Eclipse XDB-CN, InfinityLab Poroshell 120 EC-CN,
InfinityLab Poroshell 120 HILIC, InfinityLab Porashell HILIC-OH5, InfinityLab
Poroshell HILIC-Z u ZORBAX HILIC Plus, koTopble nocTaBnatoTcA 3anosiHeHHbIMN
pacTBopuTenem Ana obpalleHHo-tha3oBoii xpomatorpadivm. Mepen
MCcnonb3oBaHNeM KOMOHKY Criefyer TLLATebHO ypaBHOBECUTb. 3T0 obecneumt
BOCMPOV3BOAMMOCTb PE3yrbTaToB Me3K/y aHanu3aMmm v npeaoTepatvT peid
BPEMEH YiePKMBaHA aHaNM3NPYEMbIX BELLECTB.

YcnoBua akcnnyatauum HopmasnbHo-(ha30BbIX KONIOHOK:
3Hauenue pH v Temneparypa

Makcu-
ManbHas Pexomen-
Pekomen- paGouaa nayemas
ROBaHHbIH Temnepa- pabouaa
Henopsuxnasa dasa auanasod pH  1ypa TemMneparypaj
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN*  pHor12,0 08,0 60 °C 30°C
Z0RBAX NH2 pHor20a075 60°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC** pH ot 1,0 a0 8,0 OrpanuunBa-
Z0RBAX Rx-SIL €TCA TOMNbKO
TeMnepa-
Z0RBAX SIL TYpHBIMA
ZORBAX HILIC Plus ** npeaenamu
NOABWKHON
tasbl
Z0RBAX CN pHor2,0a08,0 60°C 30°C
Z0RBAX Eclipse XDB-CN * pHor20a09,0 60°C 30°C
Polaris NH2 pHor2,00080 60°C 30°C
Polaris Si-A pH ot 1,5 oo 60 °C 30°C
10,0
Pursuit XRs Si pHor2,0008,0 60°C 30°C

* MocTaBnAOTCA 3aM0HEHHbIMY PACTBOPUTENAMM A 06PaTHO-(ha30BOM XpomaTorpachum.
 bonblue MHopMaLMM MOXHO HaliTi B pasaene Paboma c KorloHkamu Or1a
Xpomamozpaghuu 2uopoghunbHbIx e3aumooelicmeuti (HILIC).

JKennyaTauma KonoHKM Npu 6113Knx K npeaenbHbIM 3HaueHuax pH

11 TeMMepaTypbl CUbHO CHXKAET CPOK CRy>KObl KOMOHKY.



Mpumeuanue. Bee copbeHTbl Ha OCHOBE cunukarens pacTBOpUMbI

B OMpe/eneHHoli cTeneHn npy sHadernax pH > 6 B noamkHbIX hazax

Ha BOAHOIA ocHoBe. [1py MCMONb30BaHNM KONIOHOK Ha OCHOBE CumvKarena

B cpefie co 3HayeHnammn pH > 6 HanbonbLuwii cpok cnyx6bl o6ecnednBaetca
Npu NOHMKEHHbIX Temnepatypax (He 6onee 40 °C) 1 ncnoNb3oBaHUM HU3KIUX
KOHUeHTpauwii 6ycdepa B ananasone o1 0,01 go 0,02 Mons/n.

CoBertbl no pa3paboTke MeToAMK ANA HOPpManbHO-(ha30BbIX KONMOHOK

HenopguxHan chasa Takux KONIOHOK N0 CBOEI Npupoae nonapHa, Noatomy
C Heii NyyLLe 1CMoNb30BaTb HEMoMNAPHbIE MOABIKHbIE (hadbl, HANpUMEp,
CMecH IUXNIopMeTaHa Uiy U3onponaHona ¢ rekcaHom. YBenuuexue
COIep>KaHuA MOJIAPHOTO KOMMOHEHTA B 3TUX CMECAX, Kak Npasusio,
MPUBOAMT K CHIXKEHUKO BPEMEHI YIeP>KMBAHWA KOMIMOHEHTOB NPobbl.

Tun KonoHku Cogetbl no pa3paborke MeToanK

Z0RBAX NH2 Bpema ynepxvBaHua yMeHbLIAETCA MY YBENMYEHN
Polaris NH2 NONAPHOCTI NOABUKHOI (hasbl.

locne cMeHbl coctaa NoABIXKHOI (asbl ANA
YPaBHOBELUMBAHWA YEPE3 KONOHKY HAA0 NPONyCTUTL
3HAUMTENbHBI 06bEM NOABIKHOI (asbl. 06bem
NOABMXHOI hasbl, HY>XXHO ANA ypaBHOBELLIMBaHNA
KOMOHKM, 3aBUCUT OT UCMONb3YeMOli CUCTEMbI 1 MOXKET
pocturatb 50—100 06beMOB KONOHKA.

ZORBAX Rx-SIL KonoHku, 3anonHeHHble cunukarenem 6e3 npuBuToi

Z0RBAX SIL hasbl, 04eHb YyBCTBUTENbHBI K CIE0BbIM KONMYECTBAM
) . BOZbI B pacTBOpUTENAX 1 Npobe, No3ToMy ANA XopoLuei

Pursuit XRs Si p P P v P

BOCNPOM3BOAUMOCTM METONKW ClieflyeT nocrapatbea
Polaris Si-A He JonyckaTb nonaaaHua Bofbl B cuctemy. Mpu pabote
B IPAAUEHTHOM PEXUME W IEPBIUYHBIA, W BTOPUYHbIV
pacTBOpUTENY AOMKHbI GbITb MOAUMLMPOBAHBI
CMUPTOM UNW aLleTOHWUTPUIIOM, a Nocne Kaxxaoro
aHanunsa 4yepes KONoHKy cneayet Nponyctutb He MeHee
30 ee o6bemoB pacTBopuTena.
[InA cMeHbl pacTBOpUTENA CHavana npoMoiiTe KONOHKY
pacTBOpUTENIEM, KOTOPbIA CMELLMBAETCA C 060UMY U3
HUX, Hanpumep, K30MpPONaHoNoM.

InfinityLab Poroshell 120 EC-CN Konotku Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-CN

ZORBAX Eclipse XDB-CN 1 ZORBAX Eclipse XDB-CN nocraenatotca 3anonHeHHbIMIA
pactBopuTenem Ana 06palLieHHo-(hasoBoii

ZORBAX CN Xpomarorpachuu, Ho Noce NPOMbIBKM M30MPONaHoNoM

MOTYT MPUMEHATBCA Y B HOPMaNbHO-(ha3oBOM pexume.

Bpema yaepxuBaHua yMeHbLIAETCA NPU YBENUYEHNN
NONAPHOCTY NOABUKHOI hasbl.

BbicTpoe ypaBHOBeLLMBAHIE NPUBUTON HENOABUXKHOI
hasbl Ny NPonycKaHUK Yepes Hee NOABUKHOIA (hadbl
3a4aCTyH0 AleNaert ux NyuLIMM BbIGOPOM N0 CPaBHEHMIO
C KONOHKaMW, 3amonHeHHbIMY cuiKarenem, 0co6eHHo
npy pa6oTe B rpaAMEHTHOM pexume
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Mpombieka konouku. Kak yBenuuutb cpok cny>x6bi KONoHKHU:
HOpManbHo-(ha30Bbie KONMOHKK

KonoHku ana HopmansHo-thasoBoii xpomatorpachiu pekomeHayeTca
npoMblBaTh OpraHnyeckumm pacteoputenamu. MponyctuTe yepes
KONMOHKY Kak MuHUMyM Mo 20 ee 06beMOB KaX[0ro U3 pacTBOpUTENEi.
[InA TpaaMUMOHHOM aHanuTYeckoit KonoHku pasmepom 4,6 x 250 mm
370 50 Mn. MonpobyiTe NPOMbITL KOMOHKY CREAYHOLLMMU PAcTBOPUTENAMN
B NOPAAKE YBEJIMYEHWA UX CUIbI:

1. Metanon 50% : xnopochopm 50%.
2. Jwnauetar 100%.

[TpombIBKa KOMOHKM, paboTatoLLieil B HOpManbHO-(ha3oBoM pexnme, MoXeT
3aBuceTb OT TNa npobbl. Ecnu pekomeHaoBaHHbIE Bbillle pacTBOPUTENM

He nomoratot, 06paTTeck B Komnauto Agilent 3a pekomeHaaumen, kakon
pacTBOpUTENb NyyLle NOAXOAMT ANA BaLlelt MeTOAMKN ¥ MaTpuLbl NpoGbl.

PekomeHaauum no xpaHeHuo: HopManbHo-tha3oBble KONOHKM

HopmanbHo-tha3oBble KONOHKM, Kak NPaBuio, MOXXHO NPOAOMKMUTENbHOE
BPEMA XPaHUTb B X COBCTBEHHON NoaBWxXHOI chase. [epen HanpasneHnem
KOMOHKM Ha XpaHeHWe KOHLEeBble DUTUHIY JOMKHbI GbITb TLLATENBHO
3aKpbIThl 3arnyLUKamu ANA NpeaoTBPaLLeHnA BbiCbIXaH1A COpOEHTa.

Pab6ora ¢ konoHkamu ana xpomarorpadum
rupapochunbHbix B3aumopenctemii (HILIC)

Xpomartorpadua ruapodonnbHbix B3aumopeiicTauii (HILIC) ncnonbayetca

ANA pasaeneHuA NONAPHLIX COBAVHEHTA, KOTOPbIE HEAOCTATOYHO

XOPOLLIO YAePKMBALOTCA Ha 06bIYHbIX KOMOHKaX AnA 06paTHo-cha3oBoii
xpomarorpachuu. Kononku Agilent ZORBAX Rapid Resolution High Definition
(RRHD) HILIC Plus u InfinityLab Poroshell 120 HILIC aBnatotca KonoHkamm

Ha 0CHOBE HEMOAMMLIMPOBAHHOTO CUAKArens; OHW NOCTaBAAKTCA
3aM0HEHHbBIMW CMEChH0 aLETOHUTPINA W BOZbI MNW ALETOHUTPUIOM W FOTOBbI
ana nenonbaoakua B pexkume HILIC. Konowky InfinityLab Poroshell 120
HILIC-OH5 copepxar nonuriapoKCuibHYH HEMOABKXHYHO thasy, NPUBKTYH
Ha NOBEPXHOCTHO-MOPUCTLIE YaCTULb! CUAVKArens, 1 NoCTaBAAKTCA
3anonHeHHbIMK aueToHuTpunom. Konowku InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z
COAep>KaT LIBUTTEP-MOHHYHO HEMOABVXKHYHO (hady, MPUBITYHO HA MOBEPXHOCTHO-
MOPUCTbIE YaCTULb! CUTIMKArens, 1 NOCTaBNAKITCA 3aMOJIHEHHbIMM

CMechto aLeToHUTpUAa 1 Bozbl. Kak 1 KonoHK AnA HopmanbHo-(ha3oBoil
xpomatorpadum, konoxki HILIC ypaBHoBeLLnBatoTCA A0MbLLE, YeM 06paTHO-
hasosble konoHku. Kononku ZORBAX Rx-Sil, ZORBAX Sil u ZORBAX NH2
TaKKe MOXHO 1cnonb3osatk B Metoaukax HILIC. Yto6bl nepesecy

371 KonoHKu B pexkum HILIC, npomoiite 1x cHayana u3onponaHonom.



Ycnosua akcnnyaraumu konovok HILIC

Makcu- Pekomen-
ManbHasa ayemasa
Temnepa- pa6oyaa
Ha3zBsauue Konouku Typa Temneparypa
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 071,0 45°C 30°C
[0 8.0
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 0120 80°C 30°C
no 12
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 010 60 °C 30°C
ZORBAX Rapid Resolution High £ 8.0

Definition (RRHD) HILIC Plus
ZO0RBAXHILIC Plus HPLC

JKennyatauma KONOHKM Npu 6AU3KMX K NpeaesbHbIM 3HayeHnAax pH
11 TeMnepaTypbl CUIIbHO CHXKAET CPOK CIIYXKObl KOJIOHKM.

PykoBoacTBo no akcnnyarauuu: xpomarorpacdua ruapohunbHbIX

B3aumopeiictuit (HILIC)

+ Kononku HILIC komnanun Agilent noctaBnakTCA 3anonHeHHbIMN
aLETOHUTPUIIOM MM CMECHIO ALLETOHUTPUAA U BOAbI.

*  bByzbTe BHUMaTENbHbI U He NpeBbILLaliTe NpeaenbHOe AaBAEHe KOMOHKY,
0c06EeHHO Npu CMeHe cocTaBa NoABMXKHOI (hasbl.

+ Kononku HILIC komnaHum Agilent coBMecTuMbI ¢ BOAOI 1 Bcemu
pacnpoCTPaHeHHbIMI 0PraHNYecKNMIn PACTBOPUTENAMM.

* BychbepHble pacTBOpbI A0MKHbI J062BNATLCA B NOABUKHYHO (hasy
B HE6OMbLUNX KONMYECTBAX 1 YACTO 3aMeHATLCA BO u3bexaHne pocta
MUKPOOPraH13MOB.

+ PacTBoputenn, cogepxatiye netydne Kucnotbl (MypasbuHYH0, YKCYCHYHO)
NW OCHOBAHWUA (aMMMaK), AOSKHbI BbiTb MIOTHO 3aKPbITH.

* Bce copbeHTbl Ha OCHOBE cunukarens pacTBOpUMbI B ONpeaeneHHol
cTeneHn npy 3Hadenunax pH > 6 B noasukHbIx chasax Ha BOAHOM
ocHose. PacTBopuMOCTb cunukarens Takke Bo3pacTaer npy yBennyeHun
Temneparypbl. Ikcnnyarauma konoHok ZORBAX RRHD HILIC Plus
1 InfinityLab Poroshell 120 HILIC npu 3Haueruax pH Bbiwe 6 unm
Temneparype Bbie 40 °C cHKaeT X cpoK cry>K6bl.



PYCCKIIA
Cosertbl no paspaborke metoauk HILIC

InfinityLab Poroshell 120 PekomenpayeMble HayanbHble yCnoBua
HILIC-Z n HILIC-OH5 CKPUHUHTA
A: p-p 10 Mmonb/n alietata aMMoHUA
B: (auetonutpun : p-p 100 mmonb/n auetara
ammonuna 90:10) *
unm
A: p-p 10 mmonb/n hopmmata aMmoHHA
B: (auetonutpun : p-p 100 mmonb/n hopmunata
ammonua 90:10) *
* InA nonyyexua 6ydepHoro pacteopa
¢ KoHueHTpauyeit 10 mmons/n.
3nauenue pH nogsukHoi dhasbl perynupyerca no
HeobxoanmocTy.

I'paanent: o1 90% B no He meree 60% B 3a 10 muHyT.

InfinityLab Poroshell Yaue scero HILIC npumeHaeTca anA aHanuaa

120 HILIC, HILIC-Z NONAPHBIX COBAMHEHWH, KOTOPbIE MOX0 UMK COBCEM
n HILIC-0HS He YAEPXKMBAKTCA HA KONOHKaX AnA 06paLLeHHo-
ZORBAX Rapid Resolution ~ (Pas0Boii xpomarorpacpyu.

High Definition (RRHD) lepen ncnonbaoBaHMem Takue KOSIOHKM nydle
HILIC Plus Bcero ypasHosecutb pactBopom 30—40% Bopbl

B auetoHutpune.

[Ina ypaBHoBeLwMBaHWA MOXeT NoTpeboBaThCA
nponycTutb Yepes konoky 20-50 ee o6bemos
NOABVXHON (hasbl.

Tunnynan nopsukHaa dasa HILIC — ato

CMeCh aLeTOHUTPUNA 1 BObI C aLeTaTHbIM

nnm hopmuaTHbIM Bychepom B KOHLEHTpaLMK

5-10 Mmonb/n. YBennueHne KoHLeHTpaumn 6ycepa
MOKET MOMOYb YNYYLIMTb yAePKUBaHME U hopmy
nnkoB. CHKeHWe KonnyecTsa Boabl i Bydepa
YBENM4MBAET yaepKUBaHHe.




MpombiBka konoHku. Kak yBenuuntb cpok cny>k6bl KONOHKM:
konoHku HILIC

Bce npobbl HeobxoauMo dnnbTPoBaTh Nepe/ BBOAOM B KOMOHKY.

310 0cobeHHo BaxkHo Ana konoHok ZORBAX RRHD HILIC Plus, Tak kak
hpuTTa Ha BXOAe KONOHKM UMEeeT HoMUHaMbHbIV paamep nop 0,5 Mk,
noatomy npobbl cnesyet hunbTpoBaTh Yepes dunbtp ¢ nopamu 0,2 MKM.
Ecnu Teyenune pacteoputens 3atpyiHeHo (HeoBbluHO Bbicokoe obpaTHoe
[aBneHne KONOHKK), ybeauteck AnA Hayasna B TOM, YTO 3T0 He NPOUCXOAUT
710 BX0ofia konoHku. Ecnn nomexa pacnonoxxeHa o KONOHKY, 3ameHuTe
3acopuBLUMIACA Kanunnap unn comnbTp. Ecnu 3acopeHa KonoHKa, MOXHO
BbINOMHNTL 06paTHY0 NPoMbIBKY KonoHky InfinityLab Poroshell 120 HILIC
noziBukHoi (hasoii ¢ pacxonom 20—30 o6bemoB KonoHku. KonoHku
RRHD HILIC npombiBaTh 06paTHbIM NOTOKOM HeNb3A. YTo6bl 04MCTUTH
KOMOHKY OT CUNbHO YeP>KMBAEMbIX COBMHEHWIA, NPOMOIATE e€ CUMbHBIM
pacreoputenem, 8 cnyyae HILIC 310 Boaa.

[InA perexepaumu konokku InfinityLab Poroshell HILIC-OHb5 npomoiite ee
CMECbto paBHbIX 06beMOB aLeToHuTpina 1 pacteopa 50 Mmonb/n auerata
aMMOHVA NPY HU3KOM pacxofe B TeYeHne He MeHee 3 4acoB. 3aTem
npyBeauTe B paBHOBECHE C NOABVXKHON hadoid. [Ina pereHepauym KONOHKM
InfinityLab Poroshell HILIC-Z npomolite ee cMecbto paBHbIX 06beMoB
aueToHuTpuna v pactsopa 10 Mmonb/n auerara aMmmMoHWA Npyu pacxoae

B 20% 0T HopmManbHOro B TeueHWe He MeHee 3 YacoB. 3aTem npuseauTe

B PaBHOBECHE C NOABKHON (ha3oi.

Pekomenpauumn no xpanenuro: konotku HILIC

[ina gonroBpemeHHoro xpaHeHua konoHok HILIC pekomerayeTca 3anonHATh
X cMecbro auetoruTpuna u Bogbl 90:10. Mepen HanpasneHnem KoNoHKN
Ha XpaHeH1e KOHLEBbIE (OUTUHIM JOMKHbI GbiTh TLLATENBHO 3aKPbITHI
3arnylukamy AnA npefoTBpaLLeHua BbickixaHua copbeHTa. KpatkoBpemeHHo
KOMOHKM MOXHO 6€30MacHO XpaHuTb B B0NbLUMHCTBE NOABVXKHBIX (ha3
HILIC. OaHako B Lenax 3aLuTbl 060pyA0BaHNA PEKOMEH/YETCA BbIMbITh

13 KONIOHKW M 060PYA0BaHUA COMM, NMPOMbIB KONIOHKY TOW e NOABUKHOI
hagoii 6e3 bychepa (Hanpumep, ucnonb3osats cmeck 90:10 aueToHuTpUn :
H,0 ana ynanenua 3abycheperHoit nosiekHoi chasbi coctasa 90:10
auetoHuTpun:pacteop 10 Mmons/n dpopmuata ammonma). [Mpu Takom
noaxoze NOBTOPHOE YPaBHOBELLMBAHWE KOSIOHKM NMPONCXOANT BbICTpee,
07IHaKO [inA TOT0, YT06bI Y6EAMTLCA B TOM, YTO KOJIOHKA YpaBHOBELLEHa,
CnefyeT BbINOMHNUTL HECKOMbKO (3—6) aHanu3os.



PYCCKIIA

Ncnonb3oBanne HopmanbHo-thasosbix u HILIC
KOJIOHOK ANA CBepXKPUTUUYECKOii hnionaHoi
xpomartorpachum (COX)

113 konoHok Agilent ana COX noaxoaaT, kak npasuio, HopManbHo-tha3osble
1 HILIC KonoHku, KoTopble NOCTaBNAIOTCA 3aN0NHEHHBIMU, COOTBETCTBEHHO,
HopmanbHo-thasosoit unm HILIC nogsukHoi dagoid. Konorkw Poroshell 120
EC-CN nocrasnatoTca 3anofiHeHHbIMI 06paTHO-ha3oBbIM PacTBOPUTENEM.
OrpaHuyeHnA no JaBneHnto KonoHky 1 3Hadernto pH ana COX coxpaHatoTea.
Vwmeiite B By, uTo 3HadeHua pH B COX Henbaa HanpAMYH CpaBHIBATb CO
3HaueHuAMM pH B BOAHbIX pacTopax. Noatomy kaxylieeca sHaueHue pH

8 cmeck CO, v opraHnyeckoro MoancukaTopa MoXKeT OTIIYaTbCA.

YpaBHoBewMBaHNe KONOHKN

[Nepen vcnonb3oBaHrem npomoiite konoHky 10—-30 ee o6bemamu meTaHona
UnK M3onponaHona, Yto6bl NONHOCTLIO BbIMbITL PACTBOPHUTENb, C KOTOPbIM
OHa nocrasnAeTcA. 3aTem ypasHoBecbkTe konoHky 1020 ee obbemamu
MOABWKHOM (hasbl NPy HavanbHbIX YCNOBUAX XpoMaTorpacgmu.

XpaHeHue KonoHKu

Yro6bl NpeaoTBpaTUTh erpafaLmio, KONOHKM yoeauTech B TOM, YTO
nepe/ NOMELLEHNeM Ha XpaHeHe B Hell He 0cTanock 106aBoK, Takix Kak
KICTOTbI, 0CHOBAHMA unn Bychepbl. HTo6bl BbIMbITb AMOKCIA Yriepona,
npomoiite konoHky 10—20 ee o6bemami MeTaHoNa UK U3onponaHona.
He xpaHure konoHky, 3anonnuB ee cmecbto CO, 1 meTaHona, Tak kak CO,
ncnapuTCA 1 HenodBWKHaA hasa BbIcoxHeT. HTo6bl 36exaTb BbiCbiXaHuA
pacTBOPUTENA, NNOTHO 3aKPblBaliTe KOHLEBbIE (UTUHIV 3arfyLiKamy.



Este guia oferece informacdes gerais para todas
as colunas de fase normal e colunas HILIC Agilent
Z0RBAX, Agilent Pursuit, Agilent Polaris e Agilent
InfinityLab Poroshell. As secées iniciais incluem
informacdes para as colunas de fase normal

e para as colunas HILIC. Como alguns parametros
de método e instrucdes de cuidados com a coluna
sao diferentes entre HILIC e de fase normal, essas
secoes sdo apresentadas separadamente nas
tltimas paginas. Para obter mais informacées
sobre uma coluna ou linha especifica, acesse
agilent.com/chem/columnchoices

Introducao

Cada coluna Agilent traz um relatério de controle de qualidade do
desempenho da coluna, incluindo um cromatograma de teste. O instrumento
de teste de controle de qualidade é modificado (otimizado) a partir de um
instrumento padréo para minimizar o volume extracoluna; portanto, os
resultados podem variar do sistema usado em seu laboratorio. Isso permite
avaliar melhor a coluna e garantir uma maior consisténcia do produto.


http://agilent.com/chem/columnchoices

Instalacédo

PORTUGUES
+ Adirecdo do fluxo é indicada na coluna.

* As colunas de 1,8 pm (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) sé
podem ser operadas na direcéo do fluxo indicada na coluna.

+ Para conexdes de coluna removiveis e sem volume morto, a Agilent
recomenda o uso das conexdes InfinityLab. As opcdes sdo:

Presséo

maxima do

sistema Conexao recomendada Part Numbers

Até 400 bar Conexao InfinityLab Quick Turn  Conex&o: 5067-5966
(aperto manual)

Até 800 bar Conexao InfinityLab Quick Turn  Conex&o: 5067-5966
(com ferramenta de montagem) ~ Ferramenta de montagem:

5043-0915

Até 1300 bar Conexao InfinityLab Quick Conexao: 5067-5965

Connect

Para obter mais informagdes e part numbers, consulte a Brochura de conexoes
Agilent InfinityLab (5991-5164EN).

Conjunto de troca rapida Conexéo InfinityLab Quick
InfinityLab, p/n 5067-5961 Turn, p/n 5067-5966

Saiba mais em www.agilent.com/chem/ infinitylabfittings

Devem ser tomados cuidados adicionais para evitar danos as colunas

PEEK ou com revestimento PEEK durante a instalacéo. A compresséo e a
rotacdo combinadas podem causar danos; portanto, néo sao recomendadas
conexdes sem anilha, como as conexdes de aperto manual PEEK. As
conexdes ndo devem ser apertadas demais e devem ser instaladas na
profundidade correta para evitar danos.


www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

Consideracodes de seguranca importantes para todas as colunas
de LC

+ Todos os pontos de conexao em sistemas de LC sao possiveis fontes
de vazamentos. Os usudrios devem estar atentos a toxicidade
ou a inflamabilidade das fases moveis.

* Devido ao pequeno tamanho de particula, os empacotamentos de coluna
seca sdo inalaveis. As colunas so devem ser abertas em uma area bem
ventilada.

+ Respeite os limites operacionais de presséo indicados para cada
coluna (consulte o grafico na proxima pégina). Exceder esses limites
compromete o desempenho cromatografico e pode néo ser seguro.

Pressdes operacionais maximas — Colunas de até 9,4 mm de DI

Tamanho de
Tipo de coluna particula Limite de pressao
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 1.9 um 1300 bar (19.500 psi)
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 2,7 ym 600 bar (9000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 600 bar (9000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 600 bar (9000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 400 bar (6000 psi)
Z0RBAX NH2 5pum, 7 um 400 bar (6000 psi)
Agilent ZORBAX HILIC Plus 3.5pm
Z0RBAX Rx-SIL 5um
Z0RBAX SIL 5pm, 7 um
Z0RBAXCN 5pum, 7 um
Z0RBAX Eclipse XDB-CN 3,5pm, 5pum,
7 um
Alta definicao de resolugdo rapida ZORBAX 1,8 ym 1200 bar
(RRHD) HILIC Plus (17.000 psi)
ZORBAX RRHT Rx-Sil 1.8 um 600 bar (9000 psi)
Polaris NH2 3pum, 5 um 400 bar (6000 psi)
Polaris Si-A 3pm, 5 pm, 400 bar (6000 psi)
10 pm
Pursuit XRs-Si 3um, 5 pm, 400 bar (6000 psi)

10 pm




GUES

+ As colunas modernas sao robustas e foram projetadas para operar
por longos periodos sob condicées cromatograficas normais.
E possivel maximizar a vida util da coluna executando-a conforme
as especificacées. Sempre revise as especificacées antes de colocar
em pratica um método final.

Dicas de utilizacédo da coluna

+ Embora geralmente néo seja prejudicial a coluna, deve-se evitar o fluxo
revVerso.

+ 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.

* As colunas novas contém uma mistura de solventes organicos. Consulte
o relatorio de controle de qualidade do desempenho para saber qual
¢ a composicdo do solvente na coluna. Em primeiro lugar, deve-se tomar
cuidado para ndo passar pela coluna qualquer fase movel que possa
formar um precipitado ou uma emulsao.

» As colunas Agilent de fase normal sdo compativeis com agua e com
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 nao estiverem em uso.

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



Dicas para obter os melhores resultados cromatograficos

Para otimizar o instrumento diminua o comprimento da tubulacéo entre
0s componentes para reduzir o volume extracoluna e o alargamento da
banda. Use tubulacéo vermelha com 0,12 mm de didmetro interno para
operacdes normais. Para colunas de tubo estreito (2,1 mm ou menos) de
alta resolucéo, como InfinityLab Poroshell 120 ou ZORBAX RRHD, use
tubulacdes pretas com 0,075 mm de didmetro interno nos sistemas de
UHPLC. Obtenha mais informactes sobre opgdes de capilar em
agilent.com/chem/Iccapillaries.

Ao utilizar colunas de fase normal, verifique se o selo para rotor, 0s selos
da bomba, a tubulacdo e os demais componentes do instrumento de LC
sdo 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 (InfinityLab Poroshell 120, RRHT e RRHD).

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

Utilize filtragdo ou outro método de preparo adequado para sua amostra.
Saiba mais em agilent.com/chem/sampleprep.


http://agilent.com/chem/lccapillaries
http://agilent.com/chem/sampleprep

PORTUGUES

Todas as colunas de fase normal sao testadas antes do envio e sdo enviadas
com um eluente de teste de fase normal, exceto as colunas ZORBAX Eclipse
XDB-CN, InfinityLab Poroshell 120 EC-CN, InfinityLab Poroshell 120 HILIC,
InfinityLab Poroshell HILIC-OH5, InfinityLab Poroshell HILIC-Z e ZORBAX
HILIC Plus, que s&o enviadas com solventes de fase reversa. Deve-se tomar
cuidado para garantir que a coluna seja condicionada adequadamente
antes da utilizacdo. Isso garantira a reprodutibilidade de andlise para analise
e evitara desvios do tempo de retencéo.

Trabalhar com colunas de fase normal

Parametros operacionais da coluna de fase normal:
pH e temperatura

Temperatura Temperatura

Faixa de pH operacional operacional

recomendada maxima sugerida
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN*  pH2,0a8,0 60°C 30°C
Z0RBAX NH2 pH20a75 60°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC** ~ pH1,0a8,0 Definido
ZORBAX Rx-SIL apenas pelos

limites de

ZORBAX SIL temperatura
Z0ORBAX HILIC Plus** da fase movel
Z0RBAX CN pH2,0a8,0 60°C 30°C
Z0RBAX Eclipse XDB-CN* pH2,0a9,0 60°C 30°C
Polaris NH2 pH2,0a8,0 60°C 30°C
Polaris Si-A pH15a100  60°C 30°C
Pursuit XRs Si pH2,0a8,0 60°C 30°C

* Enviada com solventes de fase reversa.
 Consulte a secéao Trabalhar com colunas HILIC para obter mais informagdes.

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



Observacao: Todos os empacotamentos a base de silica tém alguma
solubilidade em fases mdveis aquosas com pH > 6. Ao utilizar colunas

a base de silica em pH >6, uma melhor vida util da coluna é obtida

em temperaturas mais baixas (max. 40°C) usando concentracdes baixas
para o tampao na faixa de 0,01 a 0,02 M.

Observacdes para o desenvolvimento de métodos da coluna de
fase normal

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

Tipo de coluna Observacdes para o desenvolvimento de métodos

ZORBAX NH2 Aretencao diminui conforme a polaridade da fase
Polaris NH2 movel aumenta.

Muitos volumes de coluna de fase movel sao
necessarios para atingir o equilibrio apos alteracoes na
composicdo da fase movel. A quantidade necessaria
de volumes de coluna depende do sistema utilizado

e pode variar de 50 a 100 volumes de coluna.

Z0ORBAX Rx-SIL As colunas de silica n&o ligadas sdo muito sensiveis
Z0RBAX SIL a quantidades em nivel de tracos de 4gua nos

) ) solventes e na amostra, portanto deve-se tomar
Pursuit XRs Si cuidado para manter a consisténcia e garantir a
Polaris Si-A reprodutibilidade do método. Ao utilizar eluicdo de

gradiente, os solventes primarios e secundarios
devem ser modificados com lcool ou acetonitrila,
e ao menos 30 colunas de solvente devem poder
fluir pela coluna apos finalizar cada execucéo.

Ao alternar entre solventes, primeiro deve-se
enxaguar a coluna com um solvente mutuamente
miscivel, como o alcool isopropilico.

InfinityLab Poroshell 120 EC-CN  As colunas Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-CN

ZORBAX Eclipse XDB-CN e ZORBAX Eclipse XDB-CN s&o enviqdas com
solventes de fase reversa, mas também podem
ZORBAXCN ser utilizadas em aplicagoes de fase normal apos

a limpeza com isopropanol.

A retencao diminui conforme a polaridade da fase
movel aumenta.

0 rapido equilibrio desta fase ligada com a fase
mavel geralmente faz com que a utilizacao dessa
coluna seja mais pratica do que a de uma coluna
de silica, principalmente para eluicdo de gradiente.
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Limpeza da coluna/Prolongamento da vida itil da coluna:

colunas de fase normal

Para fase normal, recomendamos a utilizagéo 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 250 mm. Experimente estes
solventes para aumentar a forca:

1. 50% de metanol: 50% de cloroférmio
2. 100% de acetato de etila

A limpeza de uma coluna usada em modo de fase normal pode variar
segundo o 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 aplicagdo 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 o0 empacotamento seque.

Trabalhar com colunas HILIC

HILIC é um método usado para a separacao de analitos polares retidos

de modo inadequado em colunas de fase reversa comuns. As colunas de
alta definicao de resolucao rapida Agilent ZORBAX (RRHD) HILIC Plus e
InfinityLab Poroshell 120 HILIC sé&o colunas de silica ndo ligada, enviada
com acetonitrila:dgua ou acetonitrila e prontas para usar em separacoes
HILIC. As colunas InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 contém uma fase
polihidroxilada ligada a particulas de silica superficialmente porosa e séo
enviadas com acetonitrila. As colunas InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z
contém uma fase zwitterionica ligada a particulas de silica superficialmente
porosa e sdo enviadas com acetonitrila:dgua. 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
NH2 também podem ser utilizadas para aplicacdes HILIC. Para alterar essas
colunas para o modo HILIC, lave-as primeiro com &lcool isopropilico.



Parametros operacionais da coluna HILIC

Faixade Temperatura Temperatura

Nome da coluna pH maxima sugerida
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5 10a80 45°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 20a12 80°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 0a80 60°C 30°C

Alta definicéo de resolucao rapida
Z0RBAX (RRHD) HILIC Plus

Z0RBAXHILIC Plus HPLC

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

Diretrizes operacionais: HILIC

+As colunas Agilent HILIC s&o enviadas com acetonitrila:agua ou
acetonitrila.

+ Deve-se tomar cuidado para nao exceder os limites de presséo da
coluna, especialmente ao fazer mudancas de composicées de fase
movel.

» As colunas Agilent HILIC séo compativeis com dgua e com solventes
organicos comuns.

+ 0 tampao deve ser misturado em pequenas quantidades e atualizado
com frequéncia para impedir o crescimento microbiano.

+ 0Os eluentes que contém &cidos volateis (formico, acético) ou bases
(amonia) devem ser selados firmemente.

+ 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 utilizacao de colunas
Z0RBAX RRHD HILIC Plus ou InfinityLab Poroshell 120 HILIC com pH
maior que 6 e em temperaturas superiores a 40°C reduzira a vida Util
da coluna.
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Observacdes para o desenvolvimento de métodos HILIC

Coluna Observacies

InfinityLab Poroshell 120 Condicdes iniciais de verificacdo sugeridas:

HILIC-Z & HILIC-OH5 A: 10 mM de acetato de amonio

B: (Acetonitrila: 100 mM de acetato de aménio
90:10)
ou

A: 10 mM de formiato de amonio
B: (Acetonitrila: 100 mM de formiato de amonio,
90:10)*

* Para uma concentracéo final de 10 mmol
Ajuste o pH da fase movel conforme necessario
Gradiente: 90% B para >60% B por 10 minutos

InfinityLab Poroshell 120 As aplicacoes HILIC mais comuns sdo para a analise
HILIC, HILIC-Z e HILIC-OH5 de componentes polares que sao pouco retidos ou
Alta definicdo de resolucdo 40 retidos em colunas de fase reversa.

rapida ZORBAX (RRHD) Recomenda-se equilibrar a coluna com 30 a 40% de
HILIC Plus agua em acetonitrila antes da utilizacao.

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

Uma fase movel tipica € composta de acetonitrila:agua
com um tampao de acetato ou formiato a 5—10 mM.

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




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

E necessario filtrar as amostras antes de injeta-las na coluna. Isso &
especialmente importante para as colunas ZORBAX RRHD HILIC Plus, pois
a frita de entrada da coluna é teoricamente de 0,5 pm e as amostras devem
ser filtradas com um filtro de 0,2 pm. Se o fluxo de solvente parecer restrito
(pressao reversa da coluna excepcionalmente alta), verifique primeiro se o
fluxo do solvente esta desobstruido até a entrada da coluna. Se a restricéo
for antes da coluna, substitua o pedaco de tubulacéo ou filtro que esta
obstruido. Se a coluna estiver obstruida, a InfinityLab Poroshell 120 HILIC
pode ser submetida ao processo de backflush com 20 a 30 volumes de
coluna da fase movel. A coluna RRHD HILIC n&o pode ser submetida ao
processo de backflush. Para remover materiais fortemente retidos da coluna,
limpe-a com um solvente forte; no modo HILIC, este solvente é a agua.

As colunas InfinityLab Poroshell HILIC-OH5 podem ser regeneradas através
da lavagem com 50/50 de acetonitrila:560 mM de acetato de amdnio a uma
taxa de fluxo baixa por pelo menos 3 horas. Em seguida, equilibre com a
fase movel. As colunas InfinityLab Poroshell HILIC-Z podem ser regeneradas
através da lavagem com 50/50 de acetonitrila:10 mM de acetato de amonio
a uma taxa de fluxo de 20% da operagéo normal por pelo menos 3 horas.
Em seguida, equilibre com a fase movel.

Recomendacdes de armazenamento: colunas HILIC

Para armazenar colunas HILIC por longos periodos recomenda-se utilizar
a mistura acetonitrila:agua (90:10) como solvente. 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 o equipamento, recomenda-
se remover 0s sais do instrumento e da coluna, purgando a coluna com
a mesma fase movel sem o tampéo (por exemplo, utilizando 90:10 de
ACN:H,0 para remover uma fase movel de 90:10 de ACN:0,01 M de
tampé&o de formiato). Ao usar esta abordagem, o equilibrio é restabelecido
mais rapidamente com a fase movel original, mas varias (3 a 6) injecoes
devem ser realizadas para verificar o equilibrio da coluna.
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Uso de colunas de fase normal e colunas HILIC na
cromatografia de fluidos supercriticos (SFC)

As colunas Agilent adequadas para SFC sdo tipicamente colunas de fase
normal ou HILIC e séo enviadas nas fases moveis de fase normal ou HILIC.
As colunas Poroshell 120 EC-CN sao enviadas com solvente de fase reversa.
A pressdo da coluna e os limites de pH permanecem validos na SFC.
Lembre-se de que o pH na SFC n&o é diretamente comparavel aos valores
de pH das solugdes aquosas. Portanto, o pH aparente em CO,/modificador
organico pode ser diferente.

Equilibrio da coluna

Antes do uso, lave a coluna com 10 a 30 volumes de metanal ou alcool
isopropilico para remover completamente o solvente da coluna. Em seguida,
equilibre a coluna com aproximadamente 10 a 20 volumes da fase movel
nas condicdes iniciais.

Armazenamento da coluna

Certifique-se de remover completamente aditivos como &cidos, bases ou
tampdes para evitar danos a coluna. Lave a coluna com 10 a 20 volumes

de metanol ou alcool isopropilico para remover todo o dioxido de carbono.
Né&o armazene colunas em uma mistura de CO, e MeOH, pois o CO, evapora
e seca a fase estacionaria. Sele adequadamente com os plugues nas
extremidades para evitar a evaporagdo do solvente.



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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