COLUMN USER GUIDE ':.:'
for Agilent A
Reversed-Phase Columns '
Agilent R B BIEHE F Pi5E

Guide dlutilisation des colonnes pour les colonnes a phase
inverse Agilent

Saulenbenutzerhandbuch fiir Agilent Umkehrphasensaulen
Manualelutenti per colonne a fase inversa Agilent

, -
Guia de'usuario de columna para columnas de fase reversa
Agilent

Agilent ##8h 5 L 1 —HF—HA K

PyKoBOACTBO MOfIb30BATENA MO KONOHKAM AfA NpoBeaeHMA
obpallieHHO-hasHoiBIXKX Agilent

Guia rapido para as colunas Agilent de fase reversa

1L Mea of Confidence

Z0RBAX reversed-phase / )28 / & phase reversa / Umkehrphase / Fase inversa /
Fase inversa / 48 / Fase reversa / o6patiéHHo-thasHoit

HPLC phases / 48 / Phases HPLC / Phasen / Fasi / Fases /3 5 /s / Fases / chaaHoii
Poroshell 120/300 / Pursuit / Polaris / HC-C18(2) / TC-C18(2)

- Agilent Technologies




This booklet provides general information
for all ZORBAX, Poroshell, Pursuit, and
Polaris reversed-phase columns.

For additional detailed information
about your specific phase or family, see:
agilent.com/chem/columnchoices

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 and assures a more consistent product. A properly configured

LC system will generate similar results to the chromatogram on your QC
Performance Report.

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

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

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

+ Agilent recommends using Polyketone fittings (5042-8957) for columns
up to 600 bar, and A-Line Quick Connect assembly (5067-5961 for
0.075 x 105 mm) or Quick Turn Fitting (5067-5966) for columns that
will be operated at UHPLC pressures. Be sure to order the right
capillary connection for your fitting.

Learn more at www.agilent.com/chem/a-linefittings.

= > -G
Polyketone fitting, A- Line Quick Connect Quick Turn fitting,

p/n 5042-8957 assembly, p/n 5067-5961 p/n 5067-5966

Column conditioning

Every column is tested before shipment and shipped in the test eluent.
So, for first use, rinsing with water is not necessary. 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. For shorter chain chemistries
(C8, Phenyl, CN, for example), care should be taken to make sure the
column has been properly equilibrated prior to use. This will ensure
reproducibility and help prevent retention time drifting.

Important safety considerations

+ All points of connection 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.
Columns should only be opened in a well-ventilated area.

+ Please adhere to operating pressure limits noted for each column
(see chart). Exceeding these limits will compromise chromatographic
performance and could be unsafe.



Other operating tips
* While generally not harmful to the column, reverse flow should be
avoided except to attempt removal of clogged frit (see “column care”).

» 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.

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

* Agilent reversed-phase columns are compatible with water and all
common organic solvents.

+ The use of a guard column is recommended to protect your column
and increase its lifetime.

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

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

If you are using Poroshell 120 or ZORBAX RRHT or RRHD
columns, 1.8 um, consider using a Fast Guard for UHPLC to
protect your analytical column.

See agilent.com/chem/fastguards for more information.
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Column Operating Parameters: pH and Temperature

Phase Recommended Maximum operating
pH range temperature
ZORBAX Eclipse Plus C18  pH2.0t0 9.0 60°C

and C8, Eclipse XDB-C8,
XDB-C18, XDB-Phenyl,
Poroshell 120 EC-C18
and EC-C8, ZORBAX
Bonus-RP, HC-C18(2) and

TC-C18(2)
Poroshell HPH pH2.0t0 11.0 60 °C
ZORBAX Extend C18 pH2.0t0 11,5 60 °C (40 °C at high pH)

ZORBAX 0DS, ZORBAX pH2.0to 8.0 60 °C
Phenyl, ZORBAX Eclipse

Plus Phenyl-Hexyl,

Poroshell 120 PFP,

Poroshell 120 Phenyl-

Hexyl, ZORBAX XDB-CN,

ZORBAX Eclipse PAH,

All Pursuit and Polaris

bonded phases.

ZORBAX Eclipse PAH pH2.01t08.0 60 °C at pH <6.0
Poroshell 120 SB-C18, pH1.0t0 8.0 90 °C (StableBond C18 and
StableBond C18, ZORBAX Poroshell 120 SB-C18)
Rx-C8, ZORBAX SB-Aq, o

ZORBAX SB-Phenyl, 80 °C (Rx-C8 and SB-Aq,
$B-C3, Poroshell 300, SB-C3 and SB-Phenyl)
3008B-C3 70 °C for pH <5.0; 40 °C

for pH 5.0 to 8.0 (Poroshell
300 and 300SB-C3)

ZORBAX TMS pH2.0107.0 60°C

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



Maximum Operating Pressures —
Columns up to 9.4 mm id

Column type Particle size Pressure limit
ZORBAX Rapid Resolution 3.5um 400 bar
(6000 psi)
ZORBAX Rapid Resolution 1.8 um 600 bar
High Throughput (RRHT) (9000 psi)
Z0ORBAX Rapid Resolution 1.8 um 1200 bar
High Definition (RRHD) (17000 psi)
Poroshell 120, Poroshell HPH 2.7 um, 4 ym 600 bar
(Poroshell 120) (9000 psi)
Poroshell 300 5pm 400 bar
(6000 psi)
All ZORBAX, Pursuit, and 3.0 ym, 3.5 pm, 400 bar
Polaris columns, not noted as 5um (6000 psi)
RRHT or RRHD, and HC-C18(2),
TC-C18(2)

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 typically reduces
the retention time of the sample.
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Recommended Starting Gradients

Stationary phase Usage notes

Most reversed-phase 5% methanol or acetonitrile initially and 100%
columns methanol or acetonitrile as the final solvent.
ZORBAX Eclipse PAH* 30 or 40% acetonitrile initially, to 100%

acetonitrile as final solvent. It may be necessary
to cool column to 15 to 20 °C for improved
resolution.

ZORBAX Bonus-RP Lower concentration of organic mobile phase
modifier is required for compound elution,
compared to traditional long-chain alkyl
stationary phases.

Large molecule columns Separations of polypeptides, proteins, DNA

(e.g.. Poroshell 300, fragments, etc. often use trifluoroacetic or

ZORBAX 300SB columns) formic acid modifier for pH control and/or as
an ion-pairing additive for desired retention
and selectivity. Organic buffers such as TRIS
are especially useful for intermediate pH
applications.

*Best column lifetime is achieved at < 40 °C.



Column Care

The inlet frit on columns with a particle size of 2.7 ym or greater has a
nominal porosity of 2 ym. Samples that contain particulate matter will plug
the column inlet frit. ZORBAX and Fast Guard columns and hardware kits
(as required) are recommended for use with such samples, and are gener-
ally recommended for all column use.

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

Cleaning Your Column/Extending Column Life

For columns that can be backflushed (Poroshell 120, ZORBAX columns
with particles >1.8 um and all Pursuit and Polaris columns), start with a
stronger (less polar) solvent.

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

2. Start with your mabile phase without buffer salts (water/organic).
Run at 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,
e.g., 75% acetontrile/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
reversed-phase mobile phase).

For columns with particles < 1.8 um, do not backflush the column - replace
the column.
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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. Columns may be safely stored for
short periods in most mobile phases. To protect equipment, is it 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 danger of corrosion from the salts is eliminated.

Storage Recommendations



Tips for Getting the Best Chromatographic Results

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

Ensure the data collection rate is optimized for your column. Use a
higher collection rate for Fast LC columns (Poroshell 120, RRHT, RRHD).

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

Use Agilent certified lamps in your LC instruments for best
performance.
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Ce livret fournit des informations
générales relatives a toutes les colonnes
Z0RBAX, Poroshell, Pursuit, et Polaris a
phase inverse.

Pour obtenir des informations
supplémentaires plus détaillées
relatives a votre phase ou a votre
famille en particulier, visitez le site :
agilent.com/chem/columnchoices

Mise en route

Un rapport sur les performances QC des colonnes, comprenant un
chromatogramme-test, accompagne chaque colonne Agilent. Le systéme
HPLC de test QC a été modifié par rapport & un systéme standard afin de
minimiser les volumes morts dans le systéme, de sorte qu'il peut étre
différent du systéeme utilisé dans votre laboratoire. Cela permet une
meilleure évaluation de la colonne et garantit une meilleure conformité
du produit. Un systéme LC correctement configuré géneérera des résultats
similaires au chromatogramme sur votre rapport des performances QC.

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

Installation
+ Ladirection du flux est indiquée sur la colonne.

* les colonnes 1.8 um (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) ne peuvent étre
utilisées que dans la direction du flux indiquée sur la colonne.

+ Agilent recommande d'utiliser les raccords de colonne en polycétone
(5042-8957) pour des pressions jusqu'a 600 bars, et un raccord rapide
A-Line Quick Connect (5067-5961 pour 0,075 x 105 mm) ou un rac-
cord rapide Quick Turn (5067-5966) pour les colonnes utilisées a des
pressions UHPLC. Assurez-vous de commander le connecteur capillaire
correspondant a votre raccord. Pour en savoir plus, rendez-vous sur :
www.agilent.com/chem/a-linefittings.

= N :
= > <G
Polyketone fitting, A- Line Quick Connect Quick Turn fitting,

p/n 5042-8957 assembly, p/n 5067-5961 p/n 5067-5966
Conditionnement d’une colonne

Chaque colonne est testée avant expédition et expédiée dans I'éluant du
test. Par conséquent, il n'est pas nécessaire de la rincer a I'eau pour la
premiére utilisation. En cas d’utilisation d'additifs de phase mobile (tels que
des tampons ou des réactifs de paires d'ions), il est conseillé de procéder a
un rincage intermédiaire avec une phase mobile de la composition
correcte, mais sans les additifs. Le rincage avec 10 a 20 volumes de
colonne favorise la transition vers votre phase mobile. En ce qui concerne
les greffons a chaine plus courte (C8, Phényl, CN, par exemple), il est
recommandé de s'assurer que la colonne a été correctement équilibrée
avant utilisation. Ceci afin de garantir la reproductibilité et d'éviter la dérive
du temps de rétention.

Considérations importantes relatives a la sécurité

+ Tous les points de connexion dans les systémes de chromatographie
liquide sont des sources potentielles de fuite. Les utilisateurs doivent étre
informés de la toxicité et de I'inflammabilité de leurs phases mobiles.



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

Veuillez observer les limites de pression opérationnelle indiquées pour
chaque colonne (voir le graphique). Le dépassement de ces limites
peut compromettre les performances chromatographiques ainsi que la
sécurité.

Autres conseils d’utilisation

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

Toujours utiliser des réactifs de grande pureté et du solvant de qualité
chromatographique pour préparer votre phase mobile. Dégazer et filtrer
toute phase mobile avant utilisation.

Désassembler colonne risque de diminuer ses performances.

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

Les colonnes a phase inverse Agilent sont compatibles avec I'eau et
tous les solvants organiques communs.

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

Les colonnes ne doivent pas étre maintenues a un pH élevé ni a une
température élevée lorsqu’elles ne sont pas utilisées.

Eviter toute utilisation de cette colonne en dehors des gammes pH
recommandées pour la phase des colonnes (voir page suivante). La
durée de vie sera réduite en cas d'utilisation en dehors des gammes pH
et température recommandées.
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Parametres opérationnels de la colonne : pH et température

Phase Gamme pH Température
recommandée opération-nelle maximum

ZORBAX Eclipse Plus C18 ~ pH2.049.0 60 °C

et C8, Eclipse XDB-C8,

XDB-C18, XDB-Phényl,

Poroshell 120 EC-C18 et

EC-C8, ZORBAX Bonus-RP,

HC-C18(2), TC-C18(2)

Poroshell HPH pH2.0a11.0 60 °C

ZORBAX Extend C18 pH2.04a1156 60 °C (40 °C & pH élevé)

ZORBAX 0DS, ZORBAX pH2.048.0 60 °C

Phényl, ZORBAX Eclipse

Plus Phényl-Héxyl,

Poroshell 120 PFP,

Poroshell 120 Phényl-

Héxyl, ZORBAX XDB-CN,

ZORBAX Eclipse PAH,

Toutes les phases greffées

Pursuit et Polaris

ZORBAX Eclipse PAH pH2.04a8.0 60 °C aun pH <6,0

Poroshell 120 SB-C18, pH1.0a8.0 90 °C (StableBond C18 et

StableBond C18, ZORBAX Poroshell 120 SB-C18)

Rx-C8, ZORBAX SB-Aq, )

ZORBAX SB-Phényl, 80°°C (Rx-C8 et SB-Ag,

$B-C3, Poroshell 300, §8-C3 et SB-Phény)

300SB-C3 70 °C pour un pH <5.0;
40 °C pour un pH de 5.0
4 8.0 (Poroshell 300 et
300SB C3)

ZORBAX TMS pH2.04a7.0 60 °C

Remarque: Toutes les phases stationnaires a base de silice ont une solubilité dans les phases

mobiles aqueuses a un pH >6. En cas d'utilisation de colonnes a base de silice a un pH >6, la
durée de vie de la colonne sera plus longue & des températures plus basses (40 °C maximum)
et en utilisant des solutions tampons faiblement concentrées, dans la gamme 0.01 & 0.02

M. Une utilisation aux limites de la gamme de pH et de température entraine une diminution

sensible de la durée de vie de la colonne.



Pressions opérationnelles maximales —
colonnes jusqu’a 9.4 mm de di

Type de colonnes Taille des Limite de
particules pression
ZORBAX Résolution Rapide 3.5um 400 bar
(6000 psi)
ZORBAX Résolution Rapide 1.8 um 600 bar
Haut Débit (RRHT) (9000 psi)
ZORBAX Résolution Rapide 1.8 um 1200 bar
Haute Définition (RRHD) (17000 psi)
Poroshell 120, Poroshell HPH 2.7 ym, 4 um 600 bar
(Poroshell 120) (9000 psi)
Poroshell 300 5um 400 bar
(6000 psi)
Toutes les colonnes ZORBAX, 3.0 um, 3.5 pm, 400 bar
Pursuit, et Polaris, non 5pm (6000 psi)

marquées comme RRHT ou
RRHD et HC-C18(2), TC-C18(2)

Sélection de la phase mobile et températures de
fonctionnement

La phase stationnaire greffée est non polaire par nature. Il est
recommandé de |'utiliser avec des phases mobiles polaires telles que des
mélanges méthanol/eau ou acétonitrile/eau. L'augmentation du
pourcentage de solvant organique réduit généralement le temps de
rétention des composés.



FRANCAIS
Gradients de départ recommandés

Phase stationnaire Remarques d'utilisation

La plupart des colonnes a D'abord 5% de méthanol ou d'acétonitrile puis

phase inverse 100% de méthanol ou d'acétonitrile comme
solvant final.

ZORBAX Eclipse PAH* D'abord 30 ou 40% d'acétonitrile, jusqu'a

100% d'acétonitrile comme solvant final. Il peut
étre nécessaire de refroidir la colonne a
15-20 °C pour obtenir une meilleure résolution.

ZORBAX Bonus-RP Une proportion de solvant organique inférieure
est requise pour |'élution du composé, par
rapport aux phases stationnaires a longue
chaine alkyle traditionnelles.

Colonnes pour les Les séparations de polypeptides, protéines,
biomolécules (par ex., les fragments d'ACN, etc. exigent généralement
colonnes Poroshell 300, un modifiant tel que I'acide trifluoroacétique
ZORBAX 300SB) ou |'acide formique pour contréler le pH

et/ou comme additif de paires d'ions pour
obtenir la rétention et la sélectivité désirées.
Les tampons organiques tels que les TRIS sont
spécialement utilisés pour les applications de
pH intermédiaires.

*La plus longue durée de vie est obtenue a < 40 °C.

Si vous utilisez une colonne Poroshell 120, ou ZORBAX RRHT
ou RRHD 1.8 um, pensez a la protéger gréce a une colonne
de garde Fast Guard pour UHPLC. Consultez le site
agilent.com/chem/fastguards pour plus d'informations.



Maintenance des colonnes

Le fritté intérieur des colonnes dont la taille de particules est de 2.7 pm ou
plus a une porosité nominale de 2 pm. Les échantillons qui contiennent
des particules obturent le fritté d’entrée de colonne. Les colonnes de
garde ZORBAX et Fast Guard avec leur support si nécessaire sont
recommandées pour de tels échantillons et sont généralement
recommandés pour toutes les colonnes.

Consultez le site agilent.com/chem/fastguards pour obtenir plus
d'informations sur les colonnes de garde.

Nettoyage de votre colonne / Prolongement de la durée
de vie des colonnes

Pour les colonnes qui peuvent rincées a |'envers (colonnes Poroshell 120,
Z0RBAX avec des particules de >1.8 pm et toutes les colonnes Pursuit et
Polaris), démarrez avec un solvant plus fort (moins polaire).

1. Débranchez la colonne du détecteur. La phase mobile sortant de la
colonne sera récupérée dans un bécher.

2. Démarrez avec la phase mobile contenue dans la colonne mais sans
sels ni tampons. Faites passer 10 a 20 volumes de colonne.

3. Puis, faites passer 100% de solvant organique (méthanol ou
acétonitrile).

4. Veérifiez si la pression est revenue a la normale, dans le cas contraire.

5. Jetez la colonne ou essayez des conditions plus éluantes, par ex.
75% d'acétonitrile/25% d'isopropanol.

6. Augmentez a 100% d'isopropanol, 100% de chlorure de méthyléne
ou 100% d’hexane (en cas d'utilisation de chlorure de méthyléne ou
d’hexane, il sera nécessaire de rincer la colonne avec de I'isopropanol
avant utilisation et avant de revenir a la phase mobile désirée).

Pour les colonnes avec particules < 1.8 pm, ne rincez pas la colonne a
I'envers remplacez la colonne.
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Le stockage a long terme des colonnes a phase greffée et a base de silice
doit se faire dans un solvant organique pur. En cas d'utilisation préalable
de la colonne avec une phase mobile tamponnée, le tampon doit d'abord
étre éliminé en ringant la colonne avec 20 & 30 volumes de colonnes
avec un mélange & 50:50 de méthanol ou d'acétonitrile et d'eau, suivi de
20 a 30 volumes de colonnes de solvant pur. Avant le stockage, veillez

a bien fermer les extrémités de la colonne afin d'éviter le séchage. Les
colonnes peuvent étre stockées en toute sécurité pour de courtes périodes
dans la plupart des phases mobiles. Afin de protéger I'équipement, il est
souhaitable de retirer les sels de I'instrument et de la colonne en ringant
la colonne avec la méme phase mobile sans le tampon (par ex. utilisation
de 60:40 ACN/H,0 pour retirer une phase mobile tamponnée & 60:40
d'ACN/0.02 M de phosphate). Le rééquilibrage est rapide avec la phase
mobile originale lors de I'utilisation de cette approche et tout risque de
corrosion par les sels est éliminé.

Recommandations de stockage



Conseils d’obtention des meilleurs résultats
chromatographiques

Optimisez votre instrument en minimisant les longueurs de tubes entre
les différents modules, afin de réduire les volumes “extra-colonne” et
I'élargissement de la bande d"échantillon. Utilisez du tube PEEK rouge
de 0.12 mm de di pour les colonnes en « Fast LC »/efficacité élevée.
Pour en savoir plus sur les différents tubes capillaires disponibles,
consultez le site agilent.com/chem/Iccapillaries

Veérifiez que la vitesse d'acquisition des données est optimisée pour votre
colonne. Utilisez une vitesse d'acquisition des données plus importante
pour les colonnes en « Fast LC » (Poroshell 120, RRHT, RRHD).

Utilisez la filtration d'échantillons ou toute autre préparation
d'échantillon adaptée a votre échantillon. Pour en savoir plus,
consultez le site agilent.com/chem/sampleprep

Utilisez les lampes certifiées Agilent dans vos instruments LC, pour
obtenir de meilleures performances.
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Dieses Handbuch enthélt allgemeine
Informationen zu allen ZORBAX-,
Poroshell-, Pursuit- und Polaris-
Umkehrphasensaulen.

Genauere Informationen dber lhre
Saulenphase finden Sie unter:
agilent.com/chem/columnchoices

Erste Schritte

Zu jeder Agilent Saule gibt es einen QC-Saulentestreport mit
Testchromatogramm. Bei dem QC-Testsystem handelt es sich um ein
optimiertes Standardsystem, um das Totvolumen im System zu minimieren.
Es kann also von dem in Ihrem Labor verwendeten System abweichen.
Die Saule kann so besser evaluiert und eine konsistente Produktqualitat
sichergestellt werden. Ein ordnungsgemaR konfiguriertes LC System liefert
ahnliche Ergebnisse wie das Chromatogramm in Ihrem QC-Testreport.

Moderne Saulen sind robust und haben bei Verwendung unter normalen
chromatographischen Bedingungen eine lange Lebensdauer. Sie kénnen
die Lebensdauer Ihrer Saule verlangern, wenn Sie diese innerhalb der
Spezifikationen benutzen. Bitte beachten Sie besonders auch vor der
Methodenentwicklung die Spezifikationen der Saule.



Verwenden lhrer Saule

Installation
+ Die Flussrichtung ist auf der Saule angegeben.

+ 1.8-um-Séaulen (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) konnen nur in der auf
der Séaule angegebene Flussrichtung verwendet werden.

+ Agilent empfiehlt Polyketon-Fittings (5042-8957) fiir Saulen bis zu
600 bar und A-Line Quick Connect Einheiten (5067-5961 fir 0,075
x 105 mm) oder Quick Turn Fittings (5067-5966) fiir Saulen, die bei
UHPLC-Driicken betrieben werden. Achten Sie darauf, die richtige
Kapillarverbindung fir Ihr Fitting zu bestellen. Weitere Informationen
finden Sie unter www.agilent.com/chem/a-linefittings.

- .
e e e
Polyketone fitting, A- Line Quick Connect Quick Turn fitting,

p/n 5042-8957 assembly, p/n 5067-5961 p/n 5067-5966
Konditionieren von Saulen

Jede Saule wird vor ihrem Versand getestet und im Testeluent versendet.
Daher ist bei der ersten Verwendung das Sptlen mit Wasser nicht
erforderlich. Wenn Zusatze (z. B. Puffer oder lonenpaarreagenzien) in
der mobilen Phase verwendet werden, sollte zuerst die Saule mit der
mobilen Phase ohne Zusatze gesplt werden. Dieser Spiilvorgang sollte
fur einen anschlieBenden problemlosen Wechsel zur mobilen Phase 10-20
Saulenvolumina umfassen. Bei kurzkettigen Phasen (z. B. C8, Phenyl,
CN) sollte darauf geachtet werden, dass die Saule vor der Verwendung
ordnungsgemaR &quilibriert wurde. Dies stellt Reproduzierbarkeit sicher
und verhindert Abweichungen bei der Retentionszeit.

Wichtige Sicherheitshinweise

* Alle AnschluBpunkte in LC-Systemen sind potentielle Quellen von Lecks.
Benutzer sollten die Toxizitat bzw. Brennbarkeit der mobilen Phase
kennen.

+ Die Séule solte nur in gut beliifteten Saulen gedffnet werden, da die
Gefahr des Einatmens von Saulenpackmaterial aufgrund der kleinen
PartikelgroRe besteht.
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+ Halten Sie die spezifischen Saulendruckgrenzwerte fiir jede Séule ein
(siehe Diagramm). Eine Uberschreitung dieser Werte beeintrachtigt die
Chromatografieleistung und kann gefahrlich werden.

Weitere Hinweise:

+ Die Verwendung der Séaule entgegen der FluRrichtung sollte vermieden
werden, auBer bei dem Versuch, verstopfte Fritten zu saubern (siehe
“Saulenanwendungshinweise”)

+ Verwenden Sie fir die Vorbereitung der mobilen Phase immer
Reagenzien mit hoher Reinheit und Losungsmittel in
Chromatografiequalitat. Entgasen und filtrieren Sie alle mobilen Phasen
vor ihrer Verwendung.

+ Das Aufschrauben einer Saule kann zu einer Beeintrachtigung der
Saulenleistung fiihren.

+ Die neuen Séulen enthalten ein Gemisch aus organischen Losungsmiteln
und Wasser. Die Lésungsmittelzusammensezung in lhrer Saule finden
Sie im QC-Testreport. Es sollte darauf geachtet werden, dass keine
mobile Phase durch die Séule lauft, die zu einer Niederschlagshildung
fuhren kann.

»  Agilent Umkehrphasensaulen sind mit Wasser und allen gangigen
organischen Lésungsmitteln kompatibel.

+ Die Verwendung einer Vorsaule wird zum Schutz der Saule und zur
Verlangerung ihrer Lebenszeit empfohlen.

* Zur Zeit nicht benutzte Saulen sollten keine erhéhten pH-Werte oder
Temperaturen ausgesetzt werden.

+ Vermeiden Sie die Verwendung dieser Saule auRerhalb der
empfohlenen pH-Bereiche fiir die Saulenphase (siehe nachste Seite).
Die Lebenszeit verkdrzt sich, wenn die Saule auBerhalb der
empfohlenen pH- und Temperaturbereiche betrieben wird.



Saulenbetriebsparameter: pH-und Temperaturbereiche

Phase

ZORBAX Eclipse Plus C18
und C8, Eclipse XDB-C8,
XDB-C18, XDB-Phenyl,
Poroshell 120 EC-C18 und

EC-C8, ZORBAX Bonus-RP,

HC-C18(2), TC-C18(2)

Empfohlener
pH-Bereich

pH 2.0 bis 9.0

Maximale
Betriebs-temperatur

60°C

Poroshell HPH

pH2.0bis 11.0 60°C

ZORBAX Extend C18

pH2.0bis 11.5 60 °C (40 °C bei hohem

pH-Wert)
ZORBAX 0DS, ZORBAX pH2.0bis8.0  60°C
Phenyl, ZORBAX Eclipse
Plus Phenyl-Hexyl,
Poroshell 120 PFP,
Poroshell 120 Phenyl-
Hexyl, ZORBAX XDB-CN,
ZORBAX Eclipse PAH, alle
Pursuit- und Polaris-
gebundenen Phasen
ZORBAX Eclipse PAH pH2.0bis8.0 60 °C bei pH-Werten < 6.0
Poroshell 120 SB-C18, pH1.0bis8.0 90 °C (StableBond C18 und
StableBond C18, ZORBAX Poroshell 120 SB-C18)
Rx-C8, ZORBAX SB-Aq, N
ZORBAX SB-Phenyl, 80 °C (Rx-C8 und SB-Aq,
SB-C3, Poroshell 300, SB-C3 und SB-Phenyl)
300B-C3 70 °C bei pH-Werten < 5.0;
40 °C fir pH-Werte 5.0
bis 8.0 (Poroshell 300 und
300SB-C3)
ZORBAX TMS pH 2.0 bis 7.0 60 °C

Hinweis: Alle Packungen auf Silikabasis sind in wassrigen mobilen Phasen mit einem pH-Wert
> 6 lslich. Falls Sie dennoch SAulen auf Sllikabasis bei einem ph-Wert > 6 verwenden, dann
erhalten Sie ein langere Lebensdauer, wenn Sie niedrigere Temperaturen (40 °C max.) und
niedrigere Pufferkonzentrationen zwischen 0.01 bis 0.02 M verwendet werden. Wird die
Saule auRerhalb der spezifizierten pH- und Temperaturgrenzwerten betrieben, kann dies einen
signifikat negativen Einfluf auf die Lebensdauer der Saule haben.
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Maximaler Druck:
Saulen bis zu 9.4 mm id

Séaulentyp Partikelgrofe Druckgrenzwert
ZORBAX Rapid Resolution 3.5um 400 bar
(6000 psi)
ZORBAX Rapid Resolution 1.8 um 600 bar
High Throughput (RRHT) (9000 psi)
ZORBAX Rapid Resolution 1.8 um 1200 bar
High Definition (RRHD) (17000 psi)
Poroshell 120, Poroshell HPH 2.7um, 4 ym 600 bar
(Poroshell 120) (9000 psi)
Poroshell 300 5um 400 bar
(6000 psi)
Alle ZORBAX-, Pursuit-, und 3.0 ym, 3.5 pm, 400 bar
Polaris-Saulen ohne RRHT 5pum (6000 psi)
oder RRHD sowie HC-C18(2),
TC-C18(2)

Mobile Phasen — Auswahl und Betriebstemperaturen

Die gebundene stationare Phase ist unpolar und wird am besten mit
polaren mobilen Phasen wie Methanol/Wasser- oder Acetonitril/\Wasser-
Gemischen verwendet. Ein héherer Anteil an organischen Komponenten
verkiirzt normalerweise die Retentionszeit der Probe.



Empfohlene Anfangsgradienten

Stationare Phase Verwendungshinweise

Die meisten Am Anfang 5% Methanol oder Acetonitril

Umkehrphasenséulen und 100% Methanol oder Acetonitril als
Endlosungsmittel.

ZORBAX Eclipse PAH* Am Anfang 30 oder 40% Acetonitril, bis

100% Acetonitril als Endlosungsmittel. Fir eine
bessere Auflosung muss die Saule ggf. auf 15
bis 20 °C heruntergekihlt werden.

ZORBAX Bonus-RP Verglichen mit herkommlichen langkettigen
stationaren Alkylphasen ist fir die Elution von
chemischen Verbindungen eine niedrigere
Konzentration des organischen Modifikators der
mobilen Phase erforderlich.

Saulen fiir groRe Molekiile Far die Trennung von Polypeptiden,

(z. B. Poroshell 300-, Proteinen, DNA-Fragmenten usw. werden

ZORBAX 300SB-Saulen) oft Trifluoressig- oder Ameisensaure als
Modifier zur pH-Wertsteuerung und/oder
als lonenpaarzusatz verwendet, um die
gewiinschte Retention und Selektivitat zu
erreichen. Organische Puffer wie TRIS sind
ideal fur Applikationen im mittleren pH
Bereich geeignet.

*Die optimale Lebensdauer der Saule wird bei < 40 °C erreicht.

Bt

Beim Arbeiten mit Poroshell 120, ZORBAX RRHT oder RRHD Séule
mit 1.8 um soliten immer UHPLC Vorséulen verwendet werden,
um lhre analytische Séule zu schiitzen. Fiir weitere Informationen
besuchen Sie bitte: agilent.com/chem/fastguards
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Die Einlassfritte von Saulen mit einer PartikelgroRe von mindestens 2.7 ym
hat eine nominale Durchlassigkeit von 2 pm. Proben, die Schwebstoffe
enthalten, verstopfen die Einlassfritte der Séule. Fiir die Verwendung dieser
Proben und allgemein werden ZORBAX- und Fast Guard-Vorséulen sowie
Hardwarekits (nach Bedarf) empfohlen.

Saulenanwendungshinweise

Weitere Informationen zu Vorsaulen erhalten Sie unter
agilent.com/chem/fastguards

Reinigen lhrer Saule/Verlangern der Saulenlebenszeit

Far Saulen, bei denen Ruickspilungen durchgefiihrt werden kénnen
(Poroshell 120-, ZORBAX-Saulen mit Partikeln > 1.8 um sowie alle
Pursuit- und Polaris-Saulen), sollte anfangs ein stéarkeres (weniger polares)
Losungsmittel verwendet werden.

1. Trennen Sie die Saule vom Detektor und fiillen Sie die Losungsmittel in
ein Becherglas

2. Beginnen Sie mit der mobilen Phase ohne Puffersalze (Wasser/
organische Losungsmittel). Lassen Sie 10 bis 20 Saulenvolumina
durchlaufen

3. Verwenden Sie als nachstes 100% organisches Losungsmittel
(Methanol oder Acetonitril)

4. Priifen Sie, ob der Druck wieder normal ist; wenn nicht,

5. Entsorgen Sie die Saule oder verwenden Sie starkere Losungsmittel,
z. B. 75% Acetonitril/25% Isopropanol

6. Erhohen Sie auf 100% Isopropanol, 100% Methylenchlorid oder 100%
Hexan (wenn Sie Methylenchlorid oder Hexan verwenden,
missen Sie die Saule vor ihrer Verwendung und vor der Verwendung
der mobilen Umkehrphase mit Isopropanol spiilen)



Far Saulen mit Partikeln < 1.8 um sollten Sie keine Riickspilung
durchfiihren, sondern die Séule austauschen.

Empfehlungen zur Lagerung

Langfristig sollten Saulen auf Silikabasis mit gebundenen Phasen in einem
reinen organischen Losungsmittel gelagert werden. Wurde die Saule zuvor
mit einer mobilen Pufferphase verwendet, sollte der Puffer entfernt werden,
indem die Saule mit 20 bis 30 Saulenvolumina eines 50:50-Gemischs aus
Methanol oder Acetonitril und Wasser und danach mit 20 bis 30
Saulenvolumina reinem Lésungsmittel gespult wird. Vor der Lagerung
sollten die Endverschraubungen fest mit Endverschliissen verschlos-

sen werden, um ein Austrocknen der Packung zu verhindern. Kurzfristig
konnen Saulen in den meisten mobilen Phasen gelagert werden. Um das
Instrument zu schiitzen, sollten Sie Salze vom Instrument und der Séule
entfernen, indem Sie die Saule mit der gleichen mobilen Phase ohne Puffer
splen (z. B. mit 60:40 ACN/H,0, um eine 60:40 ACN/0.02 M Phosphat-
gepufferte mobile Phase zu entfernen). Mit diesem Ansatz stellen Sie eine
schnelle Reaquilibration mit der urspriinglichen mobilen Phase sicher und
eliminieren das Korrosionsrisiko bei Salzen.
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Tipps fiir optimale Chromatografieergebnisse

+ Optimieren Sie Ihr Instrument, indem Sie die Langen der Kapillaren
zwischen den Komponenten minimieren, um zusétzliches Saulenvolu-
men und Bandenverbreiterung zu reduzieren. Verwenden Sie rote
Kapillaren mit einem Innendurchmesser von 0.12 mm fiir Fast-LC-/
Hocheffizienzsaulen. Weitere Informationen zu Kapillaroptionen
erhalten Sie unter agilent.com/chem/Iccapillaries

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

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

+ Verwenden Sie fir eine optimale Leistung Agilent zertifizierte
Lampen in lhren Flissigkeitschromatografiegeraten.




Questo manuale fornisce informazioni
generali sulle colonne a fase inversa
Z0RBAX, Poroshell, Pursuit, e Polaris.

Per informazioni piu dettagliate su una
fase specifica o su una serie di prodotti,
consultare Il sito:
agilent.com/chem/columnchoices

Guida introduttiva

Insieme a tutte le colonne Agilent vengono forniti un certificato di controllo
qualita sulle prestazioni della colonna e un cromatogramma di prova. Il
sistema HPLC per il controllo qualita & stato modificato partendo da un
sistema standard riducendo cosi al minino il volume morto del sistema.

E possibile assistere a delle variazioni rispetto al sistema utilizzato in
laboratorio. In questo modo si pud meglio valutare la colonna e garantire
un prodotto pit efficiente. Se il sistema HPLC € stato configurato
correttamente, si otterranno risultati simili a quelli indicati sul
cromatogramma fornito di controllo qualita dulle prestazioni della
colonna.

Le colonne moderne sono robuste e concepite per operare per lunghi
periodi in normali condizioni cromatografiche. Potrai ottenere il massimo
delle prestazioni utilizzandole nelle specifiche indicate. Controlla le
specifiche ogni qualvolta utilizzi le colonne per un metodo analitico.
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Utilizzo della colonna

Installazione
+ Sulla colonna ¢ indicata la direzione del flusso.

+ Le colonne da 1.8 um (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) possono essere
utilizzate solo nella direzione del flusso indicata.

+ Agilent raccomanda di utilizzare raccordi in polichetone
(cod. 5042-8957) per colonne fino a 600 bar, un gruppo Quick
Connect A-Line (cod. 5067-5961 per colonne da 0,075 x 105 mm)
o un raccordo Quick Turn (cod 5067-5966) per colonne che saranno
utilizzate a pressioni UHPLC. Assicurati di ordinare il connettore capil-
lare corretto per il tuo raccordo.
Maggiori informazioni su www.agilent.com/chem/a-linefittings.

= N :
= > <G
Polyketone fitting, A- Line Quick Connect Quick Turn fitting,

p/n 5042-8957 assembly, p/n 5067-5961 p/n 5067-5966
Condizionamento della colonna

Tutte le colonne vengono sottoposte a test prima della consegna e
vengono spedite nell'eluente di prova. Al primo utilizzo, non € pertanto
necessario pulire con acqua. Se si utilizzano additivi (ad esempio tamponi
0 reagenti per coppia ionica) & preferibile introdurre una fase mobile della
composizione corretta priva di tali additivi. L'introduzione di 10-20 volumi
di colonna favorisce il passaggio alla fase mobile. In caso di composizioni a
catena pili corta (come C8, Phenyl, CN), & importante che, prima di essere
utilizzata, la colonna sia stata equilibrata correttamente per garantire
riproducibilita e prevenire variazioni nel tempo di ritenzione.

Importanti considerazioni sulla sicurezza

+ Tutti i punti di giunzione dei sistemi cromatografici per liquidi
posono presentare delle perdite. Prestare attenzione alla tossicita e
all'infiammabilita delle fasi mobili.

+ Data la piccola dimensione delle particelle, & possibile respirare i
riempimenti delle colonne a secco. Si consiglia di aprire le colonne solo
in locali ben ventilati.



+ Rispettare i limiti di pressione operativa indicati per ciascuna colonna
(v. schema). Superare tali limiti & pericoloso e si rischia di
compromettere le prestazioni cromatografiche.

Altri consigli per I'utilizzo

Il flusso inverso non ¢ di per sé dannoso per la colonna, dovrebbe
tuttavia essere evitato a meno che venga utilizzato per rimuovere
un frit intasato (v."”Cura della colonna”).

« Utilizzare sempre reagenti purissimi e solvente di qualita cromatografica
per preparare la fase mobile. Degassare e filtrare la fase mobile prima
dell’uso.

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

* Le nuove colonne contengono una miscela di solventi organici e acqua.
Per informazioni sulla composizione del solvente della colonna, leggere
il report di controllo qualita della colonna. Evitare che la fase mobile
attraversi la colonna per non causare la formazione di un precipitato.

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

» Siconsiglia I'utilizzo di una precolonna per proteggere la colonna e
prolungarne la durata.

| pH e la temperatura non devono essere elevati quando le colonne
non vengono utilizzate.

+ Utilizzare questa colonna ai livelli di pH consigliati per la fase della
colonna (v. pagina successiva). pH e temperatura non conformi ai
parametri consigliati possono contribuire a ridurre la durata della
colonna.
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Parametri per il funzionamento della colonna:

pH e temperatura

Fase Parametro pH  Max temperatura
consigliato operativa

ZORBAX Eclipse Plus C18 dapH2.0a9.0 60°C

e C8, Eclipse XDB-C8,

XDB-C18, XDB-Phenyl,

Poroshell 120 EC-C18 e

EC-C8, ZORBAX Bonus-RP,

HC-C18(2), TC-C18(2)

Poroshell HPH dapH2.0a11.0 60°C

ZORBAX Extend C18 dapH2.0a115 60°C (40 °C a pH elevato)

ZORBAX 0DS, ZORBAX dapH20a80 60°C

Phenyl, ZORBAX Eclipse

Plus Phenyl-Hexyl, Poroshell

120 PFP, Poroshell 120

Phenyl- Hexyl, ZORBAX

XDB-CN, ZORBAX Eclipse

PAH, Tutte le fasi legate

Pursuit e Polaris

ZORBAX Eclipse PAH dapH2.0a80 60°CapH<6.0

Poroshell 120 SB-C18, dapH1.0a8.0 90 °C (StableBond C18

StableBond C18, ZORBAX Poroshell 120 SB-C18)

Rx-C8, ZORBAX SB-Aq, N

ZORBAX SB-Phenyl, SB-C3, 80°C (Rx-CE & SB-Ag,

Poroshell 300, 3008B-C3 SB-C3 & SB-Phenyl)
70°CapH<5.0;40°Ca
pH da 5.0 a 8.0 (Poroshell
300 e 300SB-C3)

ZORBAX TMS dapH20a7.0 60°C

Note: tutti i riempimenti in silice sono solubili in fasi mobili acquose a pH >6.

Se si utilizzano colonne in silice a pH >6, & preferibile impostare temperature

pit basse (40 °C max) per prolungare la durata della colonna e utilizzare basse
concentrazioni di tamponi (da 0.01 a 0.02 M). L'utilizzo agli estremi dell'intervallo
consentito di pH e temperatura puo avere un impatto significativo sulla durata di

vita delle colonne.



Pressioni operative massime —
Colonne fino a 9,4 mm di id

Tipo di colonna Dimensione Limite
particella pressione
ZORBAX rapida risoluzione 3.5um 400 bar
(6000 psi)
ZORBAX rapida risoluzione 1.8 um 600 bar
elevato rendimento (RRHT) (9000 psi)
ZORBAX rapida risoluzione 1.8 um 1200 bar
elevata definizione (RRHD) (17000 psi)
Poroshell 120, Poroshell HPH 2.7 ym, 4 um 600 bar
(Poroshell 120) (9000 psi)
Poroshell 300 5um 400 bar
(6000 psi)
Tutte le colonne ZORBAX, 3.0 um, 3.5 pm, 400 bar
Pursuit, e Polaris non 5pm (6000 psi)

specificate come RRHT o
RRHD e HC-C18(2), TC-C18(2)

Selezione della fase mobile e temperature operative

La fase stazionaria legata & in origine apolare ed & pertanto preferibile
utilizzarla con fasi mobili polari, ad esempio miscele di metano/acqua o
acetonitrile/acqua. Aumentare il quantitativo di componente organico
riduce generalmente il tempo di ritenzione del campione.
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Gradienti iniziali consigliati

Fase stazionaria Note di utilizzo

Maggior parte delle colonne inizialmente 5% metanolo o acetonitrile e

a fase inversa 100% metanolo o acetonitrile come solvente
finale.
ZORBAX Eclipse PAH* inizialmente 30 o 40% di acetonitrile, fino a

100% di acetonitrile come solvente finale.
Per migliorare la risoluzione potrebbe essere
necessario raffreddare la colonna ad una
temperatura compresa trai 15 ei20 °C.

ZORBAX Bonus-RP Rispetto alle fasi stazionarie con lunghe catene
alchiliche, per I'eluizione del composto €
necessario utilizzare una concentrazione pili
bassa del modificatore della fase mobile.

Colonne per grandi Le separazioni di polipeptidi, proteine,
molecole (es, colonne fragmenti di DNA utilizzano spesso come
Poroshell 300, ZORBAX modificatore I'acido trifluoroacetico o I'acido
300SB) formico per controllare il pH, e/0 un additivo

per coppia ionica per ottenere la ritenzione e
la selettivita necessaria. | tamponi organici,
ad esempio TRIS, sono utili soprattutto per
applicazioni a pH intermedio.

*Durata massima della colonna a < 40 °C.

Se utilizzi colonne Poroshell 120, ZORBAX RRHT o RRHD

da 1.8 um, prendi in considerazione le pre-colonne ‘Fast Guard
UHPLC’ per proteggere le tue colonne analitiche. Consulta il sito
agilent.com/chem/fastguards per ulteriori informazioni.



Cura della colonna

Il frit dell'iniettore sulle colonne con 2.7 ym o pit di dimensione della
particella ha una porosita nominale di 2 pm. | campioni contenenti
particolati vanno ad ostruire il frit dell'iniettore della colonna. Si consiglia
I'utilizzo delle precolonne e dei kit specifici ZORBAX e Fast Guard se si
impiegano campioni di questo genere. Sono tuttavia consigliate con tutti i
tipi di colonna.

Per ulteriori informazioni sulle precolonne, visitare il sito
agilent.com/chem/fastguards

Pulizia della colonna e prolungamento della durata

In caso di colonna con possibilita di inversione del flusso (colonne
Poroshell 120, ZORBAX con particelle >1.8 pm e tutte le colonne Pursuit e
Polaris), iniziare utilizzando un solvente piu forte (o meno polare).

1. Scollegare la colonna dal rivelatore e versare i solventi per il lavaggio
in un bicchiere.

2. Iniziare con la fase mobile senza utilizzare sali tampone
(acqua/organico). Far passare 10-20 volumi di colonna.

3. Dopodiché utilizzare 100% di organico (metanolo o acetonitrile).
4. Controllare che la pressione sia tornata ai valori normali, diversamente

5. Scaricare la colonna o considerare condizioni pi forti, es.,
75% di acetonitrile/25% di isopropanolo

6. Passare al 100% di isopropanolo, al 100% di cloruro di metilene o al
100% di esano (se si utilizza il cloruro di metilene o I'esano, sara
necessario introdurre nella colonna I'isopropanolo prima dell'uso e
prima di tornare alla fase mobile a fase inversa).

In caso di colonne con particelle < 1.8 um, la colonna non deve essere
degassata ma sostituita.
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Si consiglia di conservare le colonne in silice e a fase legata in un solvente
organico puro se si intende non utilizzarle a lungo. Se la colonna é stata
precedentemente utilizzata con una fase mobile con tampone, rimuovere
innanzitutto il tampone spurgando la colonna con 20-30 volumi di una
miscela 50:50 di metanolo o acetonitrile e acqua, e poi con 20-30 volumi
di solvente puro. Per evitare che il riempimento si asciughi, tappare bene
le estremita prima dello stoccaggio. Le colonne possono restare stoccate
nelle maggior parte della fasi mobili per brevi periodi. Per conservare
|'attrezzatura, & preferibile rimuovere i sali dallo strumento e dalla colonna
spurgando la colonna con la stessa fase mobile senza tampone, utilizzando
ad esempio 60:40 ACN/H,0 per rimuovere una fase mobile con tampone
fosfato 60:40 ACN/0.02 M). Questa soluzione consente di raggiungere
rapidamente la riequilibrazione con la fase mobile originale e di eliminare il
rischio di corrosione causata dai sali.

Consigli per lo stoccaggio



Consigli per risultati cromatografici eccellenti

Ottimizzare lo strumento riducendo al minimo la lunghezza dei tubi dei
componenti in modo da diminuire il volume extra-colonna e la
larghezza di banda. Utilizzare tubi rossi da 0.12 mm di id per colonne
Fast LC/elevata efficienza. Per ulteriori informazioni sulle soluzione
capillari, consultare il sito agilent.com/chem/Iccapillaries

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

Utilizzare una filtrazione e una preparazione dei campioni adatte al
campione. Per ulteriori informazioni, consultare il sito
agilent.com/chem/sampleprep

Insieme agli strumenti LC, utilizzare lampade certificate da Agilent
per ottenere risultati migliori.
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Este folleto ofrece informacion general
para todas las columnas de fase reversa
Poroshell, Pursuit, y Polaris.

Para obtener mas informacion detallada
sobre su fase o familia especifica,
consulte:
agilent.com/chem/columnchoices

Procedimientos iniciales

Todas las columnas Agilent incluyen un informe de Control de Calidad del
rendimiento incluyendo un cromatograma de prueba. El instrumento
utilizado para la prueba de Control de Calidad estad modificado
(optimizado) para minimizar el volumen muerto del sistema, por lo que
puede variar del sistema que utiliza en su laboratorio. Esto permite una
mejor evaluacion de la columna y garantiza un producto mas consistente.
Un sistema LC correctamente configurado generara resultados similares al
cromatograma en su informe de Control de Calidad del rendimiento.

Las columnas modernas son robustas y estan disefiadas para operar por
largos periodos de tiempo en condiciones cromatograficas normales.
Puede maximizar el rendimiento de su columna trabajando dentro de
especificaciones. Revise siempre las especificaciones antes de poner en
marcha un método final.



Utilizacion de su columna

Instalacion
+ Ladireccion de flujo estd marcada en la columna.

+ Las columnas de 1.8 pm (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) solo pueden
utilizarse en la direccion de flujo marcado en la columna.

+ Agilent recomienda usar conectores de policetona (5042-8957) para
columnas de hasta 600 bar y un conector de conexion rapida A-Line
(5067-5961, para el tamafo de 0,075 x 105 mm) o un conector de
giro rapido (5067-5966) para aquellas columnas que vayan a funcionar
a presiones de UHPLC. Asegurese de pedir la conexion capilar adec-
uada para su conector. Si desea obtener mas informacion,
visite www.agilent.com/chem/a-linefittings.

- :
i - —~cLED
Polyketone fitting, A- Line Quick Connect Quick Turn fitting,
p/n 5042-8957 assembly, p/n 5067-5961 p/n 5067-5966
Acondicionamiento de las columnas
Todas las columnas son probadas antes de su envio y enviadas en el
eluyente de prueba. Por lo tanto, no es necesario lavarlas con agua
la primera que se utilicen. Si se utilizan aditivos de fase movil (como
tampones o reactivos de par ionico), es aconsejable realizar un lavado
intermedio con una fase mavil de la composicion correcta, pero sin estas
adiciones. El lavado con 10 a 20 volimenes de columna puede ayudar en
la transicion a su fase movil. Para rellenos quimicos de cadenas mas cortas
(por ejemplo, C8, Fenilo y CN), se debe estar seguro de que la columna
se ha equilibrado correctamente antes del uso. Asi se garantizara la
reproducibilidad y se evitara la deriva del tiempo de retencion.

Importantes consideraciones de seguridad

+ Todos los puntos de conexion en los sistemas cromatograficos liquidos
son potenciales fuentes de fugas. Los usuarios deben ser conscientes
de la toxicidad e inflamabilidad de sus fases maviles.

+ Debido al reducido tamario de las particulas, los rellenos secos de las
columnas son respirables. Las columnas solo deben abrirse en un area
bien ventilada.
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Tenga en cuenta los limites de presion de operacion indicados para
cada columna (ver tabla mas adelante). Si se sobrepasan estos limites,
el rendimiento cromatografico se vera afectado y podria no ser seguro.

Otros consejos de operacion

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

Utilice siempre reactivos de gran pureza y disolventes de grado
cromatografico para preparar su fase movil. Desgasifique y filtre
toda la fase movil antes del uso.

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

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

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

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

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

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



Parametros de operacion de la columna: pH y temperatura

Fase Intervalo de pH Temperatura maxima
recomendado de operacion
ZORBAX Eclipse Plus C18  pH2.0a9.0 60 °C

y C8, Eclipse XDB-C8,
XDB-C18, XDB-Phenyl,
Poroshell 120 EC-C18 y
EC-C8, ZORBAX Bonus-RP,
HC-C18(2), TC-C18(2)

Poroshell HPH pH2.0a11.0 60 °C
ZORBAX Extend C18 pH20a11.5 60 °C (40 °C a elevado pH)
ZORBAX 0DS, ZORBAX pH2.0a8.0 60 °C

Phenyl, ZORBAX Eclipse
Plus Phenyl-Hexyl,
Poroshell 120 PFP,
Poroshell 120 Phenyl-
Hexyl, ZORBAX XDB-CN,
ZORBAX Eclipse PAH,
Todas las fases ligadas de
Pursuit y Polaris

ZORBAX Eclipse PAH pH2.0a8.0 60 °C a pH <6.0
Poroshell 120 SB-C18, pH1.0a8.0 90 °C (StableBond C18 y
StableBond C18, ZORBAX Poroshell 120 SB-C18)
Rx-C8, ZORBAX SB-Aq, i

ZORBAX SB-Phenyl, 80 °C (Rx-C8 y SB-Aq,
SB-C3, Poroshell 300, SB-C3y SB-Pheny)
300B-C3 70 °C para pH <5.0; 40 °C

para pH 5.0 a 8.0 (Poroshell
300 and 300SB-C3)

ZORBAX TMS pH2.0a70 60°C

Nota: Todos los rellenos basados en silice tienen cierta solubilidad en fases
moviles acuosas de pH >6. Cuando se utilizan las columnas basadas en silice a
pH >6, se obtiene la mayor vida util de la columna a temperaturas bajas (40 °C
max.) y utilizando bajas concentraciones de tampon en el intervalo de 0.01 a
0.02 M. Trabajar en los valores extremos de los rangos de pH y temperatura
tendrd un impacto significativo en la vida de la columna.



Maximas presiones de operacion —
columnas de hasta 9,4 mm de di
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Tipo de columna Tamaiio de Limite de
particulas presion
ZORBAX de resolucion rapida 3.5um 400 bares
(6000 psi)
ZORBAX de resolucion rapida 1.8 um 600 bares
alto rendimiento (RRHT) (9000 psi)
ZORBAX de resolucion rapida 1.8 pym 1200 bares
alta definicion (RRHD) (17000 psi)
Poroshell 120, Poroshell HPH 2.7 ym, 4 um 600 bares
(Poroshell 120) (9000 psi)
Poroshell 300 5um 400 bares
(6000 psi)
Todas las columnas ZORBAX, 3.0 um, 3.5 pm, 400 bares
Pursuit, y Polaris, no indicadas 5 pm (6000 psi)

como RRHT o RRHD, y
HC-C18(2), TC-C18(2)

Seleccion de fase movil y temperaturas de operacion

La fase estacionaria ligada es de naturaleza no polar y se utiliza de forma
oOptima con fases moviles polares como mezclas de metanol/agua o
acetonitrilo/agua. El aumento de la cantidad de componente organico

suele reducir el tiempo de retencion de la muestra.



Gradientes de inicio recomendados

Mayoria de las columnas de 5% de metanol o acetonitrilo inicialmente

fase reversa y 100% de metanol o acetonitrilo como
disolvente final.
ZORBAX Eclipse PAH* 30 0 40% de acetonitrilo inicialmente, hasta

100% de acetonitrilo como disolvente final.
Puede que sea necesario enfriar la columna de
15 a 20 °C para mayor resolucion.

ZORBAX Bonus-RP Se requiere menor concentracion de como
modificador el fase mavil organico para elucion
del compuesto, en comparacion con las fases
estacionarias alquilicas de cadena larga
tradicionales.

Columnas de moléculas Las separaciones de polipéptidos, proteinas,
grandes (por ejemplo, fragmentos de DNA, etc. a menudo utilizan
columnas Poroshell 300, modificador de écido trifluoroacético o formico
ZORBAX 300SB) para el control de pH y/o como aditivo de

par idnico para obtener la retencion y la
selectividad deseadas. Los tampones orgénicos
como TRIS son especialmente Utiles para las
aplicaciones a pH intermedio.

*La vida (til 6ptima de la columna se alcanza a < 40 °C.

Si esta usando columna Poroshell 120 6 columnas ZORBAX RRHT
6 RRHD de 1.8 um, considere usar una Fast Guard para UHPLC
para proteger su columna analitica. Visite
agilent.com/chem/fastguards para mas informacion.
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La frita de entrada en las columnas con un tamaio de particulas de 2.7 pm
o superior tiene una porosidad nominal de 2 pm. Las muestras que
contienen materia particulada obstruiran la frita de entrada de la columna.
Se recomiendan precolumnas ZORBAX y Fast Guard y soportes de
precolumnas (segulin sea necesario) para el uso con estas muestras, y se
recomiendan en general para todas las columnas.

Mantenimiento de la columna

Consulte agilent.com/chem/fastguards para obtener mas
informacion sobre precolumnas.

Limpieza de la columna/extension de la vida util de la
columna

Para columnas en las que puede revertirse el flujo (columnas Poroshell
120, y columnas ZORBAX con particulas >1.8 um y todas las columnas
Pursuit y Polaris), comience con un disolvente mas fuerte (menos polar).

1. Desconecte la columna del detector y eche los disolventes de lavado
€n un vaso.

. Comience con la fase mavil sin sales de tampon (agua/organico).

. Pase de 10 a 20 volimenes de columna de fase movil.

S~ o N

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

5. Compruebe la presion para ver si ha vuelto al estado normal, si no es
asi.

6. Deseche la columna o considere condiciones mas fuertes, por ejemplo,
75% acetonitrilo/25% isopropanol

7. Aumente hasta 100% isopropanol, 100% cloruro de metileno 0 100%
hexano (si utiliza cloruro de metileno o hexano, tendra que lavar la
columna con isopropanol antes del uso normal y antes de volver a la
fase movil de fase reversa).



Para columnas con particulas < 1.8 pm, no invierta el de flujo de la
columna, sustituya la columna.

Recomendaciones de almacenamiento

El almacenamiento a largo plazo de las columnas de fase ligada basadas
en silice debe realizarse en un disolvente organico puro. Si la columna se
ha utilizado previamente con una fase movil con tampon, primero debe ex-
traerse el bufer purgando la columna con 20 a 30 volimenes de columna
de una mezcla 50:50 de metanol o acetonitrilo y agua, seguido de 20 a

30 volimenes de columna del disolvente puro. Antes del almacenami-
ento, se deben tapar bien las conexiones finales con tapones para evitar
que el relleno se reseque. Las columnas se pueden almacenar de forma
segura durante cortos periodos en la mayoria de las fases moviles. Para
proteger el equipo, es conveniente eliminar las sales del instrumento y de
la columna purgando la columna con la misma fase mavil sin el tampon
(por ejemplo, con 60:40 ACN/H,0 para extraer una fase movil con tampon
fosfato 60:40 ACN/0,02 M). El re-equilibrado es rapido con la fase movil
original cuando se utiliza este método y se elimina cualquier peligro de
corrosion por las sales.
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Consejos para obtener los mejores resultados
cromatograficos
+ Optimice el instrumento minimizando las longitudes de los tubos entre
los componentes, para reducir asi el volumen extra de la columna'y el
ensanchamiento de la banda. Utilice tubos rojos de 0.12 mm de di para

columnas de LC réapida/alta eficiencia. Obtenga informacion sobre las
opciones de capilares en agilent.com/chem/Iccapillaries

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

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

« Utilice ldmparas certificadas Agilent en los instrumentos LC para un
rendimiento 6ptimo.
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ZORBAX Eclipse Plus C18 pH20 ~ 9.0 60 °C

# & U C8. Eclipse XDB-C8

XDB-C18. XDB-Phenyl,

Poroshell 120 EC-C18

#H KU EC-C8,

ZORBAX Bonus-RP,

HC-C18(2), TC-C18(2)

Poroshell HPH pH20 ~ 110 60°C

ZORBAX Extend C18 pH2.0 ~ 115 60°C (& pH TIE 40°C)

ZORBAX 0DS. ZORBAX
Phenyl, ZORBAX Eclipse
Plus Phenyl-Hexyl.
Poroshell 120 PFP,
Poroshell 120 Phenyl-Hexyl,
ZORBAX XDB-CN. ZORBAX
Eclipse PAH.

Pursuit, Polaris

pH2.0~ 8.0 60°C

ZORBAX Eclipse PAH pH20 ~ 8.0 60 °C (pH <6,0)

Poroshell 120 SB-C18 . pH1.0 ~ 80 90 °C (StableBond C18

StableBond C18. ZORBAX
Rx-C8. ZORBAX SB-Ag.
ZORBAX SB-Phényl.
SB-C3. Poroshell 300.

BLU
Poroshell 120 SB-C18)

80°C (Rx-C8 B LU

SB-Aq. SB-C3 3 & U SB-Phényl)

300SB-C3
70 °C (pH <5.0). 40°C
(pH 5.0 ~ 8.0) (Poroshell
300 & & U 300SB C3)
ZORBAX TMS pH20 ~ 7.0 60°C

EE V) AR—ZADFERIL. pH > 6 DKEBBETEEASRFYE
FopH > 6 TYYHR—ZADHSLEHERTLHE. HSLOEGER
KT BII1E, R (40°CATF) T. 001 ~ 0.02M DFHEDERED/A
w77 —EERAL TS, pHEE &RESEFE O LR TR A THERA
THE, WSLOEBICERLEEERIFELES,



=ABEESN—
WE 9.4mm UTDHSL

hoLs47 HFE EH LR
ZORBAX Rapid Resolution 3.5um 400 bar
(6000 psi)
ZORBAX Rapid Resolution High 1.8 pm 600 bar
Throughput (RRHT) (9000 psi)
ZORBAX Rapid Resolution High 1.8 um 1200 bar
Definition (RRHD) (17000 psi)
Poroshell 120 . Poroshell HPH 2.7pum | 4pm 600 bar
(Poroshell 120) (9000 psi)
Poroshell 300 5pum 400 bar
(6000 psi)
FRTOD ZORBAX. Pursuit. 3.0pm, 35pm. 400 bar
Polaris /15 L (RRHT &1z (& 5pum (6000 psi)

RRHD A3 < £ D LLSH).
HC-C18 (2). TC-C18(2)

BEHEDEIREBERE

EEHEEOMELRBETHY . BEOHIBHE (A2 /—
WAKERY. PR MZNUL/KEEMGE) CAARDHET
AT IONRETT, —MBIIC, AEBE MEZD L. T
WD) Tooav8ALERLBYET,



BN
BEHEOIT SO MIDT

EE1E ERALDEE

FEAED BHIE 5% A8/ —LELETFEFZ Y

FH S L U, BRETEEIE 100% A2/ —)LERIFT
hkZ YL,

ZORBAX Eclipse PAH" BHIE 30% Fl=lE 0% FER= R,

BIBEEIZ 100% 7 = b JL, HEREE
FALEIEBICF, BECELTHTLE
15 ~ 20 °CIZAH,

ZORBAX Bonus-RP LEMOFMN, FERDORETILFILEE
MICLEART, KYEREOHEAE TR
WEELH5.

RIF R, AURO RN RURTF R, 2RO B, DNABAZE

S Ls (Poroshell 300, DHEIZIE. BERYTUL 3V EBRE

ZORBAX 300SB /15 L% &) #/]5H1=%. pH HIEHFIE T F oxtF
mFE LT, b TILA OBFEEE - 1T B
PRWLNEZEDHD, FERED pHD
FRIZIE. TRIS &2 ELFR,

TASLFRERKET B0 °CRFBTHEA.



NILDAVTFUR

YU TNICHTPROVENEENDIHEE. HSLTY Y EHE
BLENBYET. COKSUEHUTILDBEFH—FNILE
KUN—FHz7xy b (BELBE) OFEANSHRINET,
CNELERDBHECRLETIRTON S LFERICEVTHRESL
9,

H—FHhS5LOFM-DULTIL. agilent.com/chem/fastguards
EFBBLTLESL,

ASLDY) ==/ W LEGDR L

NYY TSV DATRLEASLOGE. B (BED/NELY) B
BERMIERLES,

1. B LEREBIDH L, E—D—ITERBRBEEANET,

2. Ry D7—BEEFAVBEE K/ BHEE) ZRYICER
LET, BILHED 10~ 0EOELZELET.

3. RIT, 100% DEWBE (A2 /—LFELETEF=MJIL) &
ERLEY,

4 ENAEEICRSFMESHEERL. £7.

5 AZTHOFIETENSERICRLBWMEEE. AFLEWELT
FLOWASLEFERLEY,

FHFE N8 AT LDBE. hSLDNYI IT5valdfTh
. ATLERBLTESL,



BAE

REICHTIIEFR

DYAR—ZDOHS LERBBBRET B2, ML EREES
ANTHELLDBELAHYET, hSLENYI7—AYDBBHET
FALEEBEE. Ny I 7—EBRETELHITHS LENA—DF
DENHYET, COEHICIE. ZAICHTLKED 20 ~ 30
EDEDAZ/—ILELEFTEFZFYILEKD 050 DEEHRE
FRAL. RIZHSLEKFED 20~ 0 EOEDAEREFALET,
REDRIC, FEFIOEERT D120, T4 T4 2TI12T5
TELODY LIFORAERENHY T, B RET D20,
Ny IT7—2EFHRVREILBEHETHILEN—D LT, #HL
NS LNLEERET I LEHEBOLET (& XL, 60:40 D
ACN/0.02M ) U EEIE/N Y T 7 — AU BBHEERET B,
60:40 D ACN/HO ZFERALET), COAETIE. FLCBERIC
FYBFEHLEMETERTE. BICKDIBRIMCIENTESE
kS



REEDIOY T T T4 $ERE/D-HDEV R

WBRERELT SO, AV R—3R 2 FOMDEEETE ST
IF5ES LT, RPLGHSLAEEZERL L. N2 FOIKER T
FY, BREDENFAIZF, REZmm OFVEEEER
LET, FYESUFTLavItonTIE,
agilent.com/chem/Iccapillaries # SR L T 2 &L,

FRTIZHSLIZEHOETT—42Y T V5 L— EREE
LET, SES 8D S L (Poroshell 120, RRHT. RRHD) DIF&
. o T T L—rEELLET,

YU TIZHE LT, 2 TIVEBOZOMOEG L4 > TILET
WIBEITNET, FHMISOVTE,
agilent.com/chem/sampleprep ZS B L T &L,

LCHBDHEEEERKIET 510,
Agient BEDS Vv TEFRALES,




PYCCKIWIA

B atom byknete npuBeaeHbl 06Lime
cBeaeHuA 000 BCex KOJTOHKax 00paLLeHHOM
ta3bl ZORBAX, Pursuit n Polaris.

[lonpobHble cBEAEHNA O NPUMEHAEMOIA
(hase 1 CEMENACTBE CM. Ha BED-CTpaHuLe
agilent.com/chem/columnchoices

Havano pa6orbi

Bce konoHkw Agilent nocranatoTca ¢ ceptuchnkatom Kayectsa, COAepKaLLmm
TECTOBY0 Xpomatorpammy. TectoBoe 060py/a0BaHme, MPUMEHAEMOE MPU KOH-
TPpOJie KayecTBa, ONTUMU3NPOBAHO OTHOCUTENbHO CTaHAapPTHOrO 060PYA0BaHMA,
4T06bI CBECTY K MUHUMYMY MEPTBbIA 06bem cucTembl. [103TOMy OHO MOXET
OT/IMYATLCA OT UCMONb3yEeMbIX B labopaTopuu cuctem. 1o No3BONAET NyyLle
OLeHNBaTb KayecTBO KOSIOHKM 11 rapaHTupyeT nonyyexue 6onee crabunbHoro
npoaykTa. PesynbTarbl, BbliaBaeMble NPaBUbHO HACTPOBHHOW CUCTEMOI
XUIKOCTHOI xpomartorpacpum (B3XKX), 6yayT aHanornyHbl ykasaHHbIM Ha
Xpomartorpamme cepTudukara kayectsa.

CospemeHHMe KOJIOHKW HafleXXHbl 1 pa3paéoTaHbl [ANA ANUTENbHOro NCnonb3o-
BaHWA B HOPManbHbIX YCNOBKAX xpomaTorpad}qucmx cucrem. 3KCI’IJ’I‘/aTauVIH
KOJIOHOK B pamMkax yKa3aHHbIX XapakTepuctuk MakcmanbHO npoanesaeT CPOK UX
Cﬂy>|<6bl. I'Iepeﬂ NPUMEHEeHNem MeTOANKK 06A3aTeNbHO 03HAKOMbTECH C Xapakrte-
PUCTUKAMU KOJTOHOK.



cnonb3oBaHue KONOHKH

YcranoBka
- HanpasneHwe noToka ykasaHo Ha KOMOHKe.

« [lpu pabote ¢ konoHkamu Ha 1.8 mkm (ZORBAX RRHT 1 ZORBAX RRHD)
HanpaseHue NoToKa 0MKHO COBMaaTh C yKa3aHHbIM Ha KOJIOHKe.

« [InA konoHok ¢ nasnexrem fo 600 6ap Agilent pekomeHayeT ucnonb3osatb
nonuketoHoBble chnTuHry (kat. Ne 5042-8957), a ana KoNoHoK, KOTOpble
6ynyT npumeHATbeA B cuctemax YBIXKX, ncnonbsosats komnnekt A-Line
Quick Connect B c6ope (kat. Ne 5067-5961 ana pasmepa 0,075 x 105
MM) unu dutdr Quick Turn (kat. Ne 5067-5966). Y6eantech B ToM, uT0
BbIGpaHHOE KanunnApHoe COeANHEHNE COOTBETCTBYET BallieMy (OUTUHTY.
Mogpo6Hee: www.agilent.com/chem/a-linefittings.

- -
.,

[Nonukemorobili goumure, A- Line Quick Connect Quick Turn fitting,

kam. Ne 5042-8957 assembly, Ne 5067-6961 Ne 5067-5966

YpaBHoBewBaHne KONOHOK

Kayknan KonoHka nepe nocTaBkoi NPOXOAUT UCTIbITAHWA W NOCTABIIAGTCA B Te-
CTOBOM 3J1t0eHTe, NO3TOMY NPOMbIBKA BOAOI NEpe/ Hayanom 1crosib3oBaHuA
He Tpebyetca. Ecnu ncnonb3yrotea Ao6aBku K noaBuKHoM ade (Hanpumep,
6ychepbl MM MOTreHHbIE BELLIECTBA), PEKOMEHAYETCA MPOBOATL MPOMESKYTOUHYHO Mpo-
MbIBKY NOABIKHOI (ha3oid HeobxoaUmoro coctaea, Ho 6e3 Takux aobasok. Mpu
CMeHe NMoABWKHOI hasbl PEKOMEHYETCA BbINONHUTL NPOMBIBKY C PACX0/0M
10-20 o6bemoB konoHku. [inA copbeHToB ¢ 6oniee KOPOTKONA LEMbL (Hanpumep,
C8, CN nnw dhennna) nepen Mcnonb3oBaHuem Heo6xoanumo y6eanTsea B Tila-
TenbHOM YpaBHOBELLMBAHWI KONOHKW. 310 06ecneynsaeT BOCNPOM3BOAUMOCTb
pesynbTaToB aHanu3a 1 NpeaoTBpaLLaeT U3MeHeHne BpEMEHI yaep>K1BaHuA.

BaxcHbie cBepenma no 6esonacHoctn

«  Bce mecTa coeanHeHnii B cuctemax BIXKX ABnAoTcA noTeHUManbHbIMK
1CTOYHMKamu yTeuek. Heobxoammo 03HakoMuTb Nofib3oBatenei ¢
TOKCUYHbIMU UM OTHEONACHBIMM CBOICTBAMM NOABUXKHbIX (has.

M C\/LLleCTByeT 0MacHOCTb BAbIXaHNA MENKNX 4acTuL CyXoro HanonHuTena
KOJOHOK. OTKprBaﬁTB KOOHKWM TOJIbKO B XOPOLLO BBHTVIJ'IVIpyeMOﬁ 30He.

* He npesbiwalite paboyee faBneHne, ykasaHHOE A Kaxaoi KONOHKM
(cm. Tabnuuy). MpeBbllLeHMe 3TUX OrpaHUYeHNI yXyALLIaeT KauecTBo
Xpomatorpacpum 1 MOXKeT BbiTb OMacHbIM.



PYCCKIWIA

MpakTuueckue coBerbl

«  XotA 06bI4HO MeTOA 06PATHOI MPO/YBKYM HE ONACeH A KONOHOK,
n3beralite ero NPUMEHEHA 3a UCKNKOYEHNEM O4UCTKI 3aKYNOPEHHOTO
nopucToro Bknaablwa (cM. pasaen «06cnyxuBaHne KONOHOKY).

*  Bcerna vcnonbayiite AnA NpuroToBREHWA NOABUKHOI thadbl peareHTsl
BbICLLIEH CTEMEeHI 0YMCTKI W PacTBOPUTENb XpOMaTorpacuyeckoit creneHu
yuctoTbl. Mepes ucnonb3osaHnem NPOBOAMTE hUNbTPaLMLO 1 erasaumio
Bcero o6bema NofBIKHoI thasbl.

M Pasﬁopka KOJTIOHKW NpUBEAET K CHUXKEHUIO ee XapakKTepucTtuk.

* B HOBbIX KONIOHKaX COAEPXKMUTCA CMECH OPraHMYecKux pacTeopuTenei
1 Bodbl. CocTaB pacTBOpuTena ykasaH B cepticukare kayecrsa
npuMeHAEMON KONOHKM. B HayanbHoli ctaaun MeTopa cneayert usberatb
MpONycKaH1a Yepes KONMOHKY MOABMXKHOI (hasbl, KOTOpaA MOXET Bbi3BaTb
BbiNajeHue ocafka.

«  KonoHkn o6palieHHoii chasbl Agilent MoryT pabotaTb ¢ BOAOW W Bcemu
06bIYHbIMY OPraHNYECKUMYU PACcTBOPUTENAMM.

 [InA 3alLmTbl KONOHKM 11 YBENMYEHNA €€ CPOKa CNy>X6bl peKOMeHAyeTCA
1CMOJIb30BATH BHYTPUNOTOKOBIN (OUBTP MM NPEAKONOHKY.

* He cneayet XpaHuTb Hencnosib3yemble KONOHKK B Cpefie C BbICOKUMU
3Ha4yeHnAMMn pH 1 B YCINOBKUAX MOBbILLEHHOI Temneparypbl.

*He ncnonb3ayiite konoHky 3a Npeaenamv pekoMeHA0BaHHOro AnanasoHa
pH ana cha3sbl KONOHKM (CM. CREAyHLLYH cTpaHuLy). IKenyaTauna 3a
npeaenamu pekoMeH0BaHHbIX Anana3oHoB pH v Temneparypbl MoxeT
NPUBECTY K COKPALLIEHNIO CPOKa Cry>K6bl.

[pu ucnonb3osaHuu aHanumuyeckux konoHok Poroshell 120 unu
ZORBAX RRHT unu RRHD ¢ paswepom yacmuy 1.8 mkm pexomeHoyemcea
0514 ux 3awumsi ucnosibaogams npeokosonku Fast Guard ona BIXX

ceef (UHPLC). [lononHumeribHble c8e0eHUA:
agilent.com/chem/fastguards.




Pa6ouue napameTrpbl KONoHoK: 3HayeHua pH

¥ TemMneparypbl

PexkomenpoBan-

Hbli Aana3ox
pH

MakcumanbHaa paboyaa
Temneparypa

ZORBAX Eclipse Plus C18
u C8, Eclipse XDB-C8,
XDB-C18, XDB-Phenyl,
Poroshell 120 EC-C18 u
EC-C8, ZORBAX Bonus-RP,
HC-C18(2) n TC-C18(2)

pHor2.0709.0

60°C

Poroshell HPH

pHor2.0 50 11.0

60°C

ZORBAX Extend C18

pHor2.08011.5

60 °C (40 °C npv Bbicokwx pH)

ZORBAX 0DS, ZORBAX

Phenyl, ZORBAX Eclipse Plus

Phenyl-Hexyl, Poroshell 120
PFP, Poroshell 120 Phenyl-
Hexyl, ZORBAX XDB-CN,
ZORBAX Eclipse PAH, sce
KonoHku Pursuit u Polaris
ANA NpUBUTBIX (has.

pHor2.0 10 8.0

60 °C

ZORBAX Eclipse PAH

pHo12.0708.0

60 °C npu pH menee 6.0

Poroshell 120 SB-C18,
StableBond C18, ZORBAX
Rx-C8, ZORBAX SB-Aq,
Z0RBAX SB-Phenyl, SB-C3,
Poroshell 300, 300SB-C3

pHor 1.0 10 8.0

90 °C (StableBond C18
1 Poroshell 120 SB-C18)

80 °C (Rx-C8 u SB-Aq, SB-C3
1 SB-Phenyl)

70 °C ana pH menee 5.0;
40 °C gna pH o1 5.0 o 8.0
(Poroshell 300 u 300SB-C3)

ZORBAX TMS

pHor2.0807.0

60°C

Ipumeyatme. Bee copbeHTbl Ha 0CHOBE CUAMKarena UMEHKT HEKOTOPYHO PacTBOPAEMOCTb
npy 3HayeHnAx pH > 6 AnA noasixHbIx had Ha ocHose Bofbl. [1pu cnonb3oBaHuy
KONOHOK Ha OCHOBE CunuKarena B cpese co 3HaueHnamn pH > 6 HanbonbLumii

cpok cnyx6bl 0becneynBaeTca npu NoHWXKeHHbIX Temnepatypax (He 6onee 40 °C)

11 UCNONb30BaHMM HU3KNX BychepHbIx KoHLEHTpaLmid B Aanasote ot 0,01 1o 0,02 M.

Pa6ora npv NpeaesbHbIX 3HaYeHnAX pH n Temneparype 3Ha4uTenbHO CHUXaeT CpoK

CRyG6bl KONOHKY.
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MakcumanbHoe pa6ouyee faBneHue, KONOHKU

C BHYTPeHHUM gnametpom A0 9,4 mm

Tun KonoHku

Paamep yactmy

I'Ipe.qenbnoe AaBneHue

ZORBAX Rapid Resolution 3.5 Mkm 400 6ap (6000 psi)
ZORBAX Rapid Resolution 1.8 Mkm 600 6ap (9000 psi)
High Throughput (RRHT)

ZORBAX Rapid Resolution 1.8 Mkm 1200 6Gap (17 000 psi)
High Definition (RRHD)

Poroshell 120, Poroshell 2.7 mkm, 4 mkm 600 6ap (9000 psi)

HPH

(Poroshell 120)

Poroshell 300

5 MKm

400 6ap (6000 psi)

Bce konoxku ZORBAX,
Pursuit u Polaris,

He YNOMAHYTbIE KakK
RRHT unu RRHD, a takxe
HC-C18(2), TC-C18(2)

3.0 mkm, 3.5 mMKwm,
5 MKm

400 6ap (6000 psi)

Bbi6op noaBuxkHo# (hasbl M pabouux Temneparyp

MpuBuTan HenoaguxkHaA (pasa No cBOEN Npupoze ABNABTCA HENONAPHON

11 YaLLie BCEro MCNonb3yeTcA ¢ NONAPHBIMU NOABYXKHbIMU (hazamu, TakuMm
KaK cMecv MeTaHona ¢ BOZO N1 aLeToOHUTPIUNA C BOZOIA. YBenuyeHue 40nu
OpraHM4Yeckoro KOMNOHEHTa 0BbIYHO YMEHbLIAET BPEMA YAepKuBaHNA npob.



PeKOMEHAOBaHHbIe Ha4yalbHble rpaaueHTbl

Henopswxhaa d)asa PekomeHnaaumn no ncnonb3oBaHuio

BonbLWMHCTBO KOMOHOK  5-NPOLEHTHbIA METaHON WY aUETOHUTPUI CHayana
o6paLueHHow thasbl 1 100-NpOLEHTHBIA METAHOMN UM AUETOHUTPUN Kak
OKOHYaTerbHbIi PacTBOPHUTENb.

ZORBAX Eclipse PAH*  30- unu 40-npoLeHTHbIiA aLeToHUTpUn
cHayana u 100-npoLeHTHbI aLeTOHUTPUN Kak
OKOHYaTenbHbIi pacTBopuTENb. [nA ynyylueHua
pa3peLLeHnA MOXeT NOTPeB6oBaTbCA OXNaXAeHUe
KONOHKY A0 Temnepatypsl ot 15 o 20 °C.

ZORBAX Bonus-RP Mo cpaBHEHMHO ¢ 06bIYHBIMM ANKMIbHBIMM
cTauMoHapHbIMU (hagamu C ANMHHOI Lenbio
LA 3510LUMK CMeceii MoXeT noTpeBoBaTbea
6onee H13KaA KOHLIEHTPALMA OpraHnyeckoro
moandmKaTopa NoABUKHON hasbl.

Kononku ana 6onblunx  Paznenexue nonvnenTuaos, NpOTENHOB,

Monekyn (Hanpumep, thparmenTos [JHK 1 1. 4. yacTo npoussoantcaA
konoHku Poroshell 300 ¢ ucnonb3oBaHuem TpUGTOPYKCYCHOM nin
1 ZORBAX 300SB) MYpaBbUHOI KUCNOTbI B KayecTBe Moandmkatopa

ana ynpasnexua pH v (1) B kayecTe NOreHHo
[06@BKM 1A NOSTyYEHUA TPEBYEMOro yaepKMBaHNA 1
cenektmeHocTn. OpraHuyeckue 6ydepsl, Takue Kak
TRIS, 0cobeHHO ya06HbI ANA METOANK CO CPeAHUMM
3HaYeHMAMM pH.

* HanBonbLumii cpok cnyx6bl KonoHok obecnednsaetca npu Temnepatype mexee 40 °C.
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06cny>XuBaHue KONOHOK

B konoHkax ¢ pa3mepom yacTuL, He MeHee 2.7 MKM UCTOMb3YHOTCA BXOAHbIE
BKMaZbILLX C nopamn 2 MKM. Tpo6bl, cofepsKaLLme MUKPOYacTMLbl, MoryT
3aCOPATL BXOAHbIE NOPHUCTble BKNaabilwn. C Takumm npobamu pekomMeHzyeTcA
ucnonb3oBatb konoHkn ZORBAX w Fast Guard, a Takxke cneupnanbHble Habopbl
(npu Heo6xoAMMOCTH); BCe 3TV Mepbl MPEAOCTOPOXKHOCTA PEKOMEHAYHOTCA

B LINIOM A1 BCEX KOMOHOK.

Monpo6Hee o npeakonoxkax: agilent.com/chem/fastguards.

Ouyuctka u yBeJinyeHune cpoka CHV)KﬁbI KOJIOHKH

TpoMbIBKY KONOHOK, ANA KOTOpbIX NpeaycMoTpeHa 06paTHan NpoMbIBKa
(Poroshell 120, konoHkn ZORBAX ¢ pasmepom yactiu 6onee 1.8 MkM, a Takxke
Bce KonoHku Pursuit 1 Polaris), HaunHaiite ¢ 6onee cunbHOro (MeHee NoNAPHO-
r0) pacTBopuTena.

1. OTcOeaMHMTE KONMOHKY OT ETEKTOPA U HanpaBbTe NPOMbIBOYHbIE
pacTBOpUTENM B NaBOPATOPHBIiA CTaKaH.

2. HaunuTe npombiBKy ¢ paboyeii noaBuxHoi dhasbl 6e3 BydepHbix coneit
(BOAHOIA UNM OpraHMyecKon).
Mponyctute o1 10 10 20 06bEMOB KOMOHKM.

3. [Hanee ucnonbayiite 100-npoLeHTHbI OpraHMYeckuii pacTBopUTEnb
(MeTaHON UnK aUeTOHUTPUN).

4. YbepuTech, uTo BOCCTaHOBUOCH paboyee aBneHne; ecn aToro He
MPOM3OLLNO, BbIMOJHUTE CNeaytoLLne AeiCTBIA.

5. 3alpakyiite KONOHKY UK UcronbayiiTe 6omnee cuilbHble pacTBOpUTENY,
HanpuMep aLeToHUTPUAN ¢ 3onponaHonom (75:25).

6. Yeenuuutb koHueHTpauuto 1o 100% uzonponatona, 100% auxnopmeraqa
nnn 100% rekcaHa (B cyyae 1cnonb3oBaHWA AUXNOpMeTaHa Uk rekcaHa
Heo6X0AMMO NMPOMBITb KOMIOHKY U30MPONAHONOM Nepes ee UCNoNb30BaHUeM
11 10 nepexofia K paboyeii 06palLieHHOl NoaABMXKHOI (hase).

KonoHku ¢ paamepom yacTu meHee 1.8 MKM He noanexar npombiske —

3aMeHHTE TaKyH KOJOHKY.



Pekomenpauumu no xpaHeHuro

[InA AONFOBPEMEHHOrO XpaHeHUA KONOHOK C NMPYBMTON hasoi Ha OCHOBE CUnWKarensa
Cflef1yeT MCMOMb30BaTb YCTbIN OpraHUYeckuii pacTeoputenb. Ecnv paHee KonoHka
ucnonb3oBanack ¢ 6ydepHoii noaskHON! chasoii, cHayana cneayert yaanuTb 6ydep
MPOMbIBKOVA CMEChtO MeTaHora i aueToHutpuna ¢ oot (50:50) ¢ pacxonom 20-30
06beMOB KONOHKM, a 3aTem npombiTb ee 20-30 06bemamy Y1CTOro pacTBopUTENa.
Mepes HanpaBsieHeM KOMOHKY Ha XPaHEHIE KOHLIEBbIE (UTIHI 0MKHbI GbiTb
TLLATENbHO 3aKPbITbl 3aryLLKaMi Af1A MPEAOTBPALLEHA BbICbIXaHA COpOeHTa.
KparkoBpemeHHO XpaHuTb KOMOHKM MOXHO B GOMbLUMHCTBE MOBIKHbIX (has. B Lenax
3alLWTbI 060PYA0BAHIA PEKOMEHAYETCA YAaTh COMM M3 KONMOHKM 1 060pYA0BaHuA,
MPOMbIB KOJIOHKY TOM >ke NoABvKHOM dhasoii 6e3 bychepa (Hanpumep, 1Cromnb3ya
cmech auetoHutpun:H,0 (60:40) ana ynaneHuA nosiwkHoi dhasbl 60:40 aueTonu-
Tpuna ¢ 0.02 M dhocchatHoro 6ycpepa). 3ot noaxoa nossonAet GbicTpee NPOBOAMTL
MOBTOPHOE YpaBHOBELLIMBAHIE MPY MCTONb30BAHM UCXOAHOI NOABXKHOM hasbl v
YCTPaHAET BOIMOXKHOCTb BOSHUKHOBEHIA KOPPO3WI, BIEACTBUE NPUCYTCTBUA CONU.



PYCCKIWIA

CoBeTbl ANA NONYYeHUA NYYLLINX pe3ynbTaToB
xpomarorpacuu

+  ONTMMM3aLMA YCTAHOBKYM NyTeM MakcUManbHOro COKpaLLeHNA ANuHbI
COBAMHUTENbHBIX TPYGOK MexXay YacTAMM 060pYA0BaHMA, Y4TOBbI YMEHbLLNTL
LONONHUTENbHBIA 06beM KOMOHKW ¥ pa3MblBaHue nukoB. Vicnonbayite
COeAMHUTENbHBIE TPYOKM KPAaCHO! MApKMPOBKM C BHYTDEHHUM AMaMeTpOM
0.12 mm ana konoHok BIXKX. Moapo6Hee 0 pasnuyHblx KanunnApHbIX
Tpy6kax: agilent.com/chem/Iccapillaries.

«  (06ecneyeHre onTMManbHOro Temna coopa paKkLmid ANA UCoNb3yemoit
KonoHKu. MpumennTe Gonblyo YacToTy hpakUMOHUPOBAHIUA ANA KOMOHOK
BIXX (Poroshell 120, RRHT u RRHD).

*  lcnonb3oBaHue Ana uccneayembix 06pasLoB hunbTpaLmu 1 Apyrux
METOZ0B NoAroToBki. Moapo6Hee:
agilent.com/chem/sampleprep

«  Vcnonbayiite B yctaHoBkax BIXKX ceptudpmumpoBaHHble namnbl
Agilent, ob6ecneuunBatoLLme NyyLLee KayecTso.




Este guia oferece informacdes gerais
para todas as colunas de fase reversa
Z0RBAX, Poroshell, Pursuit e Polaris.

Para obter informac6es mais detalhadas
sobre uma fase ou familia especifica,
acesse: agilent.com/chem/columnchoices

Introducao

Cada coluna Agilent traz um relatério de controle de qualidade do
desempenho da coluna, incluindo um cromatograma de teste. O 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 deve diferir do que pode ser obtido no seu sistema.
Isso permite avaliar melhor a coluna e garantir uma maior consisténcia

do produto. Um sistema de LC configurado adequadamente vai gerar
resultados semelhantes aos do cromatograma no relatério de controle

de qualidade da coluna.

As colunas modernas sdo robustas e foram projetadas para operar por
longos periodos sob condicdes cromatograficas normais. E possivel
maximizar o desempenho da coluna utilizando-a conforme as especificagées.
Sempre revise as especificacdes antes de colocar um método em pratica.



PORTUGUES

Utilizacéo da coluna

Instalacéo
+ Adirecdo do fluxo é indicada na coluna.

+ Ascolunas de 1.8 pm (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) so podem ser
operadas na direcéo do fluxo indicada na coluna.

+Agilent recomenda a utilizagao de conexdes de policetona (5042-8957)
para colunas de até 600 bar e conexdes A-Line Quick Connect
(5067-5961 para 0,075 x 105 mm) ou Quick Turn Fitting (5067-5966)
para colunas que serdo operadas a pressdes UHPLC. Assegure-se de
pedir o capilar correto para a sua conexao.

Saiba mais acessando www.agilent.com/chem/ a-linefittings.

Se- T =i

Conexdo de policetona, A- Line Quick Connect Quick Turn fitting,
p/n 5042-8957 assembly, p/n 5067-6961 p/n 5067-5966

Condicionamento da coluna

Todas as colunas sdo testadas antes do envio e sdo enviadas com o eluente de
teste. Portanto, ndo é necessario enxagua-las com &gua antes da primeira
utilizacdo. Caso utilize aditivos na fase movel (como tampdes ou reagentes
de par idnico), recomenda-se fazer uma limpeza intermediaria com uma
fase movel da composicdo correta, mas sem os aditivos. A limpeza com
volumes de 10 a 20 vezes o volume da coluna deve ajudar na transicéo
para a fase movel. Para substancias quimicas com cadeia mais curta
(como C8, fenil e CN), deve-se tomar cuidado para garantir que a coluna
seja equilibrada adequadamente antes da utilizacdo. Isso garantira

a reprodutibilidade e evitara desvios do tempo de retencao.

Consideracdes de seguranca importantes

» Todos os pontos de conexdo em sistemas de cromatografia liquida sao
considerados como ponteciais pontos 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 sdo inalaveis. As colunas s6 devem ser abertas em uma
area bem ventilada.



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

Outras dicas operacionais

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

Sempre utilize reagentes de alta pureza e solventes de cromatografia
de boa qualidade para preparar a fase movel. Degaseifique e filtre toda
a fase movel antes da utilizacao.

A desmontagem de uma coluna prejudica seu desempenho.

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

As colunas Agilent de fase reversa sdo compativeis com dgua e com
solventes organicos comuns.

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

As colunas ndo devem ser mantidas a um pH elevado ou a altas
temperaturas quando n&o estiverem em uso.

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

Caso utilize colunas Poroshell 120, ZORBAX RRHT ou RRHD de 1.8 um,
considere o uso de uma Fast Guard para UHPLC para proteger a
coluna analitica. Acesse agilent.com/chem/fastguards para obter
mais informagdes.
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Parametros operacionais da coluna: pH e temperatura

Fase Faixa de pH Maxima temperatura
recomendada operacional

ZORBAX Eclipse Plus C18 pH2.0a9.0 60 °C

e C8, Eclipse XDB-C8,

XDB-C18, XDB-Phenyl,

Poroshell 120 EC-C18

e EC-C8, ZORBAX

Bonus-RP, HC-C18(2) e

TC-C18(2)

Poroshell HPH pH2.0a11.0 60 °C

ZORBAX Extend-C18 pH2.0a115 60 °C (40 °C em pH
elevado)

ZORBAX 0DS, ZORBAX pH2.0a8.0 60 °C

Phenyl, ZORBAX Eclipse

Plus Phenyl-Hexyl,

Poroshell 120 PFP,

Poroshell 120 Phenyl-

Hexyl, ZORBAX XDB-CN,

ZORBAX Eclipse PAH,

todas as Pursuit e Polaris

de fases ligadas.

Z0ORBAX Eclipse PAH pH20a8.0 60 °C em pH maior
que 6.0

Poroshell 120 SB-C18, pH1.0a8.0 90 °C (StableBond C18 e

StableBond C18, ZORBAX Poroshell 120 SB-C18)

Rx-C8, ZORBAX SB-Aq, N

ZORBAX SB-Phenyl, 80 °C (Rx-C8 e SB-Aq,

SB-C3, Poroshell 300, SB-C3 & SB-Phenyl)

3003B-C3 70 °C para pH menor que
5.0; 40 °C para pH de 5.0
a 8.0 (Poroshell 300 e
300SB-C3)

ZORBAX TMS pH2.0a7.0 60 °C

Observagdo: todos os empacotamentos a base de silica tém alguma solubilidade em
fases moveis aquosas com pH maior que 6. Ao utilizar colunas a base de silica em pH
maior que 6, uma melhor vida Util da coluna é obtida em temperaturas mais baixas
(méx. 40 °C) usando concentragdes baixas para o tampéo na faixa de 0.01 a 0.02 M.
Operar em faixas extremas de pH e temperatura causara um grande impacto na

vida til da coluna.



Maxima pressdo operacional:
colunas de até 9,4 mm de DI

Tipo de coluna Tamanho de Limite de
particula pressio
Colunas de resolucao rapida 3.5um 400 bar
ZORBAX (6.000 psi)
Alto rendimento de resolucao 1.8 um 600 bar
rapida ZORBAX (RRHT) (9.000 psi)
Alta definicao de resolucao 1.8 um 1.200 bar
rapida ZORBAX (RRHD) (17.000 psi)
Poroshell 120, Poroshell HPH 2.7 ym, 4 um 600 bar
(Poroshell 120) (9.000 psi)
Poroshell 300 5um 400 bar
(6.000 psi)
Todas as colunas ZORBAX, 3.0 um, 3.5 ym 400 bar
Pursuit e Polaris nédo indicadas 5 pm (6.000 psi)

como RRHT ou RRHD e HC-
C18(2), TC-C18(2)

Escolha de fase movel e temperaturas operacionais

A fase estacionaria ligada é nao polar por natureza e é melhor usada com
fases moveis polares, como misturas de metanol/gua ou acetonitrila/agua.
Aumentar a quantidade de componente orgénico costuma reduzir o tempo
de retencao da amostra.



PORTUGUES

Gradientes iniciais recomendados

Fase estacionaria Observacdes de uso

A maioria das colunas de Inicialmente 5% de metanol ou acetonitrila

fase reversa e 100% de metanol ou acetonitrila como
solvente final.

ZORBAX Eclipse PAH* 30% ou 40% de acetonitrila inicialmente até

100% de acetonitrila como solvente final.
Pode ser necessario resfriar a coluna para
15 °C a 20 °C para obter uma melhor
resolucao.

ZORBAX Bonus-RP Para a eluigao do composto é necessario
um modificador da fase mdvel organica com
concentragao mais baixa em comparagdo com
as fases estacionarias tradicionais de cadeias
longas do grupo alquila.

Colunas de molécula As separacoes de polipeptidios, proteinas,
grande (ex.: colunas fragmentos de DNA, etc., costumam usar acido
Poroshell 300, ZORBAX trifluoroacético ou férmico como modificador
300SB) para controlar o pH e/ou como aditivo de

pareamento i6nico para obter a retencdo

e a seletividade desejadas. Os tampdes
organicos, como TRIS, séo Uteis principalmente
para aplicacdes de pH intermediario.

*A melhor vida (til da coluna é alcancada a temperaturas inferiores a 40 °C.



Cuidados com a coluna

0 frit de entrada em colunas com um tamanho de particula de 2.7 pm

ou maior tem uma porosidade nominal de 2 um. As amostras que contém
material particulado obstruirdo o frit da entrada da coluna. Com essas
amostras, recomenda-se utilizar as colunas ZORBAX e Fast Guard e os kits
de hardware (conforme necessario), que também sao recomendaveis para
uso com todas as colunas.

Acesse agilent.com/chem/fastguards para obter mais informacoes
sobre colunas de guarda.

Limpeza da coluna/Prolongamento da vida util da coluna

Para colunas que podem ser submetidas ao processo de backflush
(colunas Poroshell 120, ZORBAX com particulas maiores que 1.8 ym
e todas as colunas Pursuit e Polaris), inicie o procedimento com um
solvente mais forte (menos polar).

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

2. Inicie com sua fase movel sem sais de buffer (dgua/orgénico).
Realize corridas com 10 a 20 volumens de coluna.

3. Depois, use o componente 100% orgénico (metanol ou acetonitrila).
4. Verifique se a pressédo voltou ao normal; em caso negativo,

5. Descarte a coluna ou considere condicdes mais fortes,
como 75% acetonitrila/25% 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 utilizaco e antes
de retornar a fase movel reversa).

N&o submeta colunas com particulas de 1.8 um ao processo de backflush;
substitua a coluna.
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0 armazenamento por longos periodos de colunas & base de silica ou com
fase ligada deve ser realizado em um solvente organico puro. Se a coluna
foi usada anteriormente com uma fase movel tamponada, primeiro o tampao
deve ser removido purgando a coluna com volumes de 20 a 30 colunas
com uma mistura de metanol ou acetonitrila e agua a 50:50, sequido de
volumes de 20 a 30 colunas de solvente puro. Antes do armazenamento,
os adaptadores de extremidade devem ser bem fechados com plugues para
evitar que 0 empacotamento seque. As colunas podem ser armazenadas
de forma segura por periodos curtos na maioria das fases moveis. Para proteger
0 equipamento, recomenda-se remover os sais do instrumento e da coluna,
purgando a coluna com a mesma fase mavel sem o tampéo (ex: utilizando
ACN/H,0 a 60:40 para remover uma fase movel de tampéo fosfato ACN/0.02
M a 60:40). Esta abordagem possibilita um rapido reequilibrio com a fase
movel original, e qualquer risco de corrosdo por causa dos sais € eliminado.

Recomendacoes de armazenamento



Dicas para obter os melhores resultados de cromatografia

Otimize o desempenho do instrumento minimizando os comprimentos
da tubulacao entre os componentes para reduzir o volume extracoluna
e a ampliacdo da banda. Use a tubulagdo vermelha com 0.12 mm

de didmetro interno para colunas de LC rapidas/de alta eficiéncia.
Obtenha mais informacoes sobre opgées de capilar em
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
rapidas (Poroshell 120, RRHT e RRHD).

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

Utilize 1ampadas certificadas da Agilent nos instrumentos de LC para
obter o melhor desempenho.




Further Information

For help choosing the right column, request the LC Column
Selection Guide or the BioHPLC Column Selection Guide

agilent.com/chem/getguides

The LC Column and Sample Prep Navigator is a web-based
tool that can help you find the right column for your method,
based on your input. Consult agilent.com/chem/navigator




Agilent Ordering Information

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

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

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

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

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

Learn more at agilent.com/chem/sampleprep
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