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서론
Agilent AdvanceBio Amide HILIC 컬럼은 N-글리칸과 기타 극성 분석물질의 HILIC 분리를 
위해 설계되었습니다. 완전 다공성 1.8μm 실리카 입자와 고유한 결합 케미스트리가 
탁월한 장기 안정성과 재현성을 제공하는 동시에 복잡한 N-글리칸 혼합물의 최적의 분리를 
제공합니다.

Agilent AdvanceBio Amide HILIC 
1.8µm 컬럼
N-글리칸 및 기타 극성 분석물질 분석을 위한 HILIC 컬럼
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시작하기
컬럼별 QC 테스트 크로마토그램과 배치별 글리칸 분리를 포함한 
컬럼 성능 보고서가 모든 애질런트 컬럼에 포함되어 있습니다. 

애질런트의 QC 테스트 시스템은 실험실에서 사용되는 시스템과 
약간 다를 수 있습니다. 애질런트 시스템은 dead volume을 
최소화하도록 개선되었으며, 이를 통해 애질런트는 컬럼 효율성을 
평가하고 제품 일관성을 보장할 수 있습니다.

최적화된 LC 시스템은 QC 성능 보고서의 크로마토그램과 유사한 
결과를 생성합니다.

중요 안전 고려사항
 – LC 시스템의 모든 연결 지점은 잠재적인 누출 원인입니다. 
이동상의 잠재적인 독성이나 가연성에 항상 주의하세요.

 – 이 컬럼은 기계적 안정성이 있으며 권장 최대 작동 압력에 
대한 테스트를 거쳐 많은 LC 기기에서 안전한 실험실 작업을 
보장합니다.

 – 입자 크기가 작기 때문에 건조한 AdvanceBio Amide HILIC 
패킹은 흡입 가능합니다. 컬럼을 여는 것은 안전 위험과 컬럼 
성능 저하 가능성으로 인해 권장되지 않습니다. 꼭 필요한 
경우에는 환기가 잘 되는 곳에서만 컬럼을 여십시오.

기타 팁
 – 흐름 방향은 컬럼에 표시되어 있습니다.

 – HILIC 분리에는 적은 주입량이 가장 적합합니다. 1µL 이상의 
주입량은 시료 용매 조성이 그레디언트의 시작 조건에 맞게 
조정되지 않으면 피크 모양과 분리능을 손상시킵니다.

컬럼 사용하기
설치
짧은 3/8인치 렌치를 사용하여 컬럼을 기기에 부착합니다. 이를 
통해 컬럼을 손상시킬 수 있는 엔드 피팅의 과도한 조임을 방지하는 
데 도움이 됩니다. 

팁: Agilent InfinityLab Quick Connect LC 피팅(부품 번호  
5067-5966)을 사용하여 컬럼을 LC 기기에 빠르게 연결하세요.

컬럼 컨디셔닝
Agilent AdvanceBio Amide HILIC 컬럼은 당단백질 및 
글리코펩타이드에서 절단된 N-결합 글리칸을 분리하기 위해 
설계되었습니다. HILIC 메커니즘이 효과적으로 작동하기 위해 
사용하기 전에 컬럼을 완전히 평형화해야 합니다.

주의: 형광 검출기(FLD) 플로우 셀에 과도한 압력을 가하지 
마십시오. 애질런트는 모든 이동상이 바로 폐액으로 들어가도록 
컬럼 컨디셔닝 중에 FLD를 완전히 분리할 것을 권장합니다. 

애질런트는 다음 순서로 컬럼을 컨디셔닝할 것을 권장합니다.

 – 이동상 A: 50mM 포름산암모늄, pH 4.4

 – 이동상 B: 아세토니트릴
 – 유속: 0.5mL/분
 – 컬럼 온도: 60°C

1. 80% A에서 15분 동안 컨디셔닝합니다.

2. 10분 동안 초기 그레디언트 조건에서 평형화합니다.

최대 MS 신호를 위한 옵션 컨디셔닝
 – 이동상 A: 5mM 포름산염암모늄, pH 4.4

 – 이동상 B: 아세토니트릴
 – 유속: 0.9mL/분
 – 컬럼 온도: 80°C

1. 90% A에서 70분 동안 컨디셔닝합니다.

2. 10분 동안 초기 그레디언트 조건에서 평형화합니다.

3. 모든 LC 흐름을 폐액으로 들어가도록 합니다. 

주의: 옵션 컨디셔닝이 필요한 경우, 표준 컨디셔닝 및 평형화 전에 
옵션 컨디셔닝을 수행하십시오. 

사용 설명서
작동 파라미터: pH, 온도 및 압력

 – 최대 작동 압력은 1,200bar입니다. 

 – 최적의 컬럼 수명은 최고 압력의 80%까지만 사용할 때 유지될 
수 있습니다. 일반적인 작동 온도는 60°C입니다. 최대 80°C의 
온도에서도 작동은 가능하나, 컬럼 수명이 줄어들 수 있습니다. 

 – 작동 pH 범위는 2~7입니다. 

주의: pH 7 및 60°C 이상에서 컬럼을 사용하면 컬럼 수명이 
단축됩니다. AdvanceBio Amide HILIC 컬럼은 HILIC amide 상을 
포함하는 실리카 기반 컬럼입니다. 모든 실리카는 pH > 6 수용성 
이동상에서 어느 정도 용해도를 가지며 온도가 높아지면 용해도도 
증가합니다.
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출하 용매 및 호환성
 – AdvanceBio Amide HILIC 컬럼은 아세토니트릴로 채워져서 
제공되며 HILIC 분리에 바로 사용할 수 있습니다. HILIC 컬럼은 
역상 컬럼보다 더 오랜 평형화가 필요합니다. 이는 글리칸 
분석에 가장 일반적으로 사용되는 완충액 및 아세토니트릴과 
호환됩니다. 

 – 글리칸 분석을 위한 일반적인 이동상은 아세토니트릴 및 
포름산암모늄 완충액(pH 4.4)입니다. 이 상을 형광 또는 MS 
검출과 함께 사용할 수 있습니다.

권장 시작 조건
 – 이동상 A: 50mM 포름산암모늄, 포름산을 이용해 pH 4.4로 
조정됨

 – 이동상 B: 아세토니트릴
 – 컬럼 온도: 60°C

 – 유속: 0.5mL/분
주의: 1µL 수성 주입을 사용한 예. 더 큰 용량을 주입하려면 시료 
전처리 사용자 설명서를 참조하세요. 

표 1. 고도로 복잡하거나 시알산화된 
글리칸 시료에 권장되는 시작 
그레디언트.

시간 %B 유속(mL/분)

0 76 0.5

45 46 0.5

46 40 0.5

48 40 0.5

49 76 0.5

60 76 0.5

그림 1. 60분 그레디언트를 사용한 Agilent AdvanceBio InstantPC Human IgG N-glycan Library(부품 번호 GKPC-005)의 시료 
크로마토그램.
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표 2. 단순한 중성 글리칸 시료에 
권장 시작 조건.

시간 %B 유속(mL/분)

0 76 0.5

17 62 0.5

18 40 0.5

20 40 0.5

21 76 0.5

30 76 0.5

그림 2. 30분 그레디언트를 사용하여 Agilent-NISTmAb에서 방출된 AdvanceBio InstantPC 표지 N-글리칸의 시료 크로마토그램.
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컬럼 관리 및 세척
적절한 세척을 통해 컬럼의 수명을 연장하세요.

 – 분리 방법은 60% 이동상 A를 사용한 플러싱 단계("권장 시작 
조건" 참조)와 재평형으로 마무리되어야 합니다. 

 – (비정상적으로 높은 컬럼 역압으로 인해) 용매 흐름이 제한되는 
경우 컬럼 주입구까지 흐름이 방해받지 않는지 확인하세요. 

 – 컬럼 앞에 방해받는 경우, 막힌 튜브 또는 필터 부분을 
교체하세요. 

 – 컬럼이 막힌 경우 컬럼을 교체하세요. 

 – 백플러시하지 마십시오. 

 – 컬럼 주입구 프릿이 막히지 않도록 시료 분석 전에 미립자를 
제거하세요. 이것이 불가능할 경우, 인라인 필터를 사용하여 
컬럼을 보호하고 수명을 연장하세요. 모든 컬럼에 시료를 
주입하기 전에 시료를 필터링해야 합니다.

www.agilent.com
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권장 저장 방식
컬럼은 이동상에서 짧은 기간 동안 안전하게 보관될 수 있습니다. 
장기 보관 용매로는 순수 아세토니트릴을 권장합니다. 고농도 
완충액은 아세토니트릴과 혼합하면 침전될 수 있으므로 
아세토니트릴로 플러싱하기 전에 먼저 총 완충액이 10mM 미만인 
아세토니트릴/완충액 혼합물로 컬럼을 세척해야 할 수도 있습니다. 
컬럼을 보관하기 전에 패킹이 건조되는 것을 방지하기 위해 엔드 
플러그로 엔드 피팅을 단단히 캡핑하세요. 

주문 상세 정보
설명 제품 번호

AdvanceBio Amide HILIC, 2.1 × 150mm, 1.8µm 859750-913

AdvanceBio Amide HILIC, 2.1 × 100mm, 1.8µm 858750-913

AdvanceBio Ammonium Formate Mobile Phase Concentrate  
(Makes 1L of 50mM Ammonium Formate, pH 4.4)

G3912-00000

AdvanceBio InstantPC Human IgG N-glycan Library GKPC-005

Agilent-NISTmAb, 25µL(10mg/mL, 0.25mg Total) 5191-5744

Agilent-NISTmAb, 4 × 25µL(10mg/mL, 1mg Total, 0.25mg per 
Aliquot)

5191-5745

한국애질런트테크놀로지스㈜
대한민국 서울특별시 서초구 강남대로 369,  
A+ 에셋타워 9층, 06621
전화: 82-80-004-5090 (고객지원센터)
팩스: 82-2-3452-2451
이메일: korea-inquiry_lsca@agilent.com
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