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This booklet provides general information
on Agilent BioHPLC and AdvanceBio
reversed-phase columns. For more detailed
information about your specific phase or
family, see:
www.agilent.com/chem/biocolumnchoices

Getting started

A QC column performance report, including a test
chromatogram, is enclosed with every Agilent column. The
QC test system has been modified from a standard system
to minimize system dead volume, so it may vary from the
system used in your lab. This allows a better evaluation of the
column efficiency and assures a more consistent product.

An optimized LC system will generate similar results to the
chromatogram on your QC performance report.

If you have specific questions, contact the Technical Support
team at: www.agilent.com/chem/columnsupport.

Using Your Column
Installation
+ The direction of flow is marked on the column.

+ 1.8 ym columns (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) can only

be operated in the direction flow marked on the column.
For removable, zero-dead volume column connections
Agilent recommends the use of the InfinityLab Quick Connect
and Quick Turn family. Choices are:


http://www.agilent.com/chem/columnsupport
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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

Column conditioning

Every column is tested before shipment. Before the first

use, the shipping solvent must be replaced with eluent,
taking care that all components are miscible and soluble. If
mobile phase additives are used (such as buffers or ion-pair
reagents), it is advisable to do an intermediate flush with a
mobile phase of the correct composition, but without these
additions. Flushing with 10 to 20 column volumes should
help in transitioning to your mobile phase. Check that the
column has been properly equilibrated before use. This will
ensure reproducibility and help prevent retention time drifting.
When using formic acid as a mobile phase additive, condition
the column as recommended in the Column Conditioning
Method Conditions for Formic Acid table.



Column Conditioning Method Conditions for Formic Acid

Column Flow Rate Column Time After

id (mm) Mobile Phase (mL/min) Temp. (°C) (hrs) Conditioning

2.1 95/5 0.1 60 4 Flush and
H,0/CH,CN + store in 100%
0.1% formic CH,CN
acid

3.0 95/5 0.2 60 4 Flush and
H,0/CH,CN + store in 100%
0.1% formic CH,CN
acid

4.6 95/5 0.4 60 4 Flush and
H,0/CH,CN + store in 100%
0.1% formic CH,CN
acid

Note: Conditioning overnight, or up to 24 hours, may be beneficial,
especially for longer columns or acidic analytes

Important safety considerations

+All connection points in liquid chromatographic 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. Agilent does not recommend removing the
column end fittings and exposing the media. Columns
should only be opened by trained personnel in a well-
ventilated area.

+ Please adhere to operating pressure limits noted for
each column (see Table 1). Exceeding these limits will
compromise chromatographic performance and column
lifetime, and could be unsafe.
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Table 1. Maximum operating parameters — columns up to 4.6 mm.

Pressure
Column Particle Size Limit
AdvanceBio Peptide Mapping 2.7 um 600 bar
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio EC-C18
AdvanceBio Oligonucleotide
AdvanceBio Amino Acid Analysis
AdvanceBio RP-mAb 3.5pum
ZORBAX 300SB 3.5um, S5um, 7 upm 400 bar
Poroshell 300 5um
ZORBAX RRHD 1.8 um 1200 bar
PLRP-S 3um 275 bar
5pum, 8 um, 10 um 207 bar
10to 15 um, 103 bar
151020 pm, 30 pm

Other operating tips

Reverse flow will not usually harm the column, but should
be avoided except to attempt removal of a clogged frit
(see “column care”).

+ Itis recommended that the flow rate is started at a
reduced rate and then gently increased to the desired
operating flow rate.

Always use high purity reagents and chromatography
grade solvent to prepare your mobile phase. Degas and
filter all mobile phase prior to use.

+ Disassembling a column will degrade column
performance.

+ Aninline filter or guard column may be used to protect
your column and increase its lifetime.

If the column is used outside of recommended pH ranges
for column phase (see Table 2), a reduced lifetime will
result.



+ Columns should not be maintained at elevated pH or
elevated temperature when not in use (see Table 2).

+ New columns may contain a mixture of organic solvents
and water, which may contain buffer salts. See Table 3 for
details of the shipping solvents. Initially, care should be
taken not to pass any mobile phase through the column
that may cause a precipitate to form or may not be fully
miscible.

+ Agilent BioHPLC and AdvanceBio columns are
compatible with all common eluents used for analysis of
biomolecules.

Table 2. Column operating parameters — pH and temperature.

Recommended Maximum Operating

Column pH Range Temperature
AdvanceBio Peptide 20t080 60 °C
Mapping

AdvanceBio Peptide Plus

AdvanceBio EC-C18

ZORBAX RRHD 1.0t0 8.0 80°C
ZORBAX 300SB-C8, C3, CN
ZORBAX 300SB-C18 1.0t0 8.0 90 °C

AdvanceBio RP-mAb
Poroshell 300

Poroshell 300 Extend-C18 20t011.0 60 °C below pH 8,
40 °C above pH 8

AdvanceBio Oligonucleotide | 3.0to 11.0 65°C

AdvanceBio Amino Acid

Analysis

PLRP-S 1.0t014.0 200 °C

Note: All silica-based packings have some solubility in pH >6 aqueous
mobile phases. When using silicabased columns at pH >6, best column
lifetime is obtained at lower temperatures (40 °C max) using low buffer
concentrations in the range of 0.07 to 0.02 M.



Table 3. Shipping solvents.

Column

AdvanceBio Peptide
Plus

Shipping Solvent

100% acetonitrile

AdvanceBio Peptide
Mapping

AdvanceBio EC-C18

ZORBAX RRHD

ZORBAX 300SB

Mixture of acetonitrile
and water
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Compatibility

Water and all common
organic solvents. Avoid
tetrahydrofuran (THF).

AdvanceBio RP-mAb

Mixture of acetonitrile
and water

Poroshell 300 and
300 Extend

Mixture of methanol
and water

Water and all organic
solvents, including
N,N-dimethylformamide
and dimethyl sulfoxide

AdvanceBio
Oligonucleotide

AdvanceBio Amino
Acid Analysis

Mixture of acetonitrile
and water

Water and all common
organic solvents.
Modifiers including HFIP
and TEAA

PLRP-S

7:1 acetonitrile/water

Aqueous organic
solvents including
N,N-dimethylformamide
and dimethyl sulfoxide.
100% aqueous is not
recommended as it

will reduce column
performance and
lifetime

Mobile phase selection and operating temperatures

The bonded stationary phase is nonpolar in nature and is
best used with polar mobile phases, such as methanol/water
or acetonitrile/water mixtures. Increasing the amount of
organic component reduces the retention time of the sample.

When the maximum temperature is used for prolonged

periods this will reduce column lifetime.

Using 100% aqueous eluents with PLRP-S columns will
significantly reduce the column lifetime and may resultin a
rapid deterioration in peak width and symmetry.




Recommended starting gradients

Separations of biological molecules typically use gradient
conditions — increasing the amount of the organic
component to achieve elution from the column. Separations
of peptides, polypeptides, and proteins, are most commonly
carried out using acidic eluents with trifluoroacetic acid (TFA)
or formic acid (FA) used as the modifier for pH control and/or
as an ion-pairing additive to achieve the desired retention

and selectivity. Organics, such as acetonitrile, methanol, and
ethanol, are used for elution, with acetonitrile being the most
commonly used.

Additional information on peptide separations can be found
in chapter 11, pages 497-508, Introduction to Modern
Liquid Chromotography, Second Edition. L.R. Snyder and

J. J. Kirkland, (John Wiley & Sons, 1979).

Column care

Columns with a particle size of 1.8 pm have a 0.5 pm inlet
frit. Particulates will block the column inlet frits and should
be removed before the sample is analyzed. Where this is
not possible, an inline filter or guard column should be used
to protect the analytical column, and increase the column
lifetime. The AdvanceBio Peptide Mapping column has a

2 ym inlet frit. Samples that contain bio particulate matter
larger than 2 pym will plug the inlet frit, so guard columns are
recommended for use with these samples. It is best to filter
your samples before injecting them onto any column. You
should also check that all eluents are freshly prepared and
filtered before use.

See www.agilent.com/chem/guards for more information
about guard columns.


http://www.agilent.com/chem/guards
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Cleaning your column/extending column life

For columns that can be backflushed (particles >1.8 um),
clean the column in the reverse direction. Start with a
stronger (less polar) solvent.

1. Disconnect column from detector and run wash solvents
into a beaker.

2. Start with your mobile phase without buffer salts
(water/organic). Run 10 to 20 column volumes through.

3. Next, use 100% organic (methanol or acetonitrile).

4. Check pressure to see if it has returned to normal. If not,
then:

5. Discard column or consider stronger conditions, such as
75% acetonitrile: 25% isopropanol.

6. Increase to 100% isopropanol, 100% methylene chloride,
or 100% hexane (if you use methylene chloride or hexane,
you will need to flush the column with isopropanol prior to
use and before returning to your mobile phase as it is not
miscible with aqueous).

Aggressive cleanup cycles using 80% 1 M NaOH, or 1 M HCI
with 20% organic, can be used with the PLRP-S columns.

For columns with 1.8 um particles, do not backflush the
column — you can attempt the cleanup procedure as detailed
above but maintain direction of flow.

Storage recommendations

In general, columns may be safely stored for short periods

in most mobile phases. Long-term storage of silica-based,
bonded phase columns should be in a pure organic solvent. If
the column has previously been used with a buffered mobile
phase, the buffer should first be removed by purging the
column with 20 to 30 column volumes of a 50:50 mixture

of methanol or acetonitrile and water, followed by 20 to

30 column volumes of the pure solvent. Before storing,
end-fittings should be tightly capped with end-plugs to
prevent packing from drying out.



To protect equipment, it is desirable to remove salts from

the instrument and column by purging the column with the
same mobile phase without the buffer (e.g. using 60:40
ACN/H,0 to remove a 60:40 ACN/0.02 M phosphate buffered
mobile phase). Re-equilibration is rapid with the original
mobile phase when using this approach and any possibility of
corrosion from the salts is eliminated.

Tips for the best chromatographic results

Optimize your instrument by minimizing tubing lengths
between components. This will reduce extracolumn
volume and band broadening. Use 0.12 mm id red tubing
for Fast LC/high efficiency columns. Learn about capillary
options at www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

Ensure that the data collection rate is optimized for your
column. Use a higher collection rate for Fast LC columns
(ZORBAX RRHD).

Use sample filtration or other sample preparation
techniques appropriate for your sample. Learn more at
www.agilent.com/chem/sampleprep.

Use certified lamps in your LC instruments for best
performance.
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Cette brochure contient des informations
générales sur les colonnes a phase inverse
BioHPLC et AdvanceBio d’Agilent. Pour des
informations plus détaillées sur la phase que
vous utilisez ou une famille de colonnes en
particulier, rendez-vous sur :
www.agilent.com/chem/biocolumnchoices

Considérations initiales

Chaque colonne Agilent est livrée avec un rapport détaillant
sa performance et comprenant un chromatogramme de
test. Le systéme utilisé pour les tests de controle qualité est
un systeme standard modifié afin de réduire au minimum

le volume mort du systeme. Il peut donc étre différent du
systeme utilisé dans votre laboratoire. Cela permet de mieux
évaluer l'efficacité de la colonne et de garantir un produit

de qualité plus uniforme. Un systéme de LC optimisé doit
générer des résultats similaires au chromatogramme inclus
dans le rapport de contréle qualité de la performance.

Si vous avez des questions particulieres, contactez
I'assistance technique a I'adresse :www.agilent.com/chem/
columnsupport.

Utilisation de votre colonne

Installation
Le sens de I'écoulement est indiqué sur la colonne.
Les colonnes de 1,8 um (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 Quick

Connect et Quick Turn. Les modéles adaptés sont les suivants :


http://www.agilent.com/chem/columnsupport
http://www.agilent.com/chem/columnsupport

Pression

maximale

du systéme Raccord recommandé Références

Jusqua Raccord rapide Quick Turn Raccord : 5067-5966

400 bars InfinityLab (serrage manuel)

Jusqu'a Raccord rapide Quick Turn Raccord : 5067-5966

800 bars InfinityLab (avec outil de montage)| Outil de montage :
5043-0915

Jusqu'a Raccord rapide Quick Connect Raccord : 5067-5965

1300 bars 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 Raccord rapide Quick
Quick Connect InfinityLab, Turn InfinityLab,
réf. 5067-5961 réf. 5067-5966

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

Stabilisation de la colonne

Chaque colonne est testée avant l'expédition. Avant toute
utilisation, le solvant introduit pour I'envoi doit étre remplacé
par un éluant, en veillant a ce que tous les composants

soient miscibles et solubles. En cas d'utilisation d'additifs de
phase mobile (tampons ou réactifs d'appariement d'ions par
exemple), il est conseillé de réaliser un ringage intermédiaire
avec une phase mobile de composition identique, mais sans
additif de ce type. Un ringage avec 10 a 20 volumes de colonne
facilite en général la transition vers votre phase mobile. Vérifiez
la bonne stabilisation de la colonne avant de l'utiliser. Cela
permet de garantir la reproductibilité et d'éviter les dérives

des temps de rétention. Si la phase mobile contient de I'acide
formique en guise d'additif, stabilisez la colonne selon les
recommandations figurant dans le tableau intitulé Conditions
de stabilisation des colonnes contenant de I'acide formique.
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Conditions de stabilisation des colonnes contenant de I'acide formique

D.i. de Temp. de
colonne Phase Débit colonne Temps Aprés
(mm) mobile (mL/min) (°C) (] stabilisation
21 H,OCH,CN | 0,1 60 4 Ringage et
95/5 + acide stockage
formique dans du
0,1 % CH,CN 100 %
30 H,0CH.,CN | 02 60 4 Rincage et
95/5 + acide stockage
formique dans du
0,1% CH,CN 100 %
4,6 H,0CH.CN | 0,4 60 4 Ringage et
95/5 + acide stockage
formique dans du
0,1 % CH,CN 100 %

Remarque : il peut étre bénéfique de procéder a la stabilisation sur une
nuit ou jusqu'a 24 heures, notamment pour les colonnes longues ou les
composeés acides

Consignes de sécurité importantes

+ Tous les points de raccordement des systemes de
chromatographie liquide représentent des sources de
fuites potentielles. Les utilisateurs doivent connaitre le
caractere toxique ou inflammable de leurs phases mobiles.

-+ Enraison de leur granulométrie fine, les matériaux de
remplissage secs des colonnes peuvent étre inhalés.
Agilent recommande de ne pas retirer les raccords situés
aux extrémités de la colonne pour ne pas exposer leur
remplissage. Les colonnes ne doivent étre ouvertes que par
du personnel diment formé dans une zone bien ventilée.

+ Veuillez respecter les limites de pression de
fonctionnement indiquées pour chaque colonne
(voir Tableau 1). Tout dépassement de ces limites peut
compromettre la performance chromatographique
et la durée de vie de la colonne, et pourrait représenter
un danger pour l'utilisateur.



Tableau 1. Parametres opérationnels maximaux pour les colonnes

jusqu'a 4,6 mm.

Limite de
Colonne Granulométrie pression
Cartographie des peptides 2,7 ym 600 bars
AdvanceBio
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio EC-C18
AdvanceBio pour
oligonucléotides
AdvanceBio pour I'analyse des
acides aminés
AdvanceBio RP-mAb 3,5um
ZORBAX 300SB 3,5um, 5pm, 7 pm 400 bars
Poroshell 300 5pm
ZORBAX RRHD 1,8 um 1200 bars
PLRP-S 3um 275 bars
5pm, 8 ym, 10 um 207 bars
10a15um, 103 bars

15420 pm, 30 um

Autres conseils d'utilisation

+ Uneinversion du flux ne détériore généralement pas la
colonne, mais il est préférable de I'éviter, excepté pour
tenter de déboucher un fritté obstrué (voir la rubrique
« Entretien des colonnes »).

+ Il est recommandé de démarrer le flux a un débit réduit

puis de l'augmenter doucement jusqu’au débit de

fonctionnement souhaité.

+ Utilisez toujours des réactifs de grande pureté et des solvants
de qualité chromatographique pour préparer votre phase
mobile. Dégazez et filtrez toute phase mobile avant utilisation.

+ Le démontage d’'une colonne entraine une baisse de sa

performance.

+Unfiltre en ligne ou une colonne de garde peuvent étre utilisés
pour protéger votre colonne et prolonger sa durée de vie.

+ Sila colonne est utilisée en dehors de la gamme de pH

recommandée pour les différentes phases (voir Tableau 2),
sa durée de vie s'en trouvera réduite.
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- Les colonnes ne doivent pas étre maintenues a un pH
élevé ou a une température élevée lorsqu'elles ne sont pas
utilisées (voir Tableau 2).

Les nouvelles colonnes peuvent contenir un mélange
constitué de solvants organiques et d'eau susceptible de
contenir des sels de tampons. Voir le Tableau 3 pour en
savoir plus sur les solvants introduits pour l'expédition.
Evitez de faire circuler initialement dans la colonne une
phase mobile pouvant entrainer la formation d’'un précipité
ou susceptible de ne pas étre totalement miscible.

Les colonnes BioHPLC et AdvanceBio d’Agilent sont
compatibles avec tous les éluants habituellement
employés pour I'analyse des biomolécules.

Tableau 2. Parametres opérationnels de la colonne — pH et température.

Plage de pH Température de
Colonne recommandée fonctionnement maximale
Cartographie des peptides | 20a8,0 60 °C
AdvanceBio
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio EC-C18
ZORBAX RRHD 10280 80°C
ZORBAX 300SB-C8, C3, CN
ZORBAX 300SB-C18 1,0a80 90 °C

AdvanceBio RP-mAb

Poroshell 300

Poroshell 300 Extend-C18 | 20a 11,0 60 °C en dessous de pH 8,

40 °C en dessus de pH 8

AdvanceBio pour 30a11,0 65°C
oligonucléotides

AdvanceBio pour I'analyse
des acides aminés

PLRP-S 102140 200 °C

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 I'utilisant a des températures inférieures
(40 °C maximum) et avec des concentrations de tampon faibles comprises

entre 0,07 et 0,02 M.



Tableau 3. Solvants introduits pour I'expédition.

Colonne

AdvanceBio Peptide
Plus

Solvant introduit pour
I'expédition
100% d'acétonitrile

Cartographie des
peptides AdvanceBio

AdvanceBio EC-C18

ZORBAX RRHD

ZORBAX 300SB

Mélange acétonitrile/
eau

Compatibilité

Eau et tous les
solvants organiques
courants. Eviter le
tétrahydrofurane (THF).

AdvanceBio RP-mAb

Mélange acétonitrile/
eau

Poroshell 300 et
300 Extend

Mélange méthanol/eau

Eau et tous les solvants
organiques, y compris le
N,N-diméthylformamide
et le diméthylsulfoxyde.

AdvanceBio pour
oligonucléotides

AdvanceBio pour
I'analyse des acides
aminés

Mélange acétonitrile/
eau

Eau et tous les

solvants organiques
courants. Modificateurs,
notamment HFIP et
TEAA.

PLRP-S

Acétonitrile/eau 7/1

Solvants organiques
aqueux, y compris le
N,N- diméthylformamide|
et le diméthylsulfoxyde.
Il n'est pas recommandé
d'utiliser une phase

100 % aqueuse car cela
réduit la performance

et la durée de vie de la
colonne.

Sélection de la phase mobile et températures de fonctionnement

La phase stationnaire greffée est de nature non polaire et
convient plus particulierement aux phases mobiles polaires
telles que les mélanges méthanol/eau ou acétonitrile/eau.
Augmenter la quantité de composant organique revient

a réduire le temps de rétention de I'échantillon.

Travailler a la température maximale sur de longues périodes
raccourcit la durée de vie de la colonne.

Lutilisation d'éluants 100 % aqueux sur les colonnes PLRP-S
réduit grandement leur durée de vie et peut détériorer
rapidement la largeur ainsi que la symétrie des pics.
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Gradients recommandés pour le démarrage

Les séparations de molécules biologiques se font
généralement avec des gradients, 'augmentation de la
quantité du composant organique faisant éluer I'échantillon
dans la colonne. Les séparations de peptides, de
polypeptides et de protéines se font le plus souvent avec des
éluants acides contenant de l'acide trifluoroacétique (TFA) ou
de l'acide formique (FA) en guise de régulateur de pH et/ou
d'additif d'appariement d'ions pour obtenir la rétention et la
sélectivité recherchées. Les solvants organiques, tels que
I'acétonitrile, le méthanol et I'éthanol, sont aussi utilisés pour
I'élution, l'acétonitrile étant le plus couramment employé.

Des informations complémentaires sur les séparations de
peptides sont disponibles dans le chapitre 11, pages 497-508
de Introduction to Modern Liquid Chromotography, seconde
édition. L.R. Snyder et J. Kirkland, (John Wiley & Sons, 1979).

Entretien de la colonne

Les colonnes d'une granulométrie de 1,8 um sont équipées
d'un fritté d'entrée de 0,5 um. Les particules colmatent les
frittés d'entrée de colonne et doivent étre retirées avant de
procéder a I'analyse de I'échantillon. S'il n'est pas possible
de les éliminer, un filtre en ligne ou une colonne de garde
doivent étre utilisés pour protéger la colonne analytique et
prolonger sa durée de vie. La colonne de cartographie des
peptides AdvanceBio comporte un fritté d'entrée de 2 pm.
Les échantillons contenant des particules biologiques
supérieures a 2 pm colmatent le fritté d'entrée, il est donc
recommandé d'ajouter des colonnes de garde lors de leur
analyse. Il est préférable de filtrer vos échantillons avant de
les injecter dans la colonne. Il est également recommandé
de vérifier que tous vos éluants ont été préparés et filtrés de
frais avant utilisation.

Rendez-vous sur www.agilent.com/chem/guards pour en
savoir plus sur les colonnes de garde.


http://www.agilent.com/chem/guards

Nettoyage de votre colonne/Allongement de la durée de vie
de votre colonne

Les colonnes compatibles avec le rétrobalayage
(particules > 1,8 um) doivent étre nettoyées en sens inverse.
Démarrez avec un solvant fort (moins polaire).

1. Déconnectez la colonne du détecteur et faites passer des
solvants de lavage dans un bécher.

2. Commencez par votre phase mobile exempte de sels
de tampons (eau/solvant organique). Injectez 10 a
20 volumes de colonne.

3. Passez ensuite a un solvant 100 % organique
(méthanol ou acétonitrile).

4. Contrblez la pression pour vérifier si elle est revenue a la
normale. Si ce n'est pas le cas:

5. Changez de colonne ou passez a des conditions plus
fortes, par exemple 75 % d'acétonitrile/25 % d'isopropanol.

6. Montez a 100 % d'isopropanol, 100 % de chlorure de
méthylene ou 100 % d’hexane ; en cas de chlorure de
méthylene ou d’hexane, du fait de leur immiscibilité avec
I'eau, vous aurez besoin de rincer la colonne a l'isopropanol
avant de pouvoir 'utiliser et revenir a votre phase mobile.

Les colonnes PLRP-S peuvent supporter des cycles de
nettoyage agressifs réalisés avec 80 % de NaOH 1 M, ou du
HCI 1 M contenant 20 % de solvant organique.

Les colonnes avec des particules de 1,8 um ne doivent pas
subir de rétrobalayage. Vous pouvez essayer de les nettoyer
avec le traitement indiqué ci-dessus mais en maintenant le
flux dans le sens direct.

Recommandations de stockage

En général, les colonnes peuvent étre stockées sans risque
dans la plupart des phases mobiles pendant de courtes
durées. Pour un stockage a long terme, les colonnes a
phase greffée a base de silice doivent étre remplies d'un
solvant organique pur. Si la colonne a été utilisée avant

le stockage avec une phase mobile tamponnée, éliminez
d'abord ce tampon en purgeant la colonne avec 20 a

30 volumes de colonne d'un mélange 50/50 d’eau et de
méthanol ou d'acétonitrile, puis continuez avec 20 a 30
volumes de colonne du solvant pur. Avant le stockage, les
raccords aux extrémités de la colonne doivent étre fermés
hermétiquement avec des bouchons d'extrémité pour
prévenir le dessechement du remplissage.
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Pour protéger votre matériel, il est souhaitable d'éliminer les
sels de l'instrument et de la colonne en purgeant la colonne
avec la méme phase mobile sans tampon (par exemple, en
utilisant un mélange ACN/H,0 60/40 pour retirer une phase
mobile tamponnée dACN/phosphate 0,02 M 60/40). Cette
approche permet une stabilisation rapide avec la phase
mobile d'origine et évite tout risque de corrosion due aux sels.

Conseils pour des résultats
chromatographiques optimaux

Optimisez votre instrument en réduisant au minimum
les longueurs des capillaires entre les composants. Ceci
permet de diminuer le volume extra-colonne et favorise
I'obtention de pics étroits. Utilisez un capillaire rouge

de 0,12 mm de d.i. pour les colonnes Fast LC/a haute
efficacité. Pour en savoir plus sur les choix de capillaires,
rendez-vous sur www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

+ Vérifiez que le taux de collecte des données est optimisé
pour votre colonne. Utilisez une vitesse supérieure pour les
colonnes Fast LC (ZORBAX RRHD).

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

+ Utilisez des lampes certifiées pour vos instruments de LC
afin de garantir une performance optimale.
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AdvanceBio Oligonucleotide
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DEUTSCH

Diese Broschure enthalt allgemeine
Informationen zu allen Agilent BioHPLC und
AdvanceBio Umkehrphasensaulen. Weitere
Informationen zu bestimmten Phasen oder
Produktfamilien finden Sie unter:
www.agilent.com/chem/biocolumnchoices

Erste Schritte

Jeder Saule von Agilent liegt ein QC-Saulenleistungsprotokoll
mit Testchromatogramm bei. Das fiir die Tests zur
Qualitatskontrolle eingesetzte Chromatographiesystem ist
ein im Hinblick auf minimales Totvolumen modifiziertes
Standardsystem, kann also von dem in lhrem Labor
verwendeten System abweichen. Dies ermdglicht eine
bessere Bewertung der Sauleneffizienz und sichert eine
gleich bleibende Produktqualitat. Mit einem optimierten
LC-System konnen Sie jedoch vergleichbare Ergebnisse wie
im Chromatogramm des QC-Leistungsprotokolls erzielen.

Bei spezifischen Fragen wenden Sie sich bitte an den
technischen Support unter: www.agilent.com/chem/
columnsupport.

Verwendung der Saule

Installation
Die Flussrichtung ist auf der Sdule angegeben.
1,8-um-Séaulen (Agilent ZORBAX RRHT-, Agilent
ZORBAX RRHD-S&aulen) konnen nur in der auf der Séule
gekennzeichneten Flussrichtung verwendet werden.
Agilent empfiehlt fir abnehmbare Saulenanschlisse ohne
Totvolumen die Verwendung der InfinityLab Quick Connect
und Quick Turn Produktfamilie. Sie haben die Wahl zwischen:


http://www.agilent.com/chem/columnsupport
http://www.agilent.com/chem/columnsupport

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

Weiterfiihrende Informationen und Bestellnummern finden Sie in der
Broschire Uber Agilent InfinityLab Fittings (5991-5164EN).

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

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

Saulenkonditionierung

Jede Saule wird vor dem Versand getestet. Vor der ersten
Verwendung muss das Transportlosemittel durch das
Elutionslosemittel ersetzt werden. Dabei muss darauf

geachtet werden, dass alle Bestandteile mischbar und

[6slich sind. Werden Additive fir die mobile Phase benutzt

(z. B. Puffer oder lonenpaarreagenzien), sollte eine
Zwischenspulung mit der mobilen Phase der korrekten
Zusammensetzung, aber ohne Additive durchgefihrt

werden. Eine Spiilung der Saule mit dem 10- bis 20-fachen
Saulenvolumen sollte fiir den Ubergang zu lhrer mobilen

Phase ausreichen. Vor der Verwendung muss gepriift werden,
dass die Saule ordnungsgemal dquilibriert ist. Dies sorgt fr
Reproduzierbarkeit und vermeidet schwankende Retentionszeiten.
Wird Ameisensaure als Additiv flr die mobile Phase verwendet,
muss die Saule konditioniert werden, wie in der Tabelle
,Saulenkonditionierungsmethode fiir Ameisensaure” dargestellt.
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Methoden fiir die Sdulenkonditionierung fiir Ameisensaure

Séulen- Flussrate Saulen- Zeit  Nach Kondi-

ID (mm) Mobile Phase (ml/min) temp. (°C) (h) tionierung

21 95/5 0,1 60 4 Mit 100 %
H,0/CH.,CN CH,CN splen
+01% und darin
Ameisensaure aufbewahren

30 95/5 0,2 60 4 Mit 100 %
H,0/CH,CN CH,CN spllen
+0,1% und darin
Ameisensaure aufbewahren

4,6 95/5 0,4 60 4 Mit 100 %
H,0/CH,.CN CH,CN spilen
+01% und darin
Ameisensaure aufbewahren

Hinweis: Eine Konditionierung tber Nacht bzw. bis zu 24 Stunden kann
sinnvoll sein, insbesondere bei ldngeren Séulen oder sauren Analyten

Wichtige Sicherheitshinweise

+ Alle Verbindungsstellen in Flissigchromatographie-
Systemen konnen undicht werden. 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. Agilent
empfiehlt, die Sdulenanschlussfittings nicht zu entfernen,
um keine Saulenmedien freizusetzen. Saulen durfen nur
von geschultem Personal in einem gut bellfteten Bereich
gedffnet werden.

- Die flr jede Saule angegebenen Druckgrenzwerte
im Betrieb missen unbedingt eingehalten werden
(siehe Tabelle 1). Ein Uberschreiten dieser Grenzwerte
beeintrachtigt die Chromatographieleistung und die
Lebensdauer der Saule und kann gefahrlich sein.



Tabelle 1: Maximale Betriebsdriicke — Saulen bis 4,6 mm.

Grenzwert fiir

Séule PartikelgroRe den Druck

AdvanceBio Peptide Mapping 2,7 ym 600 bar

AdvanceBio Peptide Plus

AdvanceBio EC-C18

AdvanceBio Oligonucleotide

AdvanceBio Amino Acid Analysis

AdvanceBio RP-mAb 3,5um

ZORBAX 300SB 3,5um, 5um, 7 um | 400 bar

Poroshell 300 5um

ZORBAX RRHD 1,8 um 1200 bar

PLRP-S 3pm 275 bar
5um, 8 um, 10 um | 207 bar
10 bis 15 um, 103 bar
15 bis 20 pm, 30 ym

Weitere Tipps zur Saulennutzung
Ein umgekehrter Fluss durch die Saule ist im Allgemeinen

nicht schadlich, sollte aber vermieden werden, es sei denn,
eine Fritte ist verstopft (siehe ,Pflege der Saule”).

Es wird empfohlen, mit einer niedrigeren Flussrate zu
beginnen und die Rate vorsichtig bis zur gewlinschten
Betriebsflussrate zu erhohen.

Verwenden Sie zur Herstellung der mobilen Phase
stets hochreine Reagenzien und Losemittel fir die

Chromatographie. Entgasen und filtern Sie die mobile
Phase vor dem Gebrauch.

Die Zerlegung der Saule verschlechtert die Saulenleistung.
Es wird ein Inline-Filter oder eine Vorsaule empfohlen, mit

denen Sie die Saule schiitzen und die Lebensdauer der
Saule erhohen.

Wird die Saule bei pH-Werten aullerhalb des empfohlenen
Bereichs flr die Saulenphase (siehe Tabelle 2) eingesetzt,
ist die Lebensdauer der Saule verkdrzt.
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+ Saulen, die nicht in Gebrauch sind, durfen nicht bei
erhohtem pH-Wert oder erhohter Temperatur aufbewahrt
werden (siehe Tabelle 2).

+ Neue Saulen sind unter Umstanden mit einer Mischung
aus organischen Losemitteln und Wasser gefllt, die
Puffersubstanzen enthalten kann. Weitere Hinweise zu den
Transportlosemitteln siehe Tabelle 3. Achten Sie zunachst
darauf, dass die Saule nicht mit einer mobilen Phase
beschickt wird, die einen Niederschlag bewirkt bzw. nicht
vollstandig mischbar ist.

+ Agilent BioHPLC und AdvanceBio Saulen sind mit allen,
zur Analyse von Biomolekiilen verwendeten Losemitteln
kompatibel.

Tabelle 2: Sadulenbetriebsparameter: pH und Temperatur.

Empfohlener pH- Maximale
Saule Bereich Betriebstemperatur

AdvanceBio Peptide Mapping| 2,0 bis 8,0 60 °C

AdvanceBio Peptide Plus

AdvanceBio EC-C18

ZORBAX RRHD 1,0 bis 8,0 80°C
ZORBAX 300SB-C8, C3, CN
ZORBAX 300SB-C18 1,0 bis 8,0 90 °C

AdvanceBio RP-mAb

Poroshell 300

Poroshell 300 Extend-C18 2,0 bis 11,0 60 °C unter pH 8,
40 °C unter pH 8

AdvanceBio Oligonucleotide | 3,0 bis 11,0 65°C
AdvanceBio Amino Acid

Analysis

PLRP-S 1,0 bis 14,0 200 °C

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



Tabelle 3: Transportlosemittel.

AdvanceBio Peptide
Plus

Transportlosemittel

100 % Acetonitril

AdvanceBio Peptide
Mapping

AdvanceBio EC-C18

ZORBAX RRHD

ZORBAX 300SB

Mischung aus
Acetonitril und Wasser

Kompatibilitat

Wasser und alle

haufig verwendeten
organischen Losemittel.
Tetrahydrofuran (THF)
vermeiden.

AdvanceBio RP-mAb

Mischung aus
Acetonitril und Wasser

Poroshell 300 und
300 Extend

Mischung aus
Methanol und Wasser

Wasser und alle
organischen Losemittel
einschliellich
N,N-Dimethylformamid
und Dimethylsulfoxid

AdvanceBio
Oligonucleotide

AdvanceBio Amino
Acid Analysis

Mischung aus
Acetonitril und Wasser

Wasser und alle

haufig verwendeten
organischen Losemittel.
Modifier einschl. HFIP
und TEAA

PLRP-S

Acetonitril/Wasser 7:1

Mischungen aus Wasser|
und organischen
Losungsmitteln
einschliellich
N,N-Dimethylformamid
und Dimethylsulfoxid.
100 % wassrige Phase
wird nicht empfohlen, da
dies die Saulenleistung
und -lebensdauer
beeintréchtigt

Auswahl der mobilen Phase und Betriebstemperaturen
Die gebundene stationdre Phase ist unpolar, und es werden

am besten polare mobile Phasen wie Methanol/Wasser- oder
Acetonitril/Wasser-Mischungen verwendet. Durch Erhdhung
der organischen Komponente in diesen Mischungen konnen
die Retentionszeiten der Probesubstanzen gesenkt werden.

Wird die Saule Uber langere Zeiten der Hochsttemperatur
ausgesetzt, ist die Lebensdauer der Saule verkdrzt.

Die Verwendung von 100 % wassrigen Eluenten bei
PLRP-S-Saulen senkt die Lebensdauer der Saule erheblich und
kann die Peakbreite und -symmetrie schnell beeintrachtigen.
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Empfohlene Startgradienten

Zur Trennung von biologischen Molekdilen werden
gewohnlich Gradienten verwendet, d. h. die Konzentration
der organischen Komponente wird graduell erhoht, um eine
Elution von der Saule zu erzielen. Peptide, Polypeptide und
Proteine werden gewohnlich mit sdurehaltigen Losemitteln
getrennt. Dabei dienen Trifluoressigséure (TFA) oder
Ameisensdure (FA) als Modifier flr die pH-Kontrolle und/oder
als lonenpaarreagenz, um die gewlinschte Retention und
Selektivitat zu erzielen. Organische Losemittel wie Acetonitril,
Methanol und Ethanol dienen als Elutionslosemittel, wobei
Acetonitril am haufigsten eingesetzt wird.

Weitere Hinweise zu Peptidtrennungen siehe Kapitel 11, Seite
497-508, Introduction to Modern Liquid Chromotography,
zweite Auflage. L.R. Snyder and J. J. Kirkland, (John Wiley &
Sons, 1979).

Pflege der Saule

Saulen mit einer Partikelgrofie von 1,8 pm sind mit einer
0,5-um-Einlassfritte ausgestattet. Partikel in Proben verstopfen
die Einlassfritten der Sdule und sollten vor der Probenanalyse
entfernt werden. Wo dies nicht maglich ist, muss ein
Inline-Filter oder eine Vorsaule verwendet werden, um die
Analysesaule zu schitzen und die Lebensdauer der Saule

zu verlangern. Die AdvanceBio Peptid-Mapping Saule besitzt
eine 2-um-Einlassfritte. Proben mit biologischen Partikeln,
die groer sind als 2 pm, verstopfen die Einlassfritte. Daher
werden fir solche Proben Vorsaulen empfohlen. Vor der
Injektion in eine Saule sollten die Proben am besten gefiltert
werden. Stellen Sie aulerdem vor Beginn sicher, dass alle
Losemittel frisch zubereitet und gefiltert worden sind.

Weiterfiihrende Informationen zu Vorsaulen siehe
www.agilent.com/chem/guards.


http://www.agilent.com/chem/guards

Reinigen der Saule/Verlangern der Lebensdauer der Saule

Ist ein Backflush bei der Saule moglich (Partikel > 1,8 um),
reinigen Sie sie durch einen Fluss in umgekehrter Richtung.
Beginnen Sie mit einem starkeren (weniger polaren) Losemittel.

1. Trennen Sie die Saule vom Detektor ab und lassen Sie das
Spullésungsmittel in ein Becherglas laufen.

2. Beginnen Sie mit Ihrer mobilen Phase ohne Puffersalze
(Wasser/organisch). Lassen Sie 10 bis 20 Saulenvolumen
durchlaufen.

3. Anschlielend verwenden Sie 100 % organisches
Losemittel (Methanol oder Acetonitril).

4. Priifen Sie, ob der Druck wieder normal ist. Falls nicht:

5. Entsorgen Sie die Saule oder erwadgen Sie drastischere
Bedingungen z. B. 75 % Acetonitril/ 25 % Isopropanol.

6. Erhohen Sie auf 100 % Isopropanol, 100 % Methylenchlorid
oder 100 % Hexan. (Wenn Sie Methylenchlorid oder Hexan
verwenden, mussen Sie die Sdule vor der Verwendung
zuerst mit Isopropanol sptilen, da diese mobile Phase nicht
mit Wasser mischbar ist. Erst dann konnen Sie zu lhrer
mobilen Phase zuriickkehren).

Bei PLRP-S-Saulen konnen aggressive Reinigungszyklen mit
80 % 1 M NaOH oder 1T M HCI mit 20 % organischem Anteil
verwendet werden.

Bei Saulen mit 1,8-um-Partikeln dirfen Sie keinen Saulen-
Backflush durchfiihren — probieren Sie ein Verfahren

zur Aufreinigung wie oben beschrieben, kehren Sie den
Saulenfluss jedoch nicht um.

Empfehlungen zur Lagerung

Saulen konnen normalerweise in den meisten mobilen
Phasen flr kurze Zeit sicher aufbewahrt werden. Zur
Langzeitlagerung sollten Saulen mit an Silica gebundenen
Phasen mit einem reinen organischen Losemittel beftllt
werden. Wenn die Saule zuvor mit einer gepufferten
mobilen Phase verwendet wurde, missen die Puffersalze
zuerst mit dem 20- bis 30-fachen Saulenvolumen einer
50:50-Mischung aus Methanol oder Acetonitril und Wasser
aus der Saule gespult werden. Anschlieend wird mit dem
20- bis 30-fachen Saulenvolumen mit reinem Losemittel
nachgespiilt. Vor der Lagerung mussen die Endfittings fest
mit Endstopfen verschlossen werden, um die Saulenpackung
vor dem Austrocknen zu schiitzen.
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Zum Schutz lhres Systems sollten Salze aus dem Gerat
und aus der Saule entfernt werden. Dazu wird die Saule mit
der gleichen mobilen Phase, jedoch ohne Puffer, gespiilt

(z. B. mit 60:40 ACN/H,0, um eine gepufferte mobile Phase
mit 60:40 ACN/0,02 M Phosphatpuffer zu entfernen). Mit
dieser Strategie ist eine schnelle erneute Aquilibrierung

mit der urspriinglichen mobilen Phase maglich, und die
Korrosionsgefahr durch Salze wird eliminiert.

Tipps fiir optimale Chromatographieergebnisse

Optimieren Sie das Gerat durch maoglichst kurze Leitungen
zwischen den Komponenten. Auf diese Weise werden

das Extrasaulenvolumen und die damit verbundene
Bandenverbreiterung reduziert. Verwenden Sie flr Fast
LC/High Efficiency-Saulen rote Kapillaren mit 0,12 mm
Innendurchmesser. Weiterflihrende Informationen zu
Kapillaren finden Sie unter
www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

Stellen Sie sicher, dass die Datenerfassungsrate fur lhre
Séule optimiert ist. Verwenden Sie fiir Fast-LC-Saulen
(ZORBAX RRHD) eine hohere Datenerfassungsrate.

Flhren Sie eine Probenfiltration oder eine andere
geeignete Methode der Probenvorbereitung durch.
Weitere Informationen finden Sie unter
www.agilent.com/chem/sampleprep

+ Verwenden Sie nur zertifizierte Lampen in lhren
LC-Geraten, um die Leistung zu optimieren.
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http://www.agilent.com/chem/sampleprep

Questo opuscolo fornisce informazioni
generali sulle colonne a fase inversa Agilent
BioHPLC e AdvanceBio.

Per altre informazioni dettagliate su una
specifica fase o linea di prodotti, consultare
il sito:
www.agilent.com/chem/biocolumnchoices

Per iniziare

A ogni colonna Agilent € allegato un report sulle prestazioni
QC della stessa, con incluso un cromatogramma di prova.

Il sistema di prova QC & stato modificato partendo da un
sistema standard al fine di ridurre al minimo il volume

morto del sistema; pertanto puo differire dal sistema
utilizzato in uno specifico laboratorio. Cio consente una
migliore valutazione dell'efficienza della colonna e assicura
una maggiore omogeneita del prodotto. Un sistema LC
ottimizzato porta a risultati simili a quelli del cromatogramma
incluso nel report sulle prestazioni QC

In caso di domande specifiche, contattare il team dell'assistenza
tecnica alla pagina: www.agilent.com/chem/columnsupport.

Utilizzo della colonna
Installazione
La direzione del flusso & indicata sulla colonna.
Le colonne da 1,8 um (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD)
possono essere utilizzate solo nella direzione di flusso
indicata.
Per realizzare collegamenti rimovibili con volume morto nullo,
Agilent consiglia I'uso della linea di raccordi ad attacco rapido
InfinityLab Quick Connect e Quick Turn. Sono disponibili le
seguenti opzioni:



ITALIANO

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 Raccordo ad attacco rapido Raccordo: 5067-5965
1300 bar 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 allindirizzo:
www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

Condizionamento della colonna

Ogni colonna & sottoposta a test prima della spedizione. Prima
di utilizzarla per la prima volta, & necessario sostituire con
eluente il solvente in cui la colonna ¢ fornita, assicurandosi che
tutti i componenti siano miscibili e solubili. Se si aggiungono
additivi alla fase mobile (per esempio tamponi o reagenti per
coppia ionica), € consigliabile effettuare un lavaggio intermedio
con una fase mobile avente la composizione corretta, ma senza
gli additivi. Il lavaggio con 10-20 volumi di colonna dovrebbe
essere di aiuto nella transizione alla specifica fase mobile.
Assicurarsi che la colonna sia stata equilibrata adeguatamente
prima dell'uso. Cid garantira la riproducibilita e aiutera a
prevenire la deriva del tempo di ritenzione. Se si utilizza acido
formico come additivo alla fase mobile, condizionare la colonna
attenendosi alle indicazioni riportate nella tabella Condizioni del
metodo di condizionamento della colonna per I'acido formico.



Condizioni del metodo di condizionamento della colonna per I'acido
formico

Temp.

D.i. della Velocita  della

colonna diflusso colonna Tempo Dopo il condi-|

(mm) Fase mobile  (mL/min) (°C) (ore)  zionamento

2,1 95/5 0,1 60 4 Lavare e
H,0/CH,CN + conservare in
acido formico CH,CN 100%
01%

30 95/5 0,2 60 4 Lavare e
H,0/CH,CN + conservare in
acido formico CH,CN 100%
0,1%

4,6 95/5 0,4 60 4 Lavare e
H,0/CH,CN + conservare in
acido formico CH,CN 100%
0,1%

Nota: il condizionamento durante le ore notturne, o per un massimo di
24 ore, pud essere vantaggioso, in particolare per le colonne di maggiore
lunghezza o per gli analiti acidi

Importanti considerazioni sulla sicurezza

- Tuttii punti di collegamento nei sistemi per cromatografia
liguida sono potenziali fonti di perdite. Gli utilizzatori
devono tenere conto della tossicita o inflammabilita delle
fasi mobili.

+ Poiché le particelle sono di piccole dimensioni, le fasi
impaccate ed essiccate delle colonne sono respirabili.
Agilent non consiglia di rimuovere i raccordi terminali
delle colonne esponendo in tal modo i mezzi. Le colonne
devono essere aperte solo da personale qualificato in una
zona ben aerata.

+ Siconsiglia di rispettare i limiti di pressione operativa
riportati per ogni colonna (vedere la Tabella 1).

Il superamento di questi limiti compromette le prestazioni
cromatografiche e la durata della colonna e potrebbe
essere pericoloso.
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Tabella 1. Valori massimi dei parametri operativi per colonne fino a 4,6 mm.

Dimensioni delle Limite di
Colonna particelle pressione
AdvanceBio Peptide Mapping 2,7 ym 600 bar
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio EC-C18
AdvanceBio Oligonucleotide
AdvanceBio Amino Acid Analysis
AdvanceBio RP-mAb 3,5um
ZORBAX 300SB 3,5um, 5pm, 7 pm 400 bar
Poroshell 300 5um
ZORBAX RRHD 1,8 um 1200 bar
PLRP-S 3um 275 bar
5pum, 8 um, 10 um 207 bar
Da10a15um, 103 bar
da15a20 pm, 30 um

Altri consigli operativi

- Linversione del flusso in genere non danneggia la colonna
ma deve essere evitata eccetto per tentare di rimuovere
un frit ostruito (vedere la sezione “Cura della colonna”).

+ Siconsiglia di iniziare con un valore ridotto della velocita
di flusso per poi incrementarla gradualmente fino a
raggiungere il valore operativo desiderato.

+ Per la preparazione della fase mobile utilizzare sempre
reagenti di purezza elevata e solvente per cromatografia.
Prima dell'utilizzo procedere a degasaggio e filtrazione
di tutta la fase mobile.

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

+ Per proteggere la colonna e prolungarne la durata
& possibile utilizzare un filtro in linea o una precolonna.

+ Luso della colonna al di fuori degli intervalli di pH consigliati per
la fase della colonna (vedere la Tabella 2) ne riduce la durata.



+ Le colonne non devono essere tenute a pH o temperatura
elevati mentre non sono in uso (vedere la Tabella 2).

- Le colonne nuove possono contenere una miscela di
solventi organici e acqua, che puo contenere sali tampone.
Vedere la Tabella 3 per informazioni dettagliate sui solventi
in cui sono fornite le colonne. Inizialmente prestare
attenzione a non far passare attraverso la colonna fasi
mobili che potrebbero causare la formazione di precipitati
o che potrebbero non essere completamente miscibili.

- Le colonne Agilent BioHPLC e AdvanceBio sono
compatibili con tutti gli eluenti comunemente impiegati per
I'analisi di biomolecole.

Tabella 2. Parametri operativi della colonna: pH e temperatura.

Intervallo di pH Temperatura operativa
Colonna consigliato massima

AdvanceBio Peptide Mapping| Tra 2,0 e 8,0 60 °C

AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio EC-C18

ZORBAX RRHD Tra1,0e80 80°C
ZORBAX 300SB-C8, C3, CN
ZORBAX 300SB-C18 Tra10e80 90 °C

AdvanceBio RP-mAb

Poroshell 300

Poroshell 300 Extend-C18 Tra20e11,0 60 °C al di sotto di pH 8,
40 °Cal disopradipH 8

AdvanceBio Oligonucleotide | Tra3,0e 11,0 65°C
AdvanceBio Amino Acid

Analysis

PLRP-S Tra1,0e 14,0 200 °C

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 pit basse
(40 °C max) e a basse concentrazioni di tampone (comprese nell'intervallo
tra 0,01 € 0,02 M).
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Tabella 3. Solventi in cui sono fornite le colonne.

Solvente in cui &

Colonna fornita la colonna Compatibilita
AdvanceBio Peptide 100% acetonitrile Acqua e tutti i solventi
Plus organici comuni. Evitare

AdvanceBio Peptide | Miscela di acetonitrile | Il tetraidrofurano (THF).
Mapping e acqua
AdvanceBio EC-C18

ZORBAX RRHD

ZORBAX 300SB

AdvanceBio RP-mAb | Miscela di acetonitrile | Acqua e tuttii solventi
eacqua organici, inclusi

Poroshell 300 e Miscela di metanolo | NN-dimetilformammide

300 Extend eacqua e dimetilsolfossido

AdvanceBio Miscela di acetonitrile | Acqua e tuttii solventi

Oligonucleotide eacqua organici comuni.

AdvanceBio Amino Modificatori inclusi HFIP

Acid Analysis eTEAA

PLRP-S 7:1 acetonitrile/acqua | Solventi organici

acquosi inclusi
N,N-dimetilformammide
e dimetilsolfossido.

Si sconsiglia una fase
acquosa al 100%

in quanto riduce le
prestazioni e la durata
della colonna

Selezione della fase mobile e temperature operative

La fase stazionaria legata ha natura non polare e I'uso ottimale
si ottiene con fasi mobili polari quali miscele metanolo/acqua
o acetonitrile/acqua. Incrementando la quantita di componente
organico si riduce il tempo di ritenzione del campione.

Se si opera alla temperatura massima per periodi prolungati,
la durata della colonna si riduce.

L'uso di eluenti acquosi al 100% con le colonne PLRP-S riduce
in misura significativa la durata della colonna e potrebbe
comportare un rapido deterioramento della larghezza e della
simmetria dei picchi.



Gradienti iniziali consigliati

Le separazioni di molecole biologiche in genere sono eseguite
in condizioni di gradiente incrementando la quantita di
componente organico per ottenere l'eluizione dalla colonna.
Nella maggior parte dei casi le separazioni di peptidi, polipeptidi
e proteine sono effettuate con eluenti acidi impiegando acido
trifluoroacetico (TFA) o acido formico (FA) come modificatore
per il controllo del pH e/0 come additivo per coppia ionica per
ottenere la ritenzione e la selettivita desiderate. Per l'eluizione
si usano sostanze organiche come I'acetonitrile, il metanolo

e 'etanolo; I'acetonitrile € quella impiegata piu frequentemente.

Ulteriori informazioni sulle separazioni di peptidi sono reperibili
nel capitolo 11, pagine 497-508 del testo Introduction to
Modern Liquid Chromotography, Second Edition. L.R. Snyder
and J. J. Kirkland, (John Wiley & Sons, 1979).

Cura della colonna

Le colonne con particelle di dimensioni pari a 1,8 pm sono
dotate di frit di ingresso da 0,5 pm. | particolati ostruiscono

i frit di ingresso delle colonne e devono essere rimossi prima
di procedere all'analisi del campione. Qualora cio non sia
possibile, si deve utilizzare un filtro in linea o una precolonna
per proteggere la colonna analitica e prolungarne la durata.
La colonna AdvanceBio Peptide Mapping & dotata di frit di
ingresso da 2 um. | campioni che contengono bio-particolato
di dimensioni superiori a 2 um ostruiscono il frit di ingresso;
si consiglia pertanto I'uso di precolonne con questi campioni.
La procedura ottimale prevede la filtrazione dei campioni
prima della loro iniezione in qualsiasi colonna. Inoltre, &
opportuno verificare che tutti gli eluenti siano stati preparati
recentemente e filtrati prima dell'uso.

Visitare il sito www.agilent.com/chem/guards per maggiori
informazioni sulle precolonne.


http://www.agilent.com/chem/guards
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Pulizia della colonna/prolungamento della durata della colonna

Pulire nella direzione inversa le colonne che possono
essere sottoposte a backflush (particelle >1,8 ym). Iniziare
utilizzando un solvente pit forte (meno polare).

1. Scollegare la colonna dal rivelatore e far fluire i solventi
dilavaggio in un becher.

2. Iniziare con la fase mobile senza sali tampone
(acqua/organica). Far fluire attraverso la colonna da 10
a 20 volumi di colonna.

3. Utilizzare quindi 100% di solvente organico (metanolo
o0 acetonitrile).

4. Controllare se la pressione € tornata a valori normali.
In caso contrario, procedere come segue:

5. Smaltire la colonna o impiegare condizioni piu forti,
per esempio 75% acetonitrile / 25% isopropanolo.

6. Aumentare fino a isopropanolo 100%, cloruro di metilene
100% o esano 100% (se si utilizza cloruro di metilene
0 esano € necessario lavare la colonna con isopropanolo
prima dell'uso e prima di tornare alla specifica fase mobile
in quanto non sono miscibili con fasi acquose).

Nel caso delle colonne PLRP-S & possibile impiegare cicli di
pulizia aggressiva con NaOH 1 M o HCI 1 M all'80% con 20%
di contenuto organico.

Non sottoporre a backflush le colonne con particelle da 1,8 pm;
¢ possibile provare a impiegare la procedura di purificazione di
cui sopra mantenendo perd la direzione del flusso.

Indicazioni per la conservazione

In genere le colonne possono essere conservate in modo
sicuro per brevi periodi nella maggior parte delle fasi mobili.
La conservazione a lungo termine di colonne a fase legata
a base di silice deve avvenire in un solvente organico puro.
Se la colonna e gia stata utilizzata con una fase mobile
tamponata, eliminare dapprima il tampone, spurgando la
colonna con 20 o 30 volumi di una miscela 50:50 di metanolo
o acetonitrile e acqua, seguita da 20 a 30 volumi di solvente
puro. Prima della conservazione i raccordi terminali devono
essere chiusi ermeticamente con tappi terminali per evitare
che limpaccamento si secchi.



Per proteggere I'apparecchiatura si consiglia di 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 60:40 per eliminare una fase
mobile tamponata ACN/fosfato 0,02 M 60:40). Quando si
adotta questo approccio la successiva riequilibrazione con la
fase mobile originale e rapida e si evita qualsiasi possibilita
di corrosione causata da sali.

Consigli per ottenere i migliori risultati
cromatografici

Ottimizzare la strumentazione riducendo al minimo la
lunghezza dei tubi tra i componenti. Cio riduce il volume
extra-colonna e l'allargamento di banda. Utilizzare tubi rossi
da 0,12 mm d.i. per colonne Fast LC/ad alta efficienza.
Maggiori informazioni sui tubi capillari sono disponibili
all'indirizzo www.agilent.com/chem/Iccapillaries.
Verificare che la velocita di raccolta dei dati sia ottimizzata
per la colonna. Utilizzare una velocita di raccolta piu alta
per le colonne Fast LC (ZORBAX RRHD).

Filtrare il campione o eseguire altre procedure di
preparazione adeguate per lo specifico campione.
Maggiori informazioni sono disponibili all'indirizzo
www.agilent.com/chem/sampleprep.

Utilizzare lampade certificate con gli strumenti LC

per ottenere le migliori prestazioni.
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Este folleto proporciona informacion general
sobre las columnas Agilent BioHPLC

y AdvanceBio de fase reversa. Si desea
obtener informacion adicional acerca de una
fase o una familia determinada, consulte:
www.agilent.com/chem/biocolumnchoices

Primeros pasos

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

Si tiene alguna duda, puede contactar con el equipo de
soporte técnico en: www.agilent.com/chem/columnsupport.

Uso de la columna
Instalacion
La direccion del flujo estd marcada en la columna.

Las columnas de 1,8 um (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 la familia de conectores de conexion
rapida y de giro rapido InfinityLab. Las opciones son:


http://www.agilent.com/chem/columnsupport

Presion

maxima

del sistema Conectores recomendados Referencias

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

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

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

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

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

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

Acondicionamiento de la columna

Cada columna se prueba antes de su envio. Antes del primer
uso, es necesario sustituir los disolventes del envio por
eluyente, comprobando que todos los componentes sean
miscibles y solubles. Si se utilizan aditivos de fase movil
(como tampones o reactivos de emparejamiento iénico), se
recomienda realizar un lavado intermedio con una fase mavil
de la composicion correcta, pero sin estos aditivos. Un lavado
con entre 10 y 20 volumenes de columna deberia servir para
la transicion con su fase mavil. Verifique que la columna se
haya equilibrado de forma adecuada antes de su uso. De esta
manera, se garantiza la reproducibilidad y se ayuda a prevenir
la variabilidad en el tiempo de retencidn. Si se utiliza acido
férmico como aditivo de fase mavil, acondicione la columna
como se recomienda en la tabla Condiciones del método de
acondicionamiento de la columna para acido férmico.



Condiciones del método de acondicionamiento de la columna para

acido formico

D.i. de Temp.

columna Flujo columna Tiempo Después de

(mm) Fase movil (ml/min)  (°C) (horas) acondicionar

21 95/5 01 60 4 Lavary
H,0/CH,CN + guardar en
acido formico 100% CH,CN
al0,1 %

30 95/5 02 60 4 Lavary
H,0/CH,CN + guardar en
4cido formico 100% CH,CN
al01%

4,6 95/5 04 60 4 Lavary
H,0/CH,CN + guardar en
acido formico 100% CH,CN
al01%

Nota: El acondicionamiento durante toda la noche, o hasta 24 horas, podria
ser beneficioso, en particular para las columnas de mayor tamafio o para
analitos dcidos

Consideraciones importantes sobre seguridad

+ Todos los puntos de conexion de los sistemas de
cromatografia liquida son posibles fuentes de fugas.
Los usuarios deben tener en cuenta la toxicidad
o inflamabilidad de las fases moviles.

- Debido al pequefio tamafio de las particulas, los rellenos
de las columnas secas son inhalables. Agilent no
recomienda la retirada de los conectores del extremo de la
columna'y la exposicion de los medios. Las columnas solo
deben ser abiertas por personal formado y en una zona
con buena ventilacion.

+ Aténgase a los limites de presion operativa designados
para cada columna (consulte la Tabla 1). Si se superan
estos limites, el rendimiento cromatografico y la vida util
de la columna se veran afectados, lo que podria resultar
inseguro.



Tabla 1. Parametros de operacion maximos: columnas de hasta 4,6 mm.

Limite de
Columna Tamaiio de particula presion
AdvanceBio Peptide Mapping 2,7 ym 600 bar
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio EC-C18
AdvanceBio Oligonucleotide
Andlisis con una columna
AdvanceBio Amino Acid Analysis
AdvanceBio RP-mAb 3,5um
ZORBAX 300SB 3,5um, 5um, 7 pm 400 bar
Columnas Poroshell 300 5um
ZORBAX RRHD 1,8pum 1200 bar
PLRP-S 3um 275 bar
5pm, 8 um, 10 um 207 bar
10a15um, 103 bar
15a20 pm, 30 um

Otros consejos de uso

+ Elflujo invertido, por lo general, no resulta dafiino para la
columna, pero se debe evitar, salvo para tratar de eliminar
obstrucciones en la frita (consulte “Cuidado de la columna”).

+ Serecomienda iniciar el flujo a una velocidad reducida y,
posteriormente, incrementarlo con suavidad hasta llegar
al flujo operativo deseado.

+ Utilice siempre reactivos de gran pureza y disolventes de
calidad cromatografica para preparar las fases moviles.
Antes de su uso, desgasifique y filtre todas las fases moviles.

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

+ Se puede usar un filtro en linea o una precolumna para
proteger la columna y aumentar su vida Util.

- Sila columna se usa fuera de los intervalos de

pH recomendados para la fase de la columna
(consulte la Tabla 2), se reducira su vida Util.
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+ Cuando las columnas no se utilicen, no se deben
mantener con un pH elevado ni a una temperatura elevada
(consulte la Tabla 2).

+ Las columnas nuevas podrian contener una mezcla de
disolventes organicos y agua, que podria contener sales
de tampon. Consulte la Tabla 3 para conocer los detalles
de los disolventes del envio. Inicialmente, se deben tomar
precauciones para que no pase a través de la columna
ninguna fase movil que pueda originar la formacién de un
precipitado o que pueda no ser totalmente miscible.

+ Las columnas Agilent BioHPLC y AdvanceBio son
compatibles con todos los eluyentes mas usados para el
analisis de biomoléculas.

Tabla 2. Pardmetros de operacion de las columnas: pH y temperatura.

Intervalo de pH Temperatura maxima de
Columna recomendado  funcionamiento

AdvanceBio Peptide Mapping| 2,0 a 8,0 60 °C

AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio EC-C18

ZORBAX RRHD 10a80 80°C
ZORBAX 300SB-C8, C3, CN
ZORBAX 300SB-C18 10a80 90 °C

AdvanceBio RP-mAb

Columnas Poroshell 300

Poroshell 300 Extend-C18 20a11,0 60 °C por debajo de pH 8,
40 °C por encima de pH 8
AdvanceBio Oligonucleotide | 3,0a11,0 65°C

Anélisis con una columna
AdvanceBio Amino Acid
Analysis

PLRP-S 10a140 200°C

Nota: Todos los rellenos con silice son algo solubles en fases moviles
acuosas a pH >6. Si se usan columnas con silice con un pH >6, se consigue
la maxima vida Util de la columna a temperaturas inferiores (40 °C méx.)
con concentraciones del tampdn bajas, entre 0,01 y 0,02 M.



Tabla 3. Disolventes del envio.

Columna Disolvente del envio Compatibilidad
AdvanceBio Peptide 100 % acetonitrilo Agua y todos los
Plus disolventes organicos
AdvanceBio Peptide | Mezcla de acetonitrilo | Nabituales. Evitese el
Mapping yagua tetrahidrofurano (THF).
AdvanceBio EC-C18
ZORBAX RRHD
ZORBAX 300SB
AdvanceBio RP-mAb | Mezcla de acetonitrilo | Aguay todos

y agua los disolvente
Poroshell 300 Mezcla de metanol organicos, incluidos
y 300 Extend yagua N,N-dimetilformamida

y dimetilsulféxido

AdvanceBio Mezcla de acetonitrilo | Aguay todos
Oligonucleotide y agua los disolventes

Andlisis con una orgdnicos habituales.
columna AdvanceBio Modificadores, incluidos

Amino Acid Analysis HFIPy TEAA

PLRP-S Acetonitrilo/agua 7:1 Disolventes organicos
acuosos, incluidos
N,N-dimetilformamida

y dimetilsulfoxido.

No se recomiendan

los disolventes 100 %
acuosos, pues se
reducirian la prestacion y
la vida til de la columna

Seleccion de la fase moévil y temperaturas operativas

La fase estacionaria ligada es de naturaleza no polary se
usa mejor con fases moviles polares, como mezclas de
metanol/agua o acetonitrilo/agua. Si se aumenta la cantidad
del componente organico se reduce el tiempo de retencion
de la muestra.

Si se usa la temperatura maxima durante periodos
prolongados, se reduce la vida Util de la columna.

El uso de eluyentes 100 % acuosos con columnas PLRP-S
reduce significativamente la vida Util de la columna'y puede
suponer el rapido deterioro de la anchura y simetria de los picos.
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En las separaciones de moléculas biolégicas normalmente
se emplean condiciones de gradiente (aumentando la
cantidad del componente organico para conseguir la elucion
en la columna). Las separaciones de péptidos, polipéptidos
y proteinas suelen llevarse a cabo con eluyentes acidos,
usando &cido trifluoroacético (TFA) o acido formico (FA)
como modificador para el control del pH o como aditivo

de emparejamiento idnico para conseguir la retencién

y la selectividad deseadas. Para la elucion se utilizan
compuestos organicos como el acetonitrilo, el metanol y el
etanol, siendo el primero el mas usado.

Gradientes iniciales recomendados

Se puede encontrar informacidn adicional: sobre las
separaciones de péptidos en el capitulo 11, paginas 497-508,
Introduction to Modern Liquid Chromotography, segunda
edicion. L.R. Snydery J. J. Kirkland, (John Wiley & Sons, 1979).

Cuidado de la columna

Las columnas con un tamafio de particula de 1,8 pm tienen
una frita de entrada de 0,5 pm . Las particulas bloquearan

las fritas de entrada de la columna y deben retirarse antes de
analizar la muestra. Si esto no es posible, debera utilizarse
un filtro en linea o una precolumna para proteger la columna
analitica y aumentar la vida util de la columna. La columna
de mapeo de péptidos AdvanceBio tiene una frita de entrada
de 2 um. Las muestras que contengan materia bioldgica
particulada de mds de 2 um obstruiran la frita de entrada,
por lo que se recomienda el uso de precolumnas con estas
muestras. Lo mejor es filtrar las muestras antes de inyectarlas
en cualquier columna. También debera comprobar que todos
los eluyentes se preparan y filtran justo antes de su uso.

Consulte www.agilent.com/chem/guards para obtener mas
informacion sobre las precolumnas.


http://www.agilent.com/chem/guards

Limpieza de la columna/incremento de la vida dtil de la columna

Para el caso de las columnas en las que se puede aplicar un
retroflujo (particulas >1,8 um), limpie las columnas en direccion
inversa. Comience con un disolvente mds fuerte (menos polar).

1. Desconecte la columna del detector y pase disolventes
de lavado a una cubeta de precipitacion.

2. Comience con la fase movil sin sales tampon
(agua/orgénico). Pase de 10 a 20 volimenes de columna.

3. A continuacion, use 100 % organico (metanol o acetonitrilo).

4. Verifique la presion para ver si ha vuelto a su valor normal.
En caso negativo:

5. Deseche la columna o considere unas condiciones mas
fuertes; por ejemplo, 75 % acetonitrilo: 25 % isopropanol.

6. Aumente hasta 100 % isopropanol, 100 % cloruro de
metileno 0 100 % hexano (si usa cloruro de metileno
o hexano, deberd lavar la columna con isopropanol antes
de su uso y antes de volver a su fase movil, pues no es
miscible con fases acuosas).

Con las columnas PLRP-S, se pueden usar ciclos de limpieza
agresivos con 80 % NaOH 1 M o HCI T M con 20 % organico.

Para el caso de las columnas con particulas de 1,8 ym,
no realice el retroflujo en la columna; puede probar

el procedimiento de limpieza como se ha descrito
anteriormente, pero manteniendo la direccion del flujo.

Recomendaciones para el almacenamiento

En general, las columnas pueden almacenarse con seguridad
durante periodos cortos en la mayoria de fases méviles.

El almacenamiento a largo plazo de las columnas de fase
ligada y basadas en silice se debe efectuar con disolvente
organico puro. Si la columna se ha utilizado con anterioridad
con una fase movil que incluye una solucién tampdn, se debe
extraer en primer lugar dicha solucion tampon mediante

el purgado de la columna. Para ello, deben emplearse

entre 20 y 30 volumenes de columna de una mezcla 50:50
de metanol o acetonitrilo y agua, seguidos de entre 20 y

30 volumenes de columna del disolvente puro. Antes de su
almacenamiento, los conectores de los extremos se deben
cerrar herméticamente con tapones terminales para evitar
que el relleno se reseque.
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Para proteger el equipo, conviene eliminar las sales del
instrumento y de la columna mediante el purgado de la
columna con la misma fase mavil sin la solucion tampén (p. €j.,
con acetonitrilo/H,0 60:40 para eliminar una fase movil de
acetonitrilo/tampon fosfato 0,02 M 60:40). El reequilibrio con la
fase movil original es rapido si se utiliza este procedimiento y se
elimina el riesgo de corrosion debida a las sales.

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. Con las columnas

LC rapidas o de alta eficiencia, utilice capilares rojos con
un diametro interno de 0,72 mm. Para obtener informacion
acerca de las opciones de capilares, visite
agilent.com/chem/Iccapillaries.

+ Asegurese de optimizar la velocidad de adquisicion
de datos para la columna. Utilice una velocidad de
adquisicion mas elevada para columnas para LC rapida
(ZORBAX de alta definicion y resolucién rapida).

Utilice la filtracion de muestras u otras técnicas de
preparacion de muestras que sean apropiados para su
muestra. Si desea obtener mds informacion, visite
www.agilent.com/chem/sampleprep

+ Utilice ldmparas certificadas con sus instrumentos LC
para conseguir el maximo rendimiento.
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B aToM 6yKneTe NpmBeaeHbl obLme
CBefleHNst 060 BCEX KOMTOHKAX CEMENCTB
Agilent BioHPLC n Agilent AdvanceBio

Anst obpallleHHO-ha30BoM XxpomaTorpapun.
Bonble MHhopMaLnm O KOHKPETHOM
npuBUTOM (hase nm ceMencTBe KOTOHOK
MOXHO HaliTV Mo agpecy
www.agilent.com/chem/biocolumnchoices

Hayano pa6otbli

Bce konoHku Agilent noctaBnstoTCs € cepTUdUKATOM
KOHTPONS Ka4ecTBa, KOTOPbIV COAEPXKUT faHHble NMPOBEPKM
PaboUMX XapaKTEPUCTUK KOMOHKM, BKIKOYAsA TECTOBYHO
xpomaTtorpamMmmy. TecToBasi cvcTema, NpumMeHsemast

MpK KOHTPOJe KayecTBa, ONTYMU3KpoBaHa no

CpaBHEHWIO CO CTaHAAPTHOW, YTOGbI CBECTU K MUHUMYMY
MepTBbI 06beM. [03TOMY OHa MOXET OTNYaTbCs OT
1CNoNb3yeMoit B Ballleit nabopaTopun. 3To MO3BONSET
JIyYlUe aTTecToBaTb 3(MEKTUBHOCTD KOTIOHKN

N rapaHTupyeT 6onee cTabuibHOE Ka4eCTBO NPOAYKLMNN.
PesynbTatbl, BblaBaemble ONTUMU3NPOBAHHOV CUCTEMOW
XKMAKOCTHOM Xpomatorpaduu, 6yayT aHanornyHbl 4aHHbIM
XpoMaTorpamMmbl U3 ceptudukaTa KOHTPOS KavecTsa.

o BCEM TEXHWYECKMM BOMpocam obpallaifTech B oTaAenN
TEXHWUYECKON NoAAeP KKK N0 afpecy
www.agilent.com/chem/columnsupport.

Acnonb3oBaHue KONMOHKHU

YcTaHoBKa
HanpaBneHve NoToka yka3aHo Ha KOMTOHKe.
KOMOHKM C pasmMepoM YacTuL copbeHTa 1,8 MKM
(ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) 3anpeLlaetca
SKCMyaTVpoBaTh C 06paTHbIM HampaBieHeM NOTOKa.
[Ina noaKoYeHNs KOOHKN KoMnaHua Agilent pekomeHayeT
ObICTPOpasbeMHble GUTUHIN NMHeek InfinityLab Quick
Connect 1 Quick Turn ¢ HyneBbIM MEPTBbIM 06 BEMOM.
PekomMeHayeMble GUTUHTK:


http://www.agilent.com/chem/columnsupport

MakcumanbHoe

faBneHue KaTanoxHble
CUCTEMBI PekomeHAyeMbIt pUTUHT Homepa

[lo 400 6ap ®duTnHr InfinityLab Quick Turn PuTuHr: 5067-5966
(3aTArMBaemblin nanblamm)

o 800 6ap GuTtmHr InfinityLab Quick Turn duTtnHr: 5067-5966

(c nHCTpyMeHTOM Ansi MHCTpyMeHT
yCTaHOBKM) [INA YCTaHOBKM:
5043-0915
o 1300 6ap dutuHr Agilent InfinityLab Quick | ®utunHr: 5067-5965
Connect

Bonblue HbopMaLmy 1 KaTanoxHble HoMepa MOXXHO HaNTH B 6poLUtope
Agilent InfinityLab Fitting («®uTtuHrn Agilent InfinityLab») (5991-5164RU).

Y3en InfinityLab Quick ®duTunHr InfinityLab Quick
Connect, p/n 5067-5961 Turn, p/n 5067-5966

Y3HaTb nogpobHee: www.agilent.com/chem/
infinitylabfittings

KOHAML{MOHMPOB&HMQ KOJIOHOK

[Nepen OTNPaBKOW NOKyNaTento Kaxaas KoMoHKa NpoBepseTCs.
lNepea Ha4anom aKcnyaTaLmm KOMOHKN PaCTBOPUTESb, KOTOPbIM
OHa 3aronHeHa, Haao 3aMeHNTb NOABWXKHOI (hasoit. MimeliTe

B By, 4TO MPY 3TOM BCE KOMMOHEHTbI JOMKHbI MOMHOCTHHO
CMeLLMBaTLCA ApYr ¢ ApyroM. Ecnv nenonb3ayeTcs NoaBMKHas
(hasa ¢ pobaBkamm (Hamprmep, BythepHble PacTBOPbI UK
VIOH-NapHble PeareHTbl), PEKOMEHYETCA NpeBapuTeNbHO
MPOMbITb KOMIOHKY MOABUXXHOM (ha3oi Hy>KHOro COCTaBa, Ho
6e3 ,06aBOK. [1pK CMeHe NoABMKHOM (hasbl pekoMeHayeTes
BbINOMHUTB MPOMbIBKY C pacxoaom 10—20 06bEMOB KOMOHKM.
[Nepen ncnonb3oBaHeM yoeanTeCh B TOM, YTO KOSTOHKa
HaanexalmM o6pa3oM ypaBHoBelLeHa. 3To obecreqnBaeT
BOCMPOM3BOAVMMOCTb Pe3ynbTaToB aHanmaa v npejoTepallaet
[ipeiid BpeMeH yAepKMBaHNA aHanm3vpyeMbix BeLLECTB. Ecnu
noABMXHasA hasa CoAePXKUT MypPaBbUHYHO KMCMOTY, KOMOHKA
KOHAMLMOHMPYETCS B COOTBETCTBUM C PEKOMeHAaUUAMM
TabnuLbl «YCNoBUSA KOHAMUMOHMPOBAHWS KONOHKM Mpu
MCNONb30BaHNN MypaBbVHOW KUCIOTbI».
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YcnoBusi KOHANLMOHUPOBAHWS KOJIOHKM NP UCMONb30BaHNUN
MypaBbUHOM KUCMOTbI.

Bhy- Temne-

TPEHHWiA CkopocTb patypa Bpe- Tocne

pAvametp [MoaBwKHas  noToka KOJIOHKMU msa KOHAULIMOHU-

(Mm) (OEEE] (Mn/mMuH)  (°C) (v) poBaHus

2,1 95/5 0,1 60 4 MpoMbITh
H,0/aue- 1 XpPaHWTb
TOHUTPUN B 4YMCTOM
+0,1% my- aueToHu-
paBbVHOW Tpune
K1cnoTbl

30 95/5 02 60 4 MpoMbITh
H,0/aue- 1 XpPaHWTb
TOHUTPUN B YMCTOM
+0,1% my- aLeToHu-
paBbVHOW Tpune
KUCNOTbI

4.6 95/5 0,4 60 4 MpoMbITh
H,0/aue- 1 XpPaHWTb
TOHUTPUN B 4YMCTOM
+0,1% my- aLeToHn-
paBbWHOW Tpune
KUCNOTbI

Hpumeanue. JNUHHbIE KONOHKM 1 KONOHKMK, npuMeHdaemMble 4714 aHannsa
KUCNbIX COEAVHEHWI, MHOTj@ MOXET 6bITb MONE3HbIM KOHAMLUMOHMPOBATb
Ha NPOTSXKEHUW HOYM UK B TEYEHWE A0 24 4.

Ba)kHble coBeTbl No 6e30MacHOCTU

Bce MecTa coeiMHeHWI B CUCTEMAX XXUAKOCTHOWM
XpomaTorpadumn ABnNATCA NoTeHUMaNbHbIMU
MCTOYHMKaMM yTeyek. Monb3oBaTeny Ao/MKHbI ObiTb
0CBeIOM/IEHbI O TOKCUYHbIX MM OFHEOMACHbIX CBONCTBAX
MCNONb3YyeMbIX UMW MOABMKHbBIX has.

CyLLiecTBYeT OMacHOCTb BAbIXaHWUA MENKMX YacTuL,
CYXOro HanonHWTENst KONOHOK. KoMnarus Agilent He
PEKOMEHLYET CHUMATb KOHLIEBbIE DUTUHTN KONOHKM

1 OTKPbIBaTb 3aMNOHAIOLLYIO €e HEMOABWKHYHO (hasy.
OTKpbIBaTb KOMOHKM pa3peLlaeTcs TObKo 06y4eHHOMY
nepcoHasy B XOpPOLLIO NPOBETPUBAEMOM MOMELLEHUN.

He npeBbilaiiTe paboyee faBneHve, ykasaHHoe

[ KaXK A0 KOMOHKM (cM. Tabn. 1). MpeBbilleHne

STUX OrpaHUYEHNI MPUBEAET K YXYALLEHUIO
XpomaTtorpaduyeckoin apOEeKTUBHOCTH U CPOKa CIYXKObI
KOJTOHKM I MOXET MMETb OMacHble MNOCNeACTBUS.



Tabnuua 1. MakcumMarbHble paboyvie napameTpbl: KONOHKM
C BHYTPEHHUM AMaMeTPOM A0 4,6 MM.

MNpepenbHoe
KonoHka Pa3mep vacTtuy AaBneHue
KonoHrku Agilent AdvanceBio 2,7 MKM 600 6ap
Peptide Mapping
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio EC-C18
AdvanceBio Oligonucleotide
AdvanceBio Amino Acid Analysis
AdvanceBio RP-mAb 3,5 MKM
KonoHku Agilent ZORBAX 300SB| 3,5 MKM, 5 MKM, 7 MKM 400 6ap
Poroshell 300 5 MKM
ZORBAX RRHD 1,8 MKM 1200 6ap
PLRP-S 3 MKM 275 6ap
5 MKM, 8 MKM, 10 MKM 207 6ap
10-15 MKM, 103 6ap
15-20 MKM, 30 MKM

[ pyrue npakTuyeckue coBeTbl

- XoTsa o6paTHas NPOMbIBKa KOSTIOHKeE Kak MpaBuio
He BpeauT, ee cneayeT n3beraTb 3a UCKIIOYEHNEM
cyvaeB 3acopenunst GpUTTbl Ha BXOAE
(c™m. pasgen «06cny>KnMBaHue KONOHKM»).

+ PexkomeHayeTcst HaunHaTb PaBoTy Ha CHUMKEHHO
CKOPOCTY MOTOKa 1 MOBbILWATh ee 10 paboyeit MocTeneHHo.

+ Bcerpa ncnonbayiiTe Ana NpUroToBEHNS MOABUKHOM
(hasbl peareHTbl BbICLIEN CTENEHM OYNCTKM
1 pacTBOPUTENIN XpPOMATOrpatnyeckom CTENEHN YUCTOTbI.
Mepen MCnonb3oBaHMeM NPoBoOAWTE GUNbTPALMIO
1 [erasaumio Bcero o6bema noasKHoN hasbl.

+ Pasbopka KOMOHKYM NMPUBOANUT K YXYALIEHNIO
ee XapaKTepUCTHIK.

+ [N 3aLMTbl KONOHKM 1 NOBbILLEHWSA €e CpoKa CIyXObl
pPeKOMEHYETCA NONb30BaTbCS BCTPOEHHbIM GUIBTPOM
NV 3aLUUTHOW NPEAKOSIOHKOW.

+ 3KCnnyaTaumst KOMOHKM BHE PEKOMEHA0BAHHOIO Ans ee
HEMOABWXKHOW (hasbl Anana3oHa 3HadyeHuin pH (cM. Tabn. 2)
NPVIBOANT K CHVXXEHWIO CPOKA CYXXObl KONOHKM.
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B nepepbiBe Mex/ly MCMONb30BaHWeM He crefyeT
XPaHUTb KOMOHKM B Cpefie C BbICOKMMM 3Ha4YeHUsAMMU pH
WKW B YCIIOBUSAX NOBbILIEHHOW TeMnepaTypbl (CM. Tabn. 2).

- HoBasi KonoHKa MOXET ObITb 3amnosiHeHa CMeCbhHo
OpraHnYeCcKnX pacTBOPUTENE 1 BOAbI, KOTOPast MHOr4a
MOXET cofiepykaTb 1 6ydepHble conn. [MoapobHyto
MH(OPMaLWIO O PaCTBOPUTENSIX, KOTOPbIMYM 3aNONHAKOTCS
nocTaBnsemMble KONIOHKM, MOXHO HaitTv B Tabn. 3.

B Havane ncnonb3oBaHvs cneayet nsderatb NPonycKaHns
yepes KOMOHKY TaKoM NOABWKHOM hasbl, koTopast

MOXET BblI3BaTb BblMaJeHne ocafKa 1av He MOMHOCTHIO
CMeLUMBAaTLCS C 3aMNOMHSAFOLWLMM ee PacTBOPUTENEM.

+ KonoHku Agilent BioHPLC n Agilent AdvanceBio coBmecTvMbl
CO BCEMU PaCNpPOCTPaHEHHbIMV PACTBOPUTENSIMM, KOTOPbIE
NPUMEHSIOTCS N5 aHann3a GMOMOneKy.

Tabnuvua 2. PaGoure napameTpbl KONOHOK: 3HaueHus pH v TemnepaTtypbl.

PekomeHpoBaH- MakcumanbHas
KonoHka Hblli AMana3oH pH pa6ouyasi TemnepaTypa

KonoHku Agilent AdvanceBio| OT 2,0 1o 8,0 60 °C
Peptide Mapping
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio EC-C18

ZORBAX RRHD 071,08080 80°C
ZORBAX 300SB-C8, C3, CN
ZORBAX 300SB-C18 0T1,008080 90 °C

AdvanceBio RP-mAb
Poroshell 300

Poroshell 300 Extend-C18 012080110 60 °C Huxe pH 8,
40 °C Bblwe pH 8

AdvanceBio Oligonucleotide | 0T 3,0 go 11,0 65°C

AdvanceBio Amino Acid
Analysis

PLRP-S 071,010 14,0 200 °C

MpumeyaHue. Bce copbeHTb! Ha OCHOBE CuMKarens pacTBOpVMbI

B OMpe/eNeHHO CTeMneH Npu 3HayeHrsax pH > 6 B NofBIKHbIX Gasax Ha
BO/AHOWM OCHOBE. [1pK NCMOb30BaHWM KOIOHOK Ha OCHOBE CUIUKarens

B Cpeie CO 3HaueHVsiMu pH > 6 HanBonbLLMIA CPOK Cyx6bl obecneynBaeTcs
NpW NOHWXKXEHHbBIX TeMnepaTypax (He 6onee 40 °C) 1 UCNONb30BaHUN HA3KUX
KOHLieHTpauwuii 6ycdepHoro pacTBopa B Ananasore o1 0,01 fo 0,02 monb/n.



Tabnuua 3. PacTBopuTEnN, KOTOPbIMK 3aMNONHAKOTCH NOCTaBNSAEMblE
KOJTOHKMW.

PactBoputenb,
KOTOpbIM 3anosiHseTcs
KonoHka nocraBnsiemas KonoHka COBMEeCTUMOCTb
AdvanceBio Peptide 100% aueToHUTpUN Boga 1 Bce pacnpocTpaHeHHble
Plus OpraHy4ecKite PacTBOPUTENH
Konorku Agilent CMech aLeToHuTpuna | /130eratb cuewvans
AdvanceBio Peptide | ¢ Bogoit ¢ Terparuapodypanom (Tr).
Mapping
AdvanceBio EC-C18
ZORBAX RRHD
KonoHku Agilent
ZORBAX 300SB
AdvanceBio RP-mAb | Cmecb aueToHuTpuna | Boga i Bce opraHuyeckie
€ BOfOM pacTBOPUTENM, B TOM YMCre
Poroshell 300 Cmecb MeTaHona NN-gunermndopmamiia
1 300 EXteﬂd c BO,C(OIZ MﬂMMETMﬂCyﬂquOKCM,El.
AdvanceBio CMmecb alleToHMTpuna | Boaa v sce pacnpocTpaHeHHble
Oligonucleotide C BOAOA OpraHy4eckiie pacTeopuTe-
AdvanceBio Amino 1 [lo6asky, B ToM uncne
Acid Analysis rekcadropuaonponaxon (FOUM)
11 TpUaTaHoNaMuH (TIA)
PLRP-S aueToHnTpwN : Boaa 7:1| Cwmecy Bofbl v OpraHim4eckiix
DaCTBOpV\TEﬂeM, B TOM 4ucne
NN-gumetindopmamnaa
1 BMMETUNCYNbOOKCHAR.
Vcnonb3oBatb Bozy 6e3
OpraHi4eckix pacTeopuTenei
He PeKOMEHAYETCH, TaK Kak
370 yXyALaeT 3G heKTBHOCTL
KOMOHKY 1 COKPALLAET ee CpoK
CYXObI

Bbi60p noaBsmKHoI (a3bl U paboune TemnepaTypbl

MpvBKTaa HEMOABMKHAA hasa TaKmx KOMOHOK Mo CBOEN
npvpoje HenonapHa, MoSTOMY C Helt Ny4Lle UCMob30BaTb
nonsipHble NoABMKHbIE hasbl, HAaNPUMEP CMecK MeTaHoa
WK aLETOHUTPUNA C BOLOW. YBENNYEHME COAEPIKAHMS
OPraHMYecKoro KOMMOHEHTa NPUBOAMT K CHUMKEHMIO
BPEMEHW YAEPXKVMBAHNSA KOMMOHEHTOB MPOobI.

pofomKuTesnbHas aKCrTyaTaLms KOMOHKY Mpy MakcyMasbHOM
paspeLLeHHOl TeMMepaType CHKAET CPOK ee CIyXBbl.

icnonb3oBaHue KonoHkK PLRP-S ¢ noaBu><HbIMMK
hazamu, CoCTOSILLMMM TONBKO U3 BOAbI, 6€3 AobaBNeHUs
OpraHNYecKmnx pacTBOPUTENEN, CHUXKAET CPOK ee CNy>Obl
1N MOXET MPUBECTU K BbICTPOMY YLLIMPEHWNIO MUKOB

N YXYALLEHWO UX CUMMETPUYHOCTY.
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PEKOMEHAyeMbIe HavalJibHble rpaAMeHTbI

[lns pasgeneHns GUOMONeKyN Kak NpaBumo NprMeHseTcs
rPafMEHTHDIV PEXKMM — NMOCTENEHHOE NOBbILLEHNE
COAEPXKaHMS OPraHNYecKoro KOMMOHeHTa, YToOb!
MOMHOCTBHO BbIMbITb 13 KOTOHKM BCE KOMMOHEHTbI
npo6bl. PazneneHve nenTuaoB, NOAUNENTUAOB U 6ENKOB
Yallle BCEro BbIMOHAETCS C MCMONb30BaHNEM KUCbIX
pacTBOpWTENel, B KOTOPbIX A1 PErYIMPOBKIN 3HAYEHNS
pH 1/unun B Ka4eCcTBE MOH-NMAPHOro peareHTa AN
JOCTVKEHMNS HY>XKHOTO YAEPXKMBAHUSA 1 CENEKTUBHOCTY
npVYMeHseTCa TPUDTOPYKCYCHas n MypaBbKHas K1coTa.
B KauecTBe OpraHnM4yeckoro pacTBOpUTENS NPUMEHSAOTCS
aLETOHWUTPWI, METAHON UM 3TAHOA, U3 KOTOPbIX Hanbonee
pacnpoCTPaHeHHbIM ABNAETCS aleTOHUTPUI.

BonbLue nHbopmaummn o pasaeneHnn NnenTuaos MOXHO
HanTn B rnaee 11 KHUr «BeeaeHne B COBPEMEHHYO
YKMAKOCTHYHO XpomMaTorpaduio», cTp. 497-508 (Introduction
to Modern Liquid Chromotography, Second Edition. L.R.
Snyder and J. J. Kirkland, John Wiley & Sons, 1979)

06cny)>XuBaHue KOJIOHKM

KonoHku ¢ paamepom vactuy 1,8 MKM OCHallaroTes
BXOAHOW GpUTTON ¢ pazmepom nop 0,5 MKM. JTtobble
TBEpAble YacTULbl NPUBEAYT K ee 3aCOPEHUIO, MOITOMY

UX CnefyeT yaanuTb 13 Npobbl Nepes aHannsom. Ecnm
cfienatb 370 HEBO3MOXHO, CUCTEMY ClieflyeT OCHAaCTUTb
BCTPOEHHBIM (DUNBTPOM WM 3aLLMTHOM NPELKONOHKOMN.
3TO NO3BOJIUT 3ALUNTUTb aHANTIUTUHECKYHO KOSTOHKY

1 NMOBbICUTL CPOK ee cny»6bl. Konoxka Agilent AdvanceBio
Peptide Mapping nmeeT BxoaHyto GpUTTY C pasMepoM nop
2 MKM. [po6bl ¢ TBEPAbIMM YacTULaMN 6MONOrMYECKOrO
NPOVCXOXAEHWSA pasMepoM 60fbLe 2 MKM NpuBeayT

K 3aCOPEHNI0 BXOAHOW (PUTTbI, NOSTOMY NpK aHanuse
Takyx Npo6 peKoMeHAyeTCA UCMONb30BaTb 3aLUMTHYHO
NpeaKooHKY. B Mo6oM crydae He3aBUCUMO OT
MCNOMb3YeMOI KONOHKM NPO6bI Nepes aHanM3om
pekomMeHayeTca GunbTpoBaTh. Bce pacTBOpUTENW JOMXKHbI
ObITb CBEXENPUIOTOBNEHHBIMU U NPOMUIBTPOBAHHbBIMM
nepea NCNonb30BaHNEM.

Bosblue MHbOoPMAaLMM PO NPEAKONOHKM MOXHO HalTH
no agpecy www.agilent.com/chem/fastguards.


http://www.agilent.com/chem/guards

MpoMbiBKa KONOHKU. KakK yBeNMUYUTb CPOK CYXKGbI KOMIOHKU

KONOHKK, KOTOPbIE MOXHO NPOAYBaTb O6PATHbIM MOTOKOM
(c pasmepom YacTu 6onee 1,8 MKM), pEKOMEHYETCA
NPOMbIBaTb UMEHHO TakiM 06pa3oM. HaunHaiTe NpoMbIBKY
¢ 6osee CUNbHOro (MeHee NONSPHOro) PacTBOPUTENS.

1. OTKIIKOUMTE KOMOHKY OT AETEKTOpa 1 HamnpasbTe NMOTOK
NMPOMbIBHOIO PaCTBOPUTENS B CTaKaH.

2. HauHuTe ¢ noaBmkHoM hasbl 6e3 6yhepHoro pacteopa
(Bopa / opraHuyeckumit pactTeopuTenb). [ponycTuTe Yepe3
KOSTOHKY pacTBopuTenb B konnyectee 10—20 ee 06bEMOB.

3. 3aTeM NPOMOWTE KOSIOHKY YNCTbIM OpraHnYecKmnm
pacTeopuTenemM (MeTaHOIOM MW aLeTOHUTPUIIOM).

4. MpoBepbTe faBneHue 1 y6eanTeCh, YTO OHO BEPHYIOCH
K HOpManbHOMY 3Ha4veHuto. Ecnv HeT, To:

5. BblbpocuTe KONOHKY vy NonpobyiiTe NpoMbITh ee
60onee CUIbHbIM PaCTBOPUTENEM, HANPUMEP CMECHIO
aLeToHUTpUNa C n30MponaHonom 75:25.

6. 3aTeM NPOMOWTE ee YNCTbIM M30MPONaHONIOM,
METUNEHXIOPUAOM UMK rekcaHoM (MW NPOMbIBKe
[VXNIOPMETAHOM UIN FeKCaHOM [0 1 MOCHe KX
MCMONb30BaHUS KOMOHKY HEOOXOAVMO NPOMbITb
130MPOMaHoOIOM, Tak Kak OHWM He CMELLMBAKOTCS C BOAOW).

[na konoHok PLRP-S MoXHO 1Ucrnonb3osaTb 6onee

arpeccuBHYO NMPOMbIBKY CMEChIO pacTsopa 1 Monb/n

NaOH nnu 1 monb/n HCI ¢ opraHuyeckrM pacTBopuTeem

B COOTHOLLeHmK 80:20.

KomnoHku ¢ pasamepoM YacTul 1,8 MKM NpodyBaTb 06paTHbIM
NOTOKOM 3anpellaeTcs. [ns HX BbILeonncaHHyto npoLeaypy
MPOMBIBKM CrieflyeT BbIMOSHATH B MPSIMOM HanpaBrieHuu.

PekomeHgaLum no XpaHeHuto

Kak npaBmio KpaTKOBPEMEHHO KOSTOHKM MOXHO

6e30MacHO XpaHUTb B 6ObLLMHCTBE MNOABVXKHbBIX (as.

[1na [oNroBpeMeHHOro XpaHeHa KONOHOK Ha OCHOBE
CUMKarens ¢ npuBMTol hason cneayeT NCNoNb30BaTh
YMCTbI OpraHNYecKnii pacTBOpUTeNb. ECn paHee KonoHKa
ncnonb3oBanack ¢ 3abyhepeHHON NoABMKHON Ba3oi, CHavana
cnenyeT yaanuTb 6ydepHbI pacTBOP C MOMOLLbHO MPOMbIBKM
CMeCbto MeTaHona m aLeToHuTpuna ¢ sogoi (50:50)

B konnyecTe 20—30 06bEMOB KOOHKM, @ 3aTeM MPOMbIBKM
YMCTbIM pacTBopuTenem B konmyectse 20—30 06bemMoB
KOMOHKN. [epea HanpaBneHneM KOMOHKM Ha XpaHeHne
KOHLIEBbIE DUTVHIM AOMKHbI ObITb TLLATENBHO 3aKPbIThI
3arnyLKamv ansa NpeaoTBpaLLeHns BbICbIXaHWs COPOEHTA.
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B Lienax 3alwmTbl 060pyAoBaHMA pekoMeHayeTes yaanuTb
COJN U3 KOMOHKM 1 060pYL0BaHMSA, MPOMbIB KOMOHKY

TOW »e NoABWXKHOW dasol 6e3 6ydhepHoro pacTeopa
(Hanpvmep, vicnonb3oBaTh cMech aueToHuTpun/H,0 60:40
ANd yaanenns 3abydepeHHoi NoABMKHOM (hasbl cocTaBa
aueToHuTpun : pacteop 0,02 Monb/n hopMmaTa aMMOHUS
60:40). 3TOT NoAxof NO3BONSET BbICTPEE NMOBTOPHO
ypaBHOBELLVBaTb KO/IOHKY NPV UCNOb30BaHNM UCXOAHON
noABWXXHOW (Badbl, yCTPaHsA Npy 3STOM BO3MOXHOCTb
BO3HWKHOBEHWSA KOPPO3WW, BbI3bIBAaEMOW CONAMM.

CoBeTbl ANl NonyvYeHUss Hauy4dLmnx
XpomaTtorpaguyeckux pe3ynbraToB

+ TpybKu, CoeANHSAIOLLME KOMMOHEHTbI
XpoMaTorpaduyecKol cUcTeMbI, LOMKHbI BbITb Kak MOXHO
Kopoye. 3TO NO3BOMUT YMEHBLLUUT BHEKOIOHOYHbIA 06beM
CUCTEMbI 1 YLIMPEHWE MUKOB. VICnonbayiTe Kanunnapsl
C KpacHOW MapKVPOBKOW C BHYTPEHHUM ANaMETPOM
0,12 MM ANst KONOHOK AN CKOPOCTHOM BOXX 1 BOXX.
MoapoBHee 0 pasNNYHbIX BapyaHTax Kanunsapos:
www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

- Y6eanTech B TOM, 4TO CKOPOCTb CcHOpa AaHHbIX
onTuMasbHa ANs UCNONb3YeMOW KOMOHKM. YCTaHOBWTE
NOBbILIEHHYH YacTOTy c6opa AaHHbIX MPY UCMONb30BaHMM
KOMOHOK AN CKOPOCTHOM BAOXKX (ZORBAX RRHD).

+ dunbTpyiiTe CBOM NPOBbI MAN UCMONB3YWTE Apyrie
NOAXOASLLME AN HUX TEXHUKM NPOBONOArOTOBKM. Y3HaTh
noapobHee: www.agilent.com/chem/sampleprep.

+ [Ans nyywmx paboymx xapakTepUCTHK NCNONb3ynTe
B cucTemax BOXX ceptndurumpoBaHHble namnbl.



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

Este guia oferece informacdes gerais sobre
as colunas de fase reversa Agilent BioHPLC
e AdvanceBio. Para obter mais informacgdes
sobre uma fase ou linha especifica, acesse:
www.agilent.com/chem/biocolumnchoices

Introdugao

Cada coluna Agilent traz um relatério de controle de qualidade
do desempenho da coluna, incluindo um cromatograma

de teste. O sistema utilizado para este teste de controle de
qualidade é uma versao do sistema padrao modificada com o
objetivo de minimizar o volume morto, por isso o resultado do
teste pode variar do sistema usado em seu laboratério. Isso
permite avaliar melhor a eficiéncia da coluna e garantir uma
maior consisténcia do produto. Um sistema de LC otimizado
ird gerar resultados semelhantes aos do cromatograma no
relatorio de controle de qualidade do desempenho.

Caso tenha perguntas especificas, entre em contato
com a equipe de Suporte Técnico em:
www.agilent.com/chem/columnsupport.

Utilizagao da coluna

Instalagao

+ Adiregao do fluxo é indicada na coluna.

+ As colunas de 1,8 um (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD)

s6 podem ser operadas na dire¢éo do fluxo indicada na
coluna.

Para conexdes de coluna removiveis e sem volume morto,
a Agilent recomenda o uso da linha InfinityLab Quick Connect
e Quick Turn. As opgoes séo:


http://www.agilent.com/chem/columnsupport

Pressédo

maxima do
sistema

Conexao recomendada

PORTUGUES

Part Numbers

Até 400 bar Conexdo InfinityLab Quick Turn Conexdo: 5067-5966
(aperto manual)
Até 800 bar Conexdo InfinityLab Quick Turn Conexdo: 5067-5966

(com ferramenta de montagem)

Ferramenta
de montagem:
5043-0915

Até 1300 bar

Conexao InfinityLab Quick
Connect

Conexao: 5067-5965

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

Conjunto de troca rapida
InfinityLab, p/n 5067-5961

Conexao InfinityLab Quick
Turn, p/n 5067-5966

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

Condicionamento da coluna

Cada coluna é testada antes do envio. Antes da primeira
utilizagdo, o solvente de transporte deve ser substituido
pelo eluente, com cuidado para que todos os componentes
sejam misciveis e sollveis. Caso utilize aditivos na fase
movel (como tampdes ou reagentes de par idnico),
recomenda-se fazer uma limpeza intermediaria com uma
fase maovel do composto correto, mas sem estas adigdes.

A limpeza com volumes de 10 a 20 vezes o volume da
coluna deve ajudar na transigéo para a fase movel. Verifique
se a coluna foi devidamente equilibrada antes de usar.

Isso garantird a reprodutibilidade e evitara desvios do tempo
de retencéo. Ao usar dcido férmico como aditivo de fase
movel, condicione a coluna conforme recomendado na
tabela Condi¢des do método de condicionamento da coluna
para dcido férmico.



Condig¢des do método de condicionamento da coluna para acido formico

DI da

coluna Vazao Temp.da  Tempo Pés-condicio-

(mm) Fasemével (mL/min) coluna (°C) (h) namento

21 95/5 de 0,1 60 4 Lavare
H,0/CH,CN + armazenar
0,1% de acido em 100% de
férmico CH,CN

30 95/5de 02 60 4 Lavare
H,0/CH,CN + armazenar
0,1% de acido em 100% de
férmico CH,CN

4,6 95/5 de 04 60 4 Lavare
H,0/CH,CN + armazenar
0,1% de acido em 100% de
férmico CH.,.CN

Observagao: O condicionamento durante a noite, ou de até 24 horas, pode
ser benéfico, especialmente para colunas mais longas ou analitos acidos

Consideracoes de seguranga importantes

+ Todos os pontos de conexao em sistemas de
cromatografia liquida sdo possiveis fontes de vazamentos.
Os usuarios devem estar atentos a toxicidade ou a
inflamabilidade das fases moveis.

+ Devido ao pequeno tamanho de particula, os
empacotamentos de coluna seca sao inalaveis. A Agilent
ndo recomenda remover as conexdes da extremidade da
coluna e expor o meio. As colunas s6 devem ser abertas
por pessoal treinado em uma area bem ventilada.

+ Respeite os limites operacionais de presséo indicados para
cada coluna (consulte a Tabela 1). Exceder esses limites
compromete o desempenho cromatografico e a vida Util da
coluna, além da possibilidade de nao ser seguro.



PORTUGUES

Tabela 1. Parametros operacionais maximos — Colunas de até 4,6 mm.

Limite de
Coluna Tamanho de particula pressao
AdvanceBio Peptide Mapping 2,7 ym 600 bar
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio EC-C18
AdvanceBio Oligonucleotide
AdvanceBio Amino Acid Analysis
AdvanceBio RP-mAb 3,5um
ZORBAX 300SB 3,5um, 5pm, 7 pm 400 bar
Poroshell 300 5um
ZORBAX RRHD 1,8 um 1200 bar
PLRP-S 3um 275 bar
5pum, 8 um, 10 um 207 bar
10a15um, 103 bar
15a20 pm, 30 um

Outras dicas operacionais

+ Embora o fluxo reverso geralmente ndo seja prejudicial a
coluna, ele deve ser evitado, exceto ao tentar remover uma
frita entupida (consulte Cuidados com a coluna).

+ Recomenda-se que a vaz&o seja iniciada com uma taxa
reduzida e, em seguida, aumentada gradualmente até
a vazao operacional desejada.

+ Sempre utilize reagentes de alta pureza e solventes de
cromatografia de boa qualidade para preparar a fase mével.
Desgaseifique e filtre toda a fase movel antes da utilizagéo.

+ A desmontagem de uma coluna prejudica seu
desempenho.

+ Um filtro em linha ou coluna de guarda podem ser usados
para proteger a coluna e aumentar sua vida util.

+ Se a coluna for usada fora da faixa de pH recomendada
para a fase da coluna (consulte a Tabela 2), o resultado
serd uma vida Util reduzida.



+ As colunas ndao devem ser mantidas a temperatura
ou pH elevados quando nédo estiverem em uso
(consulte a Tabela 2).

+ Novas colunas podem conter uma mistura de solventes
organicos e agua, que pode conter sais de tampao.
Consulte a Tabela 3 para obter detalhes sobre os
solventes de transporte. Em primeiro lugar, deve-se tomar
cuidado para ndo passar pela coluna qualquer fase movel
que possa formar um precipitado ou que possa néo ser
totalmente miscivel.

+ As colunas Agilent BioHPLC e AdvanceBio sdo
compativeis com todos os eluentes comuns usados para
analise de biomoléculas.

Tabela 2. Parametros operacionais da coluna — pH e temperatura.

Faixa de pH Temperatura
Coluna recomendada operacional maxima
AdvanceBio Peptide Mapping| 2,0 a 8,0 60 °C
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio EC-C18
ZORBAX RRHD 1,0a80 80°C
ZORBAX 300SB-C8, C3,CN
ZORBAX 300SB-C18 1,0a80 90°C
AdvanceBio RP-mAb
Poroshell 300
Poroshell 300 Extend-C18 20a11,0 60 °C abaixo de pH 8,
40 °C acima de pH 8
AdvanceBio Oligonucleotide | 3,0a11,0 65°C
AdvanceBio Amino Acid
Analysis
PLRP-S 1,0a14,0 200°C

Observagao: Todos os empacotamentos a base de silica tém alguma
solubilidade em fases moveis aquosas com pH maior que 6. Ao utilizar
colunas a base de silica em pH >6, uma melhor vida Util da coluna é obtida
em temperaturas mais baixas (max. 40 °C) usando concentragdes baixas
para o tampdo na faixa de 0,01 a 0,02 M.



Tabela 3. Solventes de transporte.

Coluna

AdvanceBio Peptide
Plus

Solvente de tran.

100% de acetonitrila

AdvanceBio Peptide
Mapping

AdvanceBio EC-C18

ZORBAX RRHD

ZORBAX 300SB

Mistura de acetonitrila
e dgua

PORTUGUES

rte Compatibilidade

Agua e todos os
solventes organicos
comuns. Evite
tetrahidrofurano (THF).

AdvanceBio RP-mAb

Mistura de acetonitrila
e dgua

Poroshell 300 e
300 Extend

Mistura de metanol
e dgua

Agua e todos

os solventes
organicos, incluindo
N,N-dimetilformamida
e dimetilsulfoxido

AdvanceBio
Oligonucleotide

AdvanceBio Amino
Acid Analysis

Mistura de acetonitrila
e dgua

Agua e todos os
solventes organicos
comuns. Modificadores
incluindo HFIP e TEAA

PLRP-S

7:1 de acetonitrila/agua

Solventes organicos
aquosos, incluindo
N,N- dimetilformamida
e dimetilsulfoxido.
100% aquoso ndo é
recomendado, pois
reduzird o desempenho
e avida (til da coluna

Escolha de fase mével e temperaturas operacionais

A fase estacionaria ligada é nao polar por natureza e é

melhor usada com fases méveis polares, como misturas de
metanol/dgua ou acetonitrila/agua. Aumentar a quantidade de
componente organico reduz o tempo de retengéo da amostra.

Quando a temperatura maxima é usada por periodos
prolongados, isso reduzira a vida Util da coluna.

0 uso de eluentes 100% aquosos com colunas PLRP-S reduzira
significativamente a vida Util da coluna e podera resultar em
uma rapida deterioragéo na largura e simetria do pico.




Gradientes iniciais recomendados

As separagdes de biomoléculas normalmente usam condi¢bes
de gradiente, aumentando a quantidade do componente
organico para obter a eluicdo na coluna. As separagdes de
peptideos, polipeptideos e proteinas sdo mais comumente
realizadas usando eluentes acidos com &cido trifluoroacético
(TFA) ou acido férmico (FA) usado como o modificador para
controlar o pH e/ou como um aditivo de pareamento iénico
para alcangar a retengéo e seletividade desejadas. Produtos
organicos, como acetonitrila, metanol e etanol, sao usados para
eluicao, sendo a acetonitrila 0 mais comumente utilizado.

Informacdes adicionais sobre separagdes de peptideos
podem ser encontradas no capitulo 11, paginas 497-508,
Introduction to Modern Liquid Chromotography, segunda
edicdo. L.R. Snyder e J. J. Kirkland, (John Wiley & Sons, 1979).

Cuidados com a coluna

As colunas com tamanho de particula de 1,8 pm tém uma
frita de entrada de 0,5 um. Os particulados irdo bloquear
as fritas de entrada da coluna e devem ser removidos
antes da andlise da amostra. Quando isso néo for possivel,
um filtro em linha ou coluna de guarda deve ser usado
para proteger a coluna analitica e aumentar a vida Util da
coluna. A coluna AdvanceBio Peptide Mapping tem uma
frita de entrada de 2 um. As amostras que contém material
bioldgicos particulados maiores que 2 um, irdo obstruir a
frita de entrada, portanto, é recomendado o uso de colunas
de guarda com esse tipo de amostras. E melhor filtrar
suas amostras antes de injeta-las em qualquer coluna.
Vocé também deve verificar se todos os eluentes foram
preparados e filtrados antes do uso.

Consulte www.agilent.com/chem/guards para obter mais
informagoes sobre colunas de guarda.


http://www.agilent.com/chem/guards
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Limpeza da coluna/Prolongamento da vida dtil da coluna

Para colunas que podem ser submetidas a backflush
(particulas >1,8 um), limpe a coluna de forma reversa.
Comece com um solvente mais forte (menos polar).

1. Desconecte a coluna do detector e cologue os solventes
de lavagem em um béquer.

2. Inicie com sua fase mével sem sais de tampao
(Adgua/organico). Realize corridas com 10 a 20 volumes
de coluna.

3. Depois, use o componente 100% organico
(metanol ou acetonitrila).

4. Verifique a pressao para ver se ela voltou ao normal.
Se nao, entao:

5. Descarte a coluna ou considere condigoes mais fortes,
por exemplo, 75% de acetonitrila: 25% de isopropanol.

6. Aumente para 100% de isopropanol, 100% de cloreto de
metileno ou 100% de hexano (se vocé usar cloreto de
metileno ou hexano, sera necessario lavar a coluna com
isopropanol antes da utilizagéo e antes de retornar a fase
mével, pois ele ndo é miscivel com solugdo aquosa).

Ciclos de limpeza agressivos usando 80% de 1T M de NaOH
ou T M de HCI com 20% de organico podem ser usados com
as colunas PLRP-S.

Para colunas com particulas de 1,8 um, ndo faga backflush
da coluna. Vocé pode tentar o procedimento de limpeza
conforme detalhado acima, mas mantenha a diregéo do fluxo.

Recomendagdes de armazenamento

Em geral, as colunas podem ser armazenadas de forma
segura por periodos curtos na maioria das fases moveis.
0 armazenamento a longo prazo de colunas de fase ligada
a base de silica deve estar em um solvente organico puro.
Se a coluna tiver sido usada anteriormente com uma fase
movel tamponada, o tampéao devera ser removido primeiro
purgando a coluna com 20 a 30 volumes de uma mistura
50:50 de metanol ou acetonitrila e dgua, seguido de 20 a
30 volumes de coluna do solvente puro. Antes de armazenar,
os adaptadores de extremidade devem ser bem fechados
com plugues para evitar que 0 empacotamento seque.



Para proteger o equipamento, recomenda-se remover 0s

sais do instrumento e da coluna, purgando a coluna com a
mesma fase mdvel sem o tampao (por exemplo, utilizando
60:40 de ACN/H,0 para remover uma fase moével de 60:40

de ACN/0,02 M de tampéo de fosfato). O reequilibrio é réapido
com a fase movel original ao usar esta abordagem e qualquer
possibilidade de corroséo devido aos sais € eliminado.

Dicas para os melhores resultados
cromatograficos

Otimize seu instrumento minimizando o comprimento
dos tubos entre os componentes. Isso reduzira o volume
extracoluna e o alargamento da banda. Use a tubulagéo
vermelha com 0,12 mm de diametro interno para
colunas de LC rapidas/de alta eficiéncia. Obtenha mais
informagoes sobre opgdes de capilar em
www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

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 répidas (ZORBAX RRHD).

+ Utilize filtragdo ou outras técnicas de preparo
adequadas para sua amostra. Saiba mais em
www.agilent.com/chem/sampleprep.
Utilize lampadas certificadas em seus instrumentos de LC
para obter o melhor desempenho.
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http://www.agilent.com/chem/lccapillaries
http://www.agilent.com/chem/sampleprep

Agilent AdvanceBio columns

For faster, more consistent biopharmaceutical analysis
Agilent AdvanceBio is a family of state-of-the-art biocolumns
designed to deliver consistent, exceptional performance

for the separation and characterization of peptides and
proteins. The science behind AdvanceBio columns helps
advance accuracy, provide greater productivity, and eliminate
interferences that can impede progress. AdvanceBio columns
are rigorously tested by Agilent to ensure great results and
are backed by Agilent's 60-day full satisfaction warranty.

Find the right column for
your separation

Try the LC Column and
Sample Prep Navigator

Get started now at www.agilent.com/chem/navigator.


http://www.agilent.com/chem/navigator

Agilent ordering information

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

For technical support or to place an order,
visit www.agilent.com/chem/columnsupport

To place an order,
visit www.agilent.com/en-us/contact-us/wheretobuy

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

To find parts and supplies to support high-performance
bioseparation, such as stainless steel-coated PEEK capillaries
for high-pressure bio-inertness and robustness, visit
www.agilent.com/chem/Icsupplies

To receive a copy of the Infinity Supplies calalog, and other
key resources, visit www.agilent.com/chem/getguides
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