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This booklet provides general information for all
Agilent ZORBAX, Agilent Pursuit, Agilent Polaris,
and Agilent InfinityLab Poroshell normal-phase
and HILIC columns. Initial sections include
information for both normal-phase and HILIC
columns. Because some method parameters and
column care instructions are different for HILIC
versus normal-phase, those sections are broken
out separately in the last few pages. For additional
information about your specific column or family,
see agilent.com/chem/columnchoices

Getting Started

A QC Column Performance Report, including a test chromatogram, comes
with every Agilent column. The QC test instrument is modified (optimized)
from a standard instrument to minimize extra column volume, so results may
vary from the system used in your lab. This allows a better evaluation of the
column and assures a more consistent product.



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

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

*Agilent recommends using InfinityLab Quick Connect fittings (5067 5961
for 0.075 x 105 mm assembly) or Quick Turn Fittings (5067-5966) for
high pressure column connections. Polyketone fittings (5042-8957)
may also be used for pressures up to 600 bar. Be sure to order the right
capillary connection for your fitting. Learn more at www.agilent.com/
chem/infinitylabfittings

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

Important Safety Considerations for all LC Columns

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

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

+ Adhere to operating pressure limits noted for each column (see chart

on next page). Exceeding these limits will compromise chromatographic
performance and could be unsafe.



Maximum Operating Pressures — Columns up to 9.4 mm id

Column type Particle size Pressure limit

Agilent ZORBAX NH2 5pm, 7 um 400 bar (6,000 psi)

Agilent ZORBAX HILIC Plus gﬁngm

Agilent ZORBAX Rx-SIL 5um, 7 pm

Agilent ZORBAX SIL 5pm, 7 pum

Agilent ZORBAX CN :;ﬁrﬁm 5pm,

Agilent ZORBAX Eclipse XDB-CN

Agilent ZORBAX Rapid Resolution High 1.8 pm 1,200 bar

Definition (RRHD) HILIC Plus (17,000 psi)

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

Agilent Polaris NH2 3pm, 5pum 400 bar (6,000 psi)

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

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

Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 2.7 pm 600 bar (9,000 psi)

Agilem InfinityLab Poroshell 120 HILIC ggg Egi '(gggg S:I

Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z 400 bar (6,000 psi)

Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5

Column Usage Tips

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

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

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

« Disassembling a column will degrade column performance.

= New columns contain a mixture of organic solvents. See your QC
Performance Report for the solvent composition in your column. Initially,

care should be taken not to pass any mobile phase through the column
that may cause a precipitate or an emulsion to form.
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* Agilent normal-phase columns are compatible with water and all
common organic solvents.

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

+ Columns should not be maintained at high pH or elevated temperature
when notin use.

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

Tips for Getting the Best Chromatographic Results

« Optimize your instrument by minimizing tubing lengths between
components to reduce extra column volume and band broadening. Use
0.12 mm id red tubing for normal operations. For narrow bore (2.1 mm
or less) high resolution columns, such as InfinityLab Poroshell 120 or
Z0RBAX RRHD, use 0.075 mm id black tubing on UHPLC systems. Learn
about capillary options at agilent.com/chem/Iccapillaries.

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

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

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

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



Working With Normal-Phase Columns

Every normal-phase column is tested before shipment and shipped in a
normal-phase test eluent, with the exception of ZORBAX Eclipse XDB-CN,
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN, InfinityLab Poroshell 120 HILIC, InfinityLab
Poroshell HILIC-OH5, InfinityLab Poroshell HILIC-Z, and ZORBAX HILIC Plus
columns which are shipped in reversed-phase solvents. Care should be
taken to make sure the column has been properly equilibrated prior to use.
This will ensure reproducibility from analysis to analysis and help prevent
retention time drifting.

Normal-Phase Column Operating Parameters:
pH and Temperature

Maximum  Suggested

Recommended operating operating

pH range temperature temperature

Agilent ZORBAX NH2 pH2.0t0 75 60 °C 30°C
Agilent ZORBAX Rx-SIL pH1.0t08.0 Limited
Agilent ZORBAX SIL only by the

. o temperature
Agilent InfinityLab Poroshell 120 Jimits of the
HILIC™ mobile phase
Agilent ZORBAX HILIC Plus™*
Agilent ZORBAX CN pH2.0t08.0 60 °C 30°C
Agilent ZORBAX Eclipse XDB-CN*  pH 2.0t0 9.0 60 °C 30°C
Agilent Polaris NH2 pH2.01t08.0 60 °C 30°C
Agilent Polaris Si-A pH15t010.0 60°C 30°C
Agilent Pursuit XRs Si pH2.01t08.0 60 °C 30°C
Agilent InfinityLab Poroshell 120 pH2.0t0 8.0 60 °C 30°C
EC-CN*

* Shipped in reversed-phase solvents.
1 See the Working with HILIC section for more information.

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

Normal-Phase Column Method Development Notes

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

Column type Method development notes

Agilent ZORBAX NH2 Retention decreases as the polarity of the mobile

Agilent Polaris NH2 phase increases.
Many column volumes of mobile phase are
necessary for equilibration to occur after changes in
mobile phase composition. The number of column
volumes required depends on the system in use and
can be as high as 50 to 100 column volumes.

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

. . ) must be taken to maintain consistency for method
Agilent Pursuit XRs Si reproducibility. When gradient elution is employed,
Agilent Polaris Si-A both primary and secondary solvents should be

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

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

Agilent InfinityLab Poroshell Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-CN and

120 EC-CN Z0ORBAX Eclipse XDB-CN columns are shipped

Agilent ZORBAX Eclipse with reversed-phase solvents, but can also be used

XDB-CN in normal phase applications after flushing with
isopropanol.

Agilent ZORBAX CN
gren Retention decreases as the polarity of the mobile

phase increases.

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




Cleaning Your Column/Extending Column Life:

Normal-Phase Columns

For normal-phase, we recommend use of organic solvents. Use at least

20 column volumes of each solvent, which is 50 mL if your column is the
traditional analytical 4.6 x 250 mm. Try these solvents in order of increasing
strength:

1. 50% methanol: 50% chloroform
2. 100% ethyl acetate

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

Storage Recommendations: Normal-Phase Columns

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

Working With HILIC Columns

HILIC is a method used for the separation of polar analytes inadequately
retained on typical reversed-phase columns. Agilent ZORBAX

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

Agilent ZORBAX Rapid Resolution High 0t08.0 ~ 60°C 30°C
Definition (RRHD) HILIC Plus

Agilent ZORBAX HILIC Plus HPLC

Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC

HILIC Column Operating Parameters

Agilent InfinityLab Poroshell 120 101080 45°C 30°C
HILIC-OH5

Agilent InfinityLab Poroshell 120 20t012 80°C 30°C
HILIC-Z

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

Operating Guidelines: HILIC

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

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

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

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

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

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



HILIC Method Development Notes

Agilent ZORBAX Rapid
Resolution High Definition
(RRHD)

Agilent HILIC Plus

Agilent InfinityLab Poroshell
120 HILIC, HILIC-Z, and
HILIC-OH5

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

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

Equilibration may require 20-50 column volumes.

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

Agilent InfinityLab Poroshell
120 HILIC-Z, and HILIC-OH5

Suggested initial screening conditions:

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

or

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

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




Cleaning Your Column/Extending Column Life:
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HILIC Columns

Samples should be filtered before injecting on the column. This is particularly
important for the ZORBAX RRHD HILIC Plus column, as the column inlet

frit is nominally 0.5 ym and samples should be filtered through a 0.2 pm
sample filter. If solvent flow appears to be restricted (unusually high

column backpressure), check first to see that solvent flow is unobstructed
up to the column inlet. If the restriction is prior to the column, replace the
appropriate piece of tubing or filter that is plugged. If the column is plugged,
InfinityLab Poroshell 120 HILIC can be backflushed with 20-30 column
volumes of mobile phase. The RRHD HILIC column cannot be backflushed.
To remove strongly-retained materials from the column, flush the column
with a strong solvent which in HILIC mode, is water.

InfinityLab Poroshell HILIC-OH5 columns may be regenerated by

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

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

Storage Recommendations: HILIC Columns

Acetonitrile:water (90:10) is recommended as the long-term storage solvent
for HILIC columns. Before storing the column, tightly cap the end fittings
with the end plugs to prevent the packing from drying out. Columns may

be safely stored for short periods in most HILIC mobile phases. However, to
protect equipment, it is best to remove salts from the instrument and column
by purging the column with the same mobile phase without the buffer (for
example, using 90:10 ACN:H,0 to remove a 90:10 ACN:0.01M formate
buffered mobile phase). Re-equilibration is faster with the original mobile
phase when using this approach, but several (3 to 6) injections should be
made to verify column equilibration.



Diese Broschiire enthalt allgemeine
Informationen zu allen ZORBAX-, Pursuit-, und
Polaris-Normalphasen- und HILIC-S&ulen.

Die einleitenden Abschnitte enthalten
Informationen zu Normalphasen- und
HILIC-S&ulen. Da manche Methodenparameter
und Saulenpflegeanweisungen fir HILIC und
Normalphase unterschiedlich sind, gibt es hierzu
separate Abschnitte auf den letzten Seiten.
Zusétzliche Informationen dber lhre spezifische
Séaule finden Sie unter:
agilent.com/chem/columnchoices

Erste Schritte

Zu jeder Agilent Saule gibt es einen QC-Saulentestreport mit
Testchromatogramm. Bei dem QC-Testinstrument handelt es sich um

ein optimiertes Standardsystem, um das zusatzliche Saulenvolumen zu
minimieren. Es kann also von dem in Ihrem Labor verwendeten System
abweichen. Die Saule kann so besser evaluiert und eine konsistente
Produktqualitét sichergestellt werden. Ein fiir Saulen mit niedrigem Volumen
optimiertes LC-System liefert ahnliche Ergebnisse wie das Chromatogramm
in Ihrem QC-Testreport.



Installation
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+ Die Flussrichtung ist auf der Saule angegeben.

* 1.8-pm-Saulen (ZORBAX RRH, ZORBAX RRHD) kénnen nur
in der auf der Saule angegebenen Flussrichtung verwendet
werden.

* InfiniyLab Poroshell 120-Saulen konnen zur Reinigung der Saule mit
umgekehrter Flussrichtung verwendet werden. Die Fritte ist am Auslass
der Poroshell 120-Saulen kleiner als am Einlass und kann leichter
verstopfen.

+ Agilent empfiehlt die Verwendung von Polyketone-Verschraubungen
(Artikel-nummer 5067-8957) fiir Saulen bis zu 600 bar.
1200-bar-Verschrau bungen (Artikelnummer 5067-4733) kénnen ftr
alle Anwendungen eingesetzt werden, ob bei geringem Druck oder
UHPLC-Drticken bis zu 1200 bar. Wichtige Sicherheitshinweise zu allen
LC-Saulen

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

+ Daaufgrund der kleinen PartikelgroRe die Gefahr des Einatmens von
Saulenpackungsmaterial besteht, sollten die Saulen nur in gut belifteten
Raumen geoffnet werden.

« Halten Sie die spezifischen Saulendruckgrenzwerte ein (siehe Diagramm
auf nachster Seite). Eine Uberschreitung dieser Werte beeintrachtigt die
Chromatografieleistung und kann gefahrlich werden.



Maximaler Druck — Saulen bis zu 9,4 mm ID

Saulentyp PartikelgroRe Druckgrenzwert
Z0RBAX NH2 5pum, 7 um 400 bar (6.000 psi)
ZORBAX HILIC Plus ginfm

Z0RBAX Rx-SIL 5um, 7 pm

Z0RBAX SIL 5pm, 7 um

ZORBAX CN 3.5um, 5 um, 7 ym

Z0RBAX Eclipse XDB-CN

Z0RBAX Rapid Resolution High 1.8 pm 1,200 bar (17.000 psi)
Definition (RRHD)

HILIC Plus

Z0RBAX RRHT Rx-Sil 1.8 ym 600 bar (9.000 psi)
Polaris NH2 3um, 5 pm 400 bar (6.000 psi)
Polaris Si-A 3um, 5pm, 10 pm 400 bar (6.000 psi)
Pursuit XRs-Si 3pm, 5pm, 10 pm 400 bar (6.000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 2.7 um 600 bar (9.000 psi)

InfinityLab Poroshell 120 HILIC

Tipps zur Séaulennutzung

* Moderne Séulen sind robust und fir den langfristigen Einsatz unter
normalen chromatografischen Bedingungen konzipiert. Die Lebensdauer
der Séule kann beim Einsatz innerhalb der Spezifikationen maximiert
werden. Priifen Sie stets die Spezifikationen, bevor Sie eine endgiltige
Methode wahlen.

+ Die Verwendung der Saule entgegen ihrer Flussrichtung sollte vermieden
werden, auBer bei dem Versuch, die verstopften Fritten zu sdubern
(Ausnahme siehe Installation).

+ Verwenden Sie fiir die Vorbereitung der mobilen Phase immer Reagenzien
mit hoher Reinheit und Losungsmittel in Chromatografiequalitat.

* Der Aushau einer Saule kann zu einer Beeintrachtigung der
Saulenleistung fiihren.



DEUTSCH

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

+ Agilent Normalphasenséulen sind mit Wasser und allen gangigen
organischen Losungsmitteln kompatibel.

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

= Zurzeit nicht benutzte Saulen sollten keinen hohen pH-Werten oder
erhohten Temperaturen ausgesetzt werden.

+ Vermeiden Sie die Nutzung dieser Saule auRerhalb des fiir die
Séulenphase empfohlenen pH-Bereichs (siehe nachste Seite). Die
Lebensdauer verkirzt sich, wenn die Saule auBerhalb der empfohlenen
pH- und Temperaturbereiche betrieben wird.

Tipps fiir beste chromatografische Ergebnisse

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

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

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

+ Verwenden Sie fiir eine optimale Leistung Agilent-zertifizierte Lampen in
Ihren Flissigkeits-Chromatografiegeraten.

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



Arbeiten Mit Normalphasensaulen

Jede Normalphasenséule wird vor der Lieferung getestet und in

einem Normalphasen-Testeluent versandt, ausgenommen Saulen der

Typen ZORBAX Eclipse XDB-CN, InfinityLab Poroshell 120 EC-CN,
InfinityLab Poroshell 120 HILIC und ZORBAX HILIC Plus, die in
Umkehrphasen-Lésungsmitteln versandt werden. Es muss unbedingt darauf
geachtet werden, dass die Saule vor der Verwendung ordnungsgemaR
aquilibriert wurde. Dies stellt die Reproduzierbarkeit von Analyse zu Analyse
sicher und verhindert Abweichungen bei der Retentionszeit.

Betriebsparameter von Normalphasensaulen:
pH-Wert und Temperatur

Empfohlener Maximale Vorgeschlagene
Phase pH-Bereich Betriebstemperatur  Betriebstemperatur
Z0ORBAX NH2 pH2.0bis 7.5 60°C 30°C
ZORBAX Rx-SIL pH 1.0 bis 8.0  Im Normalfall nur
Z0RBAX SIL begrenzt durch die
. Temperaturgrenz-
InfinityLab Poroshell 120, werte der mobilen
HILIC*t, ZORBAX HILIC Phase
Plus™t
Z0RBAX CN pH2.0bis 8.0 60°C 30°C
Z0RBAX Eclipse pH2.0bis 9.0 60°C 30°C
XDB-CN*
Polaris NH2 pH2.0bis 8.0 60°C 30°C
Polaris Si-A pH 1.5 bis 60 °C 30°C
10.0
Pursuit XRs Si pH2.0bis 8.0 60°C 30°C
InfinityLab Poroshell 120 pH 2.0 bis 8.0 60 °C 30°C
EC-CN*

*Wird in Umkehrphasen-Losungsmitteln versandt.
" Weitere Informationen siehe Abschnitt Arbeiten mit HILIC.

Der Betrieb der Séule im Bereich der pH- und Temperaturgrenzwerte hat
signifikanten Einfluss auf die Lebensdauer der Saule.
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Hinweis: Alle Packungen auf Silikabasis sind in wassrigen mobilen Phasen
mit einem pH-Wert > 6 Islich. Falls Sie dennoch Saulen auf Silikabasis

bei einem pH-Wert > 6 verwenden, dann erhalten Sie eine langere
Lebensdauer, wenn eine niedrigere Temperatur (max. 40 °C) und niedrigere
Pufferkonzentrationen zwischen 0.01 bis 0.02 M verwendet werden.

Hinweise zur Methodenentwicklung fiir Normalphasenséaulen

Die stationare Phase ist polar und wird am besten mit nicht polaren mobilen
Phasen wie Methylenchlorid/Hexan- oder Isopropanol/Hexan-Gemische
verwendet. Ein hoherer Anteil an der polaren Komponente in diesen
Gemischen verkiirzt normalerweise die Retentionszeit der Probe.

Saulentyp Hinweise zur Methodenentwicklung
Z0RBAX NH2 Die Retention nimmt in dem MaR ab, in dem die Polaritat der
Polaris NH2 mobilen Phase zunimmt.

Zur Aquilibrierung sind nach dem Wechsel der Zusammensetzung
der mobilen Phase einige Saulenvolumen notwendig. Die Anzahl
der erforderlichen Saulenvolumen hangt vom verwendeten
System ab und kann bis zu 50 bis 100 Saulenvolumen betragen.

Z0RBAX Rx-SIL Nicht gebundene Saulen auf Silikabasis reagieren sehr
Z0RBAX SIL empfindlich auf Wasserspuren in Lésungsmitteln und der Probe.
. . Dies sollte beachtet werden, damit die Reproduzierbarkeit der
Pursuit XRs Si Methode beibehalten wird. Bei Einsatz einer Gradientenelution
Polaris Si-A sollten sowohl primare als auch sekundare Losungsmittel
mit einem Alkohol oder Acetonitril modifiziert werden und
mindestens 30 Saulenvolumen von Losungsmittel sollten nach
Abschluss jeder Analyse durch die Saule flieRen.

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

InfinityLab InfinityLab Poroshell 120 EC-CN- und ZORBAX Eclipse

Poroshell 120 XDB-CN-Séulen werden mit Umkehrphasen-Losungsmitteln
EC-CN versandt, konnen nach dem Spiilen mit Isopropanol aber auch in
ZORBAX Eclipse Normalphasenanwendungen verwendet werden.

XDB-CN Die Retention nimmt in dem MaR ab, in dem die Polaritat der
Z0RBAX CN mobilen Phase zunimmt.

Die schnelle Aquilibration dieser gebundenen Phase mit der
mobilen Phase macht es oft einfacher, diese Saule statt Saulen
auf Silikabasis zu verwenden, speziell fur die Gradientenelution.




Reinigen lhrer Saule/Erweitern der Saulenlebensdauer:
Normalphasensaulen

Fir die Normalphase empfehlen wir den Einsatz organischer Losungsmittel.
Verwenden Sie mindestens 20 Saulenvolumen jedes Losungsmittels,
vorausgesetzt, Ihre Saule entspricht der in der Regel zur Analyse
verwendeten Abmessung mit 4.6 x 250 mm, 50 mL. Versuchen Sie es mit
diesen Losungsmitteln:

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

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

Empfehlung zur Lagerung: Normalphasenséaulen

Normalphasenséulen konnen in der Regel langfristig in ihren eigenen
mobilen Phasen gelagert werden. Vor der Lagerung der Séule sollten die
Endverschraubungen fest mit Endverschliissen verschlossen werden, um ein
Austrocknen der Packung zu verhindern.

Arbeiten Mit HILIC-Sé&ulen

HILIC ist eine Methode zur Trennung polarer Analyten, die auf typischen
Umkehrphasensaulen unzureichende Ergebnisse liefern. Agilent ZORBAX
Rapid Resolution High Definition (RRHD) HILIC Plus- und InfinityLab
Poroshell 120 HILIC-S&ulen sind nicht gebundene, Saulen auf Silikabasis,
die in Acetonitril:Wasser oder Acetonitril versandt werden und zur Nutzung
fur HILIC-Trennungen bereit sind. Wie Normalphasenséulen erfordern
HILIC-Saulen mehr Aquilibration als Umkehrphasensaulen. Beachten Sie,
dass ZORBAX Rx-Sil-, ZORBAX Sil- und ZORBAX NH2-Saulen auch fir
HILIC-Anwendungen verwendet werden kdnnen. Um diese Saulen fir den
HILIC-Modus zu verandern, spiilen Sie sie zuerst mit Isopropylalkohol.
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Maximale  Vorgeschlagene
Saulenname pH-Bereich temperatur Temperatur

Z0RBAX Rapid Resolution High  pH 0 bis 8.0 60 °C 30°C
Definition (RRHD) HILIC Plus
Z0RBAXHILIC Plus HPLC

InfinityLab Poroshell 120 HILIC

HILIC-Saulenparameter

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

Hinweise zur HILIC-Methodenentwicklung

Z0RBAX Rapid Resolution High  HILIC-Anwendungen werden vor allem zur

Definition (RRHD) HILIC Plus Analyse polarer Verbindungen verwendet, die auf
InfinityLab Poroshell 120 HILIC Umkehrphasensaulen unzureichende Ergebnisse
erzielen.

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

Die Aquilibration kann 20-50 Saulenvolumen
erfordern.

Eine typische mobile Phase besteht aus
Acetonitril: Wasser mit einem 5-10 mM Acetat-
oder Formiatpuffer. Setzen Sie die wassrige/
Pufferkomponente herab, um die Retention zu
steigern.

Betriebsrichtlinien: HILIC

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

+ Agilent HILIC-Séulen sind mit Wasser und allen gangigen organischen
Losungsmitteln kompatibel.

« Alle Packungen auf Silikabasis sind in wassrigen mobilen Phasen mit
einem pH-Wert > 6 I6slich. Die Loslichkeit des Silikas wird auch durch
erhohte Temperaturen gesteigert. Bei Verwendung der ZORBAX RRHD
HILIC Plus- oder InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Séule tber pH 6 und
40 °C wird die Lebensdauer der Saule reduziert.



Reinigen lhrer Saule/Erweitern der Saulenlebensdauer:
HILIC-Sé&ulen

Proben sollten vor Injektion in die Saule gefiltert werden. Dies ist fur die
Z0RBAX RRHD HILIC Plus-Saule besonders wichtig, da die Einlassfritte der
Saule nominell 0.5 pm aufweist. Die Proben sollten daher durch

einen 0.2-pum-Probenfilter gefiltert werden. Wenn der Losungsmittelfluss
anscheinend behindert wird (ungewdhnlich hoher Saulenriickdruck),
tiberprufen Sie zuerst, ob der Losungsmittelfluss bis zum Sauleneinlass
blockiert ist. Wenn die Blockade vor der Saule liegt, ersetzen Sie die
entsprechende verstopfte Kapillare bzw. den Filter. Wenn die Saule verstopft
ist, kann InfinityLab Poroshell 120 HILIC mit 20-30 S&ulenvolumen der
mobilen Phase riickgespilt werden. Die RRHD HILIC-S&ule kann nicht
riickgespiilt werden. Um eventuelle Verunreinigungen aus der Saule

zu entfernen, spilen Sie die Saule mit einem starken Losungsmittel, im
HILIC-Modus mit Wasser.

Empfehlung zur Lagerung: HILIC-Séaulen

Acetonitril: Wasser (95:5) wird fiir HILIC-Saulen als Losungsmittel zur
langfristigen Lagerung empfohlen. Unter Umstanden muss die Saule mit
Acetonitril: Wasser (60:40) gespult werden, um vor dem Wechsel zum
Lagerungslosungsmittel eventuelle Verunreinigungen zu entfernen. Vor der
Lagerung der Saule sollten die Endverschraubung fest mit Endverschliissen
verschlossen werden, um ein Austrocknen der Séulenpackung zu verhindern.
Kurzfristig konnen Saulen in den meisten mobilen HILIC-Phasen gelagert
werden. Zum Schutz sollten jedoch Salze aus Instrument und Saule entfernt
werden, indem die Saule mit derselben mobilen Phase ohne Puffer gespiilt
wird (z. B. durch Verwendung von 90:10 ACN:H,0, um eine gepufferte
mobile Phase 90:10 ACN:0,01M-Formiat zu entfernen). Bei Verwendung
dieses Ansatzes ist die Reaquilibration mit der originalen mobilen

Phase schneller, dennoch sollten 3-6 Injektionen zur Uberpriifung der
Saulenaquilibrierung durchgefiihrt werden.
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Cette brochure contient des informations générales applicables a

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

Mise en route

Un rapport sur les performances QC des colonnes, contenant un
chromatogramme test, accompagne chaque colonne Agilent. L'instrument
de test QC ayant été modifié (optimisé) par rapport a I'instrument standard
afin de minimiser les volumes "“extra-colonne”, il peut étre différent du
systeme utilisé dans votre laboratoire. Cela permet une meilleure évaluation
de la colonne et garantit une meilleure conformité du produit. Un systeme
de CPL optimisé pour les colonnes a faible volume générera des résultats
similaires au chromatogramme présenté sur votre rapport des performances
Qc.



Installation
+ Ladirection du flux est indiquée sur la colonne.

+ Les colonnes de 1.8 pym (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) ne
peuvent étre utilisées que dans la direction du flux indiquée sur
la colonne.

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

+ Agilent recommande d'utiliser des raccords en polycétone
(réf. 5042-8957) pour les colonnes jusqu'a 600 bar. Des raccords
1200 bar (réf. 5067-4733) peuvent étre employés pour I'ensemble des
applications, qu'elles utilisent des basses pressions ou les pressions
UHPLC (jusqu'a 1200 bar).

Informations de sécurité importantes applicables a I’'ensemble

des colonnes de CPL

 Tous les points de connexion dans les systémes de CPL constituent des
sources potentielles de fuite. Les utilisateurs doivent étre informés de la
toxicité et de I'inflammabilité des phases mobiles utilisées.

+ 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
ouvertes que dans une zone bien ventilée.

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

de DI inférieur ou égal a 9,4 mm

400 bar (6 000 psi)

1200 bar
(17000 psi)

600 bar (9 000 psi)
400 bar (6 000 psi)
400 bar (6 000 psi)

Type de colonne Taille des particules Limite de pression
Z0RBAX NH, 5um, 7 ym,
ZORBAX HILIC Plus 35pum

Z0RBAX Rx-SIL 5um

Z0RBAX SIL 5um, 7 ym,
Z0RBAXCN 5um, 7 pym,
Z0RBAX Eclipse XDB-CN 3.5pm, 5um, 7 pm
Z0RBAX a résolution rapide 1.8 um

haute définition (RRHD) HILIC

Plus

ZORBAX RRHT Rx-Sil 1.8 um

Polaris NH, 3pm, 5um

Polaris Si-A 3pm, 5pm, 10 pm
Pursuit XRs-Si 3um, 5pm, 10 ym

InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 2.7 ym
InfinityLab Poroshell 120 HILIC

Conseils d'utilisation des colonnes

400 bar (6 000 psi)
600 bar (9 000 psi)

* Les colonnes modernes sont particuliérement robustes et sont
concues pour fonctionner sur de longues durées dans des conditions
chromatographiques normales. Pour optimiser la durée de vie de votre
colonne, veillez & I'utiliser conformément aux spécifications. Vérifiez
systématiquement les spécifications avant d'établir la méthode définitive.

* Bien que cela ne soit généralement pas dangereux pour la colonne, il est
recommandé d'éviter d'inverser le flux, sauf pour déboucher un fritté (voir

les exceptions dans la section « Installation »).

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

* Le démontage d'une colonne risque d'en diminuer les performances.



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

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

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

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

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

Conseils pour optimiser vos résultats chromatographiques

* Optimisez votre instrument en minimisant la longueur des tubes entre
les modules afin de limiter les volumes "extra-colonne" et réduire
I'élargissement des pics. Utilisez le tube rouge de 0.12 mm de DI pour les
colonnes Fast LC/efficacité élevée. Pour en savoir plus sur les différents
tubes capillaires disponibles, consultez le site
agilent.com/chem/Iccapillaries.

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

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

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

* Procédez a la filtration des échantillons ou & toute autre préparation
adaptée a votre échantillon. Pour en savoir plus, consultez le site
agilent.com/chem/sampleprep.
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Chaque colonne phase normale est testée avant expédition et livrée dans un
éluent de test phase normale, a I'exception des colonnes ZORBAX Eclipse
XDB-CN, InfinityLab Poroshell 120 EC-CN, InfinityLab Poroshell 120 HILIC et
ZORBAX HILIC Plus, qui sont expédiées dans des solvants phase inverse. Il
est recommandé de s'assurer que la colonne a été correctement équilibrée
avant utilisation, afin de garantir la reproductibilité d'une analyse a I'autre et
d'éviter les déviations du temps de rétention.

Utilisation De Colonnes Phase Normale

Paramétres de fonctionnement des colonnes phase normale : pH
et température

Température de  Température de

Gamme de pH  fonctionnement  fonctionnement

recommandée  maximum suggérée

Z0RBAX NH2 pHde2.0a75 60 °C 30°C
Z0RBAX Rx-SIL pHde1.0a80 | Restreint
70RBAX SIL uniguement par

. les limites de
InﬁmtyLab*PorosheII température de la
120 HILIC™! phase mobile
ZORBAX HILIC Plus*t
Z0RBAXCN pHde2.0a80 | 60°C 30°C
Z0RBAX Eclipse pHde2.0a9.0 | 60°C 30°C
XDB-CN*
Polaris NH2 pHde2.0a80 | 60°C 30°C
Polaris Si-A pHde1.5410.0  60°C 30°C
Pursuit XRs Si pHde2.0a80 | 60°C 30°C
InfinityLab Poroshell | pHde2.048.0 | 60°C 30°C
120 EC-CN*

* Expédié dans des solvants phase inverse.
Voir la section « Utilisation de colonnes HILIC » pour de plus amples informations.

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



Remarque : Toutes les phases stationnaires a base de silice ont une solubilité
dans les phases mobiles aqueuses a un pH >6. En cas d'utilisation de colonnes a
base de silice a un pH >6, la durée de vie de la colonne sera plus longue a des
températures plus basses (40 °C maximum) en utilisant des solutions tampons
faiblement concentrées, dans la gamme 0.01 2 0.02 M .

Notes sur la mise au point de méthodes pour les colonnes phase
normale

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

Type de colonne Notes sur la mise au point de méthodes

Z0RBAX NH2 La rétention diminue a mesure que la polarité de la phase
Polaris NH2 mobile augmente.

Plusieurs volumes de colonne de phase mobile sont nécessaires
pour effectuer I'équilibrage aprés une modification de
composition de la phase mobile. Le nombre de volumes de
colonne requis dépend du systéme utilisé et peut atteindre 50
ou 100 volumes.

ZORBAX Rx-SIL Les colonnes en silice non greffée sont extrémement sensibles a

ZORBAX SIL des quantités infimes d'eau dans les solvants et I'échantillon. Il

. . faut donc veiller & utiliser des produits uniformes pour garantir la
Pursuit XRs Si reproductibilité de la méthode. En cas d'utilisation d'une élution
Polaris Si-A par gradient, le solvant primaire et le solvant secondaire doivent

tous deux étre modifiés par un alcool ou de I'acétonitrile et au
moins trente volumes de colonne de solvant doivent circuler
dans la colonne aprés chague passage.

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

InfinityLab Les colonnes InfinityLab Poroshell 120 EC-CN et ZORBAX
Poroshell 120 Eclipse XDB-CN sont livrées avec des solvants phase

EC-CN inverse, mais elles peuvent également étre utilisées pour des
ZORBAX Eclipse applications en phase normale. Dans ce cas, commencez par les
XDB-CN rincer avec de l'isopropanol.

70RBAX CN La rétention diminue a mesure que la polarité de la phase

mobile augmente.

La rapidité de I'équilibrage entre cette phase greffée et la phase
mobile rend souvent cette colonne plus pratique a utiliser qu'une
colonne en silice, notamment pour les élutions & gradient.
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Nettoyage de la colonne et augmentation de la durée de vie :
colonnes phase normale

En phase normale, nous vous recommandons d'utiliser des solvants
organiques. Utilisez au minimum 20 volumes de colonne de chaque solvant,
si vous employez une colonne analytique classique de 4.6 x 250 mm,

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

1.50 % de méthanol : 50 % de chloroforme
2.100 % d'acétate d'éthyle

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

Recommandations relatives au stockage : colonnes phase
normale

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

Utilisation De Colonnes HILIC

La méthode HILIC est utilisée pour séparer des analytes polaires qui seraient
incorrectement retenus sur des colonnes phase inverse classiques. Les
colonnes ZORBAX a résolution rapide haute définition (RRHD) HILIC Plus

et les colonnes InfinityLab Poroshell 120 HILIC d'Agilent sont des colonnes
en silice non greffée, livrées dans un mélange acétonitrile:eau ou dans

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

un équilibrage plus précis que les colonnes phase inverse. Notez que les
colonnes ZORBAX Rx-Sil, ZORBAX Sil et ZORBAX NH, sont également
utilisables pour les applications HILIC. Avant de placer ces colonnes en mode
HILIC, rincez-les avec de I'isopropanol.



Paramétres de fonctionnement des colonnes HILIC

Gamme de  Température Température

Nom de la colonne pH maximum suggérée
Z0RBAX a résolution rapide pHde0a8.0  60°C 30°C
haute définition (RRHD)

HILIC Plus

Z0RBAX HILIC Plus HPLC
InfinityLab Poroshell 120 HILIC

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

Notes sur la mise au point de méthodes HILIC

Z0RBAX a résolution Les applications HILIC les plus courantes concernent
rapide haute définition | I'analyse de composés polaires peu ou pas retenus sur les

(RRHD) HILIC Plus colonnes phase inverse.

InfinityLab Poroshell Il est préférable d'équilibrer la colonne avec une

120 HILIC solution de 30 a 40 % d'eau dans de I'acétonitrile avant
utilisation.

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

La phase mobile est souvent constituée d'un mélange
acétonitrile:eau tamponné a l'acétate ou au formiate a
5-10 mM. En augmentant la concentration du tampon, il
est possible d'optimiser la forme des pics et la rétention.
Réduisez le composant aqueux/tampon pour augmenter
la rétention.

Consignes d'utilisation : HILIC

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

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

« La silice présente toujours une certaine solubilité dans les phases
mobiles aqueuses de pH supérieur a 6. Cette solubilité augmente avec
la température. Si des colonnes ZORBAX RRHD HILIC Plus ou InfinityLab
Poroshell 120 HILIC sont utilisées a un pH supérieur a 6 et a une
température supérieure a 40 °C, leur durée de vie sera réduite.
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Nettoyage de la colonne et augmentation de la durée
de vie : colonnes HILIC

Les échantillons doivent étre filtrés avant d'étre injectés dans la colonne.

Ce point est particuliérement important pour la colonne ZORBAX RRHD
HILIC Plus, dont le fritté d'entrée a une porosité nominale de 0,5 ym. Les
échantillons doivent étre filtrés sur un filtre 0.2 pm. Si I'écoulement du
solvant semble ralenti (contre-pression inhabituellement élevée dans la
colonne), commencez par vérifier que la circulation de solvant n'est pas
bloquée avant I'entrée de la colonne. En cas de blocage en amont de

la colonne, remplacez le capillaire ou le filtre bouché. Sila colonne est
bouchée, la InfinityLab Poroshell 120 HILIC peut étre rincée en sens inverse
avec 20 a 30 volumes de colonne de phase mobile. La colonne RRHD HILIC,
elle, ne peut pas étre rincée en sens inverse. Pour éliminer les contaminants
trés fortement retenus dans la colonne, rincez celle-ci avec un solvant
puissant (en mode HILIC, de I'eau).

Recommandations relatives au stockage : colonnes HILIC

Il est recommandé d'utiliser comme solvant un mélange acétonitrile:eau
(95:5) pour le stockage longue durée des colonnes HILIC. Il peut étre
nécessaire de rincer la colonne avec un mélange acétonitrile:eau (60:40)
pour éliminer les contaminants avant de passer au solvant de stockage.
Avant le stockage d'une colonne, veillez & bien fermer les extrémités de la
colonne afin d'éviter le séchage. Les colonnes peuvent étre stockées en
toute sécurité pour de courtes périodes dans la plupart des phases mobiles
HILIC. Toutefois, afin de protéger I'équipement, il est préférable de retirer les
sels de l'instrument et de la colonne. Pour cela, rincez la colonne en utilisant
la méme phase mobile, sans tampon (par exemple, utilisez un mélange
a90:10 d'ACN:H,0 pour éliminer une phase mobile tamponnée & 90:10
ACN:formiate 0,01M). Le rééquilibrage est plus rapide avec la phase mobile
d'origine si I'on suit cette méthode, mais plusieurs (3 a 6) injections doivent
étre réalisées pour vérifier I'équilibrage de la colonne.



Este folleto proporciona informacion general para
todas las columnas ZORBAX, Pursuit y Polaris

de fase normal e HILIC. Las secciones incluyen
informacion comun tanto para columnas de fase
normal como para columnas HILIC. Ya que algunos
parametros de método e instrucciones para el
mantenimiento de la columna son diferentes

para las columnas de HILIC y las columnas de

fase normal, esas secciones se muestran por
separado en las Ultimas paginas. Para obtener mas
informacion sobre su columna o gama especifica,
consulte agilent.com/chem/columnchoices

Inicio

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



Instalacion

ESPANOL
» La direccion de flujo esta marcada en la columna.

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

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

» Agilent recomienda el uso de conexiones de policetona (ref. 5067-8957) para
columnas de hasta 600 bares. Se pueden utilizar conexiones reutilizables de
1200 bares (ref. 5067-4733) para todas las aplicaciones, ya sea con baja
presion o hasta presiones UHPLC de 1200 bares.

Consideraciones de seguridad importantes para todas las
columnas de LC

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

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

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



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

de di

Tipo de columna Tamaiio de particulas Limite de presion

Z0RBAX NH, 5um, 7 um 400 bares

ZORBAX HILIC Plus 3.5pm (6.000 psi)

Z0RBAX Rx-SIL 5um

Z0RBAX SIL 5um, 7 ym

Z0RBAX CN 5um, 7 um

Z0RBAX Eclipse XDB-CN 3.5pm, 5um, 7 pm

Z0RBAX Rapid Resolution High 1.8 ym 1200 bares

Definition (RRHD) HILIC Plus (17.000 psi)

ZORBAX RRHT Rx-Sil 1.8 pm 600 bares
(9.000 psi)

Polaris NH, 3pm, 5um 400 bares
(6.000 psi)

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

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

InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 2.7 ym 600 bares

InfinityLab Poroshell 120 HILIC (9.000 psi)

Consejos de uso de la columna

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

especificaciones antes de emplear un método final.

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

“Instalacion” para excepciones).

« Utilice siempre reactivos de gran pureza y disolventes de grado cromatogréfico o

superior para preparar su fase movil.

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

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

» Se recomienda el uso de 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 del intervalo de pH recomendado para la fase
de columna (ver siguiente pagina). La vida til de la columna se vera reducida si
se opera fuera de los intervalos recomendados de pH y de temperatura.

Consejos para obtener los mejores resultados cromatograficos

* Optimice el instrumento minimizando las longitudes de los tubos entre
los componentes, para reducir asi el volumen extra de la columna y el
ensanchamiento de picos. Utilice tubos rojos de 0.12 mm de di para columnas de
LC rapida/alta eficiencia. Obtenga informacion sobre las opciones de capilares en
agilent.com/chem/Iccapillaries.

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

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

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

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



Trabajar con columnas de fase normal

Todas las columnas de fase normal se prueban antes del envio y se envian en
un eluyente de prueba de fase normal, a excepcion de las columnas ZORBAX
Eclipse XDB-CN, InfinityLab Poroshell 120 EC-CN, InfinityLab Poroshell 120
HILIC y ZORBAX HILIC Plus, que se envian en disolventes de fase reversa.
Deberia asegurarse de que la columna ha sido equilibrada correctamente
antes del uso. Asi se garantizard la reproducibilidad entre los analisis y se
evitara la deriva de los tiempos de retencion.

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

Temperatura Temperatura
Intervalo de pH maxima de recomendada de
recomendado  operacion [T LETT]
Z0RBAX NH2 pHde2.0a75 60 °C 30°C
Z0RBAX Rx-SIL pHde1.0a8.0 | Limitado
ZORBAX SIL solamente por
. los limites de
InfinityLab Poroshell temperatura de la
120 HiLC™ fase movil
Z0RBAX HILIC Plus*t
Z0RBAX CN pHde2.0a80 | 60°C 30°C
Z0RBAX Eclipse pHde2.0a9.0 | 60°C 30°C
XDB-CN*
Polaris NH2 pHde2.0a80 | 60°C 30°C
Polaris Si-A pHde1.56a10.0 | 60°C 30°C
Pursuit XRs Si pHde20a80 @ 60°C 30°C
InfinityLab Poroshell '+ pHde2.0a8.0 | 60°C 30°C
120 EC-CN*

“Enviado en disolventes de fase reversa.
Ver la seccion “Trabajar con HILIC" para obtener mas informacion.

La operacion en los limites extremos de los intervalos de pH y de
temperatura tendra un impacto significativo en la vida util de la columna.
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Nota: Todos los rellenos de silice tienen cierta solubilidad en fases moviles
acuosas a pH >6. Cuando se utilizan las columnas basadas en silice a

pH >6, se obtiene la mayor vida Util de la columna a temperaturas bajas

(40 °C méx.) y utilizando bajas concentraciones de tampon en el intervalo de
0.01a0.02 M.

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

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

Tipo de columna Notas sobre el desarrollo del método

Z0RBAX NH, La retencion disminuye a medida que la polaridad de la fase
Polaris NH, movil aumenta.

Se necesitan muchos volimenes de columna de la fase movil

para que tenga lugar el equilibrado después de los cambios en la
composicion de la fase mévil. El nimero de volimenes de columna
necesarios depende del sistema en uso y puede llegar a ser de 50
a 100 volimenes de columna.

Z0RBAX Rx-SIL Las columnas de silice sin funcionalizar son muy sensibles
J0RBAX SIL a pequenas cantidades de agua en @solvemes yenla
muestra, por lo que debe tenerse cuidado para mantener la
Pursuit XRs Si reproducibilidad del método. Cuando se emplea elucion por
gradiente, se deberian modificar los disolventes principales

Polaris Si-A ; - ) S
y secundarios con alcohol o acetonitrilo y se deberia permitir
que fluyeran al menos 30 volimenes de columna a través de
la misma después de cada analisis.

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

InfinityLab Las columnas InfinityLab Poroshell 120 EC-CN y ZORBAX

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

120 EC-CN pero también se pueden utilizar en aplicaciones de fase

ZORBAX Eclipse normal después del lavado con isopropanol.

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

ZORBAX CN movil aumenta.

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



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

Para la fase normal, recomendamos el uso de disolventes organicos. Utilice
al menos 20 volumenes de columna de cada disolvente, es decir 50 mL
para una columna analitica tradicional de 4.6 x 250 mm. Pruebe con estos
disolventes para aumentar la fuerza:

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

La limpieza de una columna utilizada en modo de fase normal puede
depender del tipo de muestra. Si estos disolventes no funcionan, pongase
en contacto con Agilent para que podamos recomendarle un disolvente que
pueda ser mas eficiente para su aplicacion y su matriz de muestra.

Recomendaciones de almacenamiento: Columnas de fase normal

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

Trabajar Con Columnas HILIC

HILIC es un método usado para la separacion de analitos polares retenidos
de forma inadecuada en columnas tipicas de fase reversa. Las columnas
Agilent ZORBAX Rapid Resolution High Definition (RRHD) HILIC Plus y

las columnas InfinityLab Poroshell 120 HILIC son columnas de silice sin
funcionalizar, enviadas en acetonitrilo: agua o acetonitrilo y preparadas
para su uso para separaciones de HILIC. Al igual que las columnas de fase
normal, las columnas HILIC requieren mas equilibrado que las columnas de
fase reversa. Tenga en cuenta que las columnas ZORBAX Rx-Sil, ZORBAX
Sil'y ZORBAX NH, también pueden utilizarse para aplicaciones de HILIC.
Para cambiar estas columnas al modo HILIC, primero realice un lavado con
alcohol isopropilico.
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Parametros de operacion de la columna de HILIC

Intervalo Temperatura Temperatura
Nombre de la columna de pH maxima recomendada
Z0RBAX Rapid Resolution pHde0a8.0 = 60°C 30°C
High Definition (RRHD) HILIC
Plus

ZORBAX HILIC Plus HPLC
InfinityLab Poroshell 120 HILIC

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

Notas sobre el desarrollo del método de HILIC

Z0RBAX Rapid Resolution | Las aplicaciones de HILIC mas comunes son para el
High Definition (RRHD) andlisis de compuestos polares que no se retienen o
HILIC Plus retienen poco en columnas de fase reversa.

InfinityLab Poroshell 120 Lo mejor es equilibrar la columna con 30-40% de
HILIC agua en acetonitrilo antes del uso.
El equilibrado puede necesitar 20-50 voltimenes de
columna.

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

y la retencion maximas. Disminuya el componente
acuoso/tampan para aumentar la retencion.

Directrices de operacion: HILIC
* Las columnas HILIC de Agilent se envian con acetonitrilo: agua o acetonitrilo.

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

» Todos las silicas tienen alguna solubilidad en fases maviles acuosas a pH >6. La
solubilidad de las sflicas también se ve aumentada a temperaturas elevadas. El
uso de la columna ZORBAX RRHD HILIC Plus o InfinityLab Poroshell 120 HILIC
por encima de pH 6y 40 °C reducira la vida il de la columna.



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

Se deberian filtrar las muestras antes de inyectarlas en la columna. Esto es
especialmente importante para la columna ZORBAX RRHD HILIC Plus, ya
que la porosidad de la frita de entrada de la columna es nominalmente de
0.5 pm y las muestras deberian filtrarse a través de un filtro de muestras

de 0.2 um. Si el flujo de disolvente parece estar restringido (una presion

de columna anormalmente elevada), compruebe primero que ese flujo de
disolvente esta despejado hasta la entrada de la columna. Sila restriccion
es anterior a la columna, sustituya el trozo apropiado de los tubos o del filtro
que esté obstruido. Si la columna esta obstruida, puede purgarse con flujo
reverso la InfinityLab Poroshell 120 HILIC con 20-30 volimenes de columna
de fase movil. No puede realizarse el retroceso de flujo de la columna RRHD
HILIC. Para eliminar materiales fuertemente retenidos de la columna, realice
un lavado de la columna con un disolvente fuerte que en modo de HILIC es
agua.

Recomendaciones de almacenamiento: Columnas de HILIC

Se recomienda acetonitrilo: agua (95:5) como el disolvente de
almacenamiento a largo plazo para columnas de HILIC. Puede que sea
necesario realizar un lavado de la columna con acetonitrilo: agua (60:40)
para eliminar compuestos fuertemente retenidos antes de cambiar al
disolvente de almacenamiento. Antes de almacenar la columna, se deben
tapar bien los extremos finales con tapones para evitar que el relleno se
reseque. Las columnas se deben almacenar de forma segura durante cortos
periodos en la mayoria de las fases moviles de HILIC. Sin embargo, para
proteger el equipo, lo mejor es eliminar las sales del instrumento y de la
columna purgando la columna con la misma fase movil, sin el tampon (por
ejemplo, con ACN:H,0 90:10) para eliminar una fase mévil con tampon con
formiato de ACN:0,01 M 90:10. El reequilibrado es méas rapido con la fase
movil original cuando se usa este enfoque, pero se deberian realizar varias
inyecciones (de 3 a 6) para comprobar el equilibrado de la columna.
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Questo manuale fornisce informazioni generali su
tutte le colonne a fase normale e HILIC ZORBAX,
Pursuit e Polaris. Nelle sezioni iniziali sono
descritte le colonne a fase normale e HILIC. Alcuni
parametri dei metodi e alcune istruzioni sulla cura
delle colonne sono diversi a seconda che si tratti di
una colonna HILIC o a fase normale. Pertanto nelle
ultime pagine viene fatta distinzione a seconda del
tipo di colonna. Per ulteriori informazioni su un tipo
di colonna o famiglia, consultare
agilent.com/chem/columnchoices

Guida introduttiva

Insieme a tutte le colonne Agilent vengono forniti un certificato di analisi e un
cromatogramma di prova. Lo strumento per il controllo qualita € stato modificato
(ottimizzato) partendo da uno strumento standard riducendo cosi al minimo il
volume extra-colonna. E possibile assistere a delle variazioni rispetto al sistema
utilizzato in laboratorio. In questo modo si puo meglio valutare la colonna e
garantire un prodotto pitl efficiente. Un sistema LC ottimizzato per colonne

a basso volume dara risultati simili al cromatogramma nel report QC sulle
prestazioni della colonna.



Installazione

» Sulla colonna ¢ indicata la direzione del flusso.

* Le colonne da 1.8 pm (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) possono
essere utilizzate solo nella direzione di flusso indicata.

* Le colonne InfinityLab Poroshell 120 possono essere utilizzate nella
direzione di flusso inversa in fase di pulizia. Il frit all'uscita delle colonne
InfinityLab Poroshell 120 ¢ piti piccolo rispetto a quello in entrata e
pertanto puo otturarsi piu facilmente.

« Agilent consiglia I'utilizzo di raccordi in polichetone (5067-8957) per
colonne fino a 600 bar. Raccordi removibili da 1200 bar (5067-4733)
possono essere utilizzati per tutte le applicazioni, con pressioni basse o
pressioni UHPLC fino a 1200 bar.

Importanti considerazioni sulla sicurezza di tutte le colonne LC

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

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

« Rispettare i limiti di pressione operativa indicati per ciascuna colonna
(vedere schema riportato nella pagina seguente). Superare tali limiti &
pericoloso e si rischia di compromettere le prestazioni cromatografiche.
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Valori massimi di pressione operativa — Colonne fino a 9,4 mm di id

Dimensione
Tipo colonna particella Limite pressione
Z0RBAX NH, 5um, 7 um 400 bar (6.000 psi)
ZORBAX HILIC Plus 3.5pm
Z0RBAX Rx-SIL 5um
Z0RBAX SIL 5um, 7 ym
Z0RBAX CN 5pum, 7 um
Z0RBAX Eclipse XDB-CN 3.5pum, 5um, 7 pm
Z0ORBAX Rapid Resolution High 1.8 um 1200 bar (17.000 psi)
Definition (RRHD) HILIC Plus
ZORBAX RRHT Rx-Sil 1.8 um 600 bar (9.000 psi)
Polaris NH, 3pm, 5um 400 bar (6.000 psi)
Polaris Si-A 3pm, 5um, 10 pm 400 bar (6.000 psi)
Pursuit XRs-Si 3um, 5pm, 10 ym 400 bar (6.000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN = 2.7 ym 600 bar (9.000 psi)

InfinityLab Poroshell 120 HILIC

Consigli sull'utilizzo delle colonne

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

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

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

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



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

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

« Si consiglia I'utilizzo di una precolonna per proteggere la colonna e
prolungarne la durata.

« |l 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
(vedere pagina successiva). PH e temperatura non conformi ai parametri
consigliati possono contribuire a ridurre la durata della colonna.

Consigli per risultati cromatografici ottimali

« 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 soluzioni capillari, consultare il sito
agilent.com/chem/Iccapillaries.

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

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

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

» Utilizzare una filtrazione o una preparazione dei campioni adatte al
campione. Per ulteriori informazioni, visitare il sito agilent.com/chem/
sampleprep
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Tutte le colonne a fase normale vengono testate prima della consegna e sono
fornite con eluente di prova per fase normale. Fanno eccezione le colonne
Z0RBAX Eclipse XDB-CN, InfinityLab Poroshell 120 EC-CN, InfinityLab
Poroshell 120 HILIC e ZORBAX HILIC Plus che vengono fornite con solventi per
fase inversa. Prima dell'uso, & importante verificare che la colonna sia stata
equilibrata correttamente per garantire riproducibilita da analisi ad analisi e
prevenire variazioni nel tempo di ritenzione.

Utilizzo delle colonne a fase normale

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

Temperatura
Parametro pH  Temperatura operativa
consigliato operativa max consigliata
Z0RBAX NH2 dapH20a75b 60 °C 30°C
ZO0RBAX Rx-SIL dapH1.0a8.0  Sullabase
ZORBAX SIL dei limiti di
. temperatura della
InfinityLab Poroshell fase mobile
120 HILIC*
ZORBAX HILIC Plus*t
Z0RBAX CN dapH2.0a80 @ 60°C 30°C
Z0RBAX Eclipse dapH2.02a9.0 @ 60°C 30°C
XDB-CN*
Polaris NH2 dapH2.0a80 | 60°C 30°C
Polaris Si-A dapH1.5a10.0 60°C 30°C
Pursuit XRs Si dapH2.0a80 | 60°C 30°C
InfinityLab Poroshell ' dapH?2.0a8.0 | 60°C 30°C
120 EC-CN*

*Fornite con solventi per fase inversa.
"Vedere la sezione "Utilizzo delle colonne HILIC" per ulteriori informazioni.

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



Nota: tutti i riempimenti in silice sono solubili in fasi mobili acquose a pH >6.
Se si utilizzano colonne in silice a pH >6, & preferibile impostare temperature
piti basse (40 °C max) per prolungare la durata della colonna e utilizzare
basse concentrazioni di tamponi (da 0.01 a 0.02 M).

Note sullo sviluppo dei metodi per colonne a fase normale

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

Tipo colonna Note sullo sviluppo del metodo

Z0RBAX NH2 La ritenzione diminuisce all'aumentare della polarita
Polaris NH2 della fase mobile.

Sono necessari molti volumi di fase mobile per
equilibrare la colonna dopo aver modificato la
composizione della fase mobile. I numero dei volumi
di colonna necessari dipende dal sistema utilizzato.
Possono essere richiesti da 50 a 100 volumi.

ZORBAX Rx-SIL Le colonne in silice non legata sono tanto sensibili da
ZORBAX SIL riconoscereyla presenza di acqua nei solventi e nel

. . campione. E quindi importante mantenere uniformita
Pursuit XRs Si al fine di garantire la riproducibilita del metodo. Se si
Polaris Si-A utilizza I'eluizione a gradiente, & necessario variare i

solventi primari e secondari con alcool o acetonitrile.
Inoltre, almeno 30 colonne di solvente devono fluire
nella colonna al termine di ciascuna analisi.

Quando si passa da un solvente a un altro, pulire
innanzitutto la colonna utilizzando un solvente
reciprocamente miscibile (ad es. alcool isopropilico).

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

EC-CN Eclipse XDB-CN sono fornite con solventi per fase

ZORBAX Eclipse XDB-CN inversa. Tuttavia, previa introduzione di isopropanolo, &
possibile utilizzarle anche per fasi normali.

Z0RBAX CN

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

Data la veloce equilibrazione di questa fase legata con
la fase mobile, & spesso preferibile utilizzare questa
colonna al posto di quella in silice, soprattutto se si
opera con eluizione a gradiente.
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Pulizia della colonna e prolungamento della durata:

colonne a fase normale

Per la fase normale, si consiglia di utilizzare solventi organici. Utilizzare
almeno 20 volumi di ciascun solvente nel caso di colonna analitica
tradizionale (4.6 x 250 mm, 50 mL). Utilizzare questi solventi nell'ordine di
intensita crescente:

1.50% metanolo: 50% cloroformio
2.100% etilacetato

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

Consigli sulla vazione: Col a fase normale

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

Utilizzo Delle Colonne HILIC

HILIC & un metodo utilizzato per la separazione degli analiti polari trattenuti
inadeguatamente sulle colonne tipiche a fase inversa. Le colonne

Agilent ZORBAX Rapid Resolution High Definition (RRHD) HILIC Plus e
InfinityLab Poroshell 120 HILIC sono colonne in silice non legata, fornite
con miscela di acetonitrile/acqua o acetonitrile, e possono essere da subito
utilizzate per le separazioni HILIC. Come per le colonne a fase normale, le
colonne HILIC richiedono un'equilibrazione maggiore rispetto alle colonne a
fase inversa. Ricordare che anche le colonne ZORBAX Rx-Sil, ZORBAX Sil e
Z0RBAX NH2 possono essere utilizzate per applicazioni HILIC. Per utilizzare
tali colonne in modalita HILIC, introdurre prima I'alcool isopropilico.



Parametri operativi per le colonne HILIC

Temperatura Temperatura
Nome colonna Intervallo pH massima consigliata

Z0RBAX Rapid dapH0a8.0 60°C 30°C
Resolution High Definition

(RRHD) HILIC Plus

ZORBAX HILIC Plus HPLC

InfinityLab Poroshell 120
HILIC

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

Note sullo sviluppo del metodo HILIC

Z0RBAX Rapid Resolution | Nella maggior parte dei casi, il metodo HILIC serve
High Definition (RRHD) all'analisi di composti polari non trattenuti o trattenuti
HILIC Plus solo parzialmente sulle colonne a fase inversa.
InfinityLab Poroshell 120 Equilibrare la colonna con il 30/40% di acqua in
HILIC acetonitrile prima dell'uso.
Per I'equilibrazione possono servire da 20 a 50 volumi
di colonna.

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

Indicazioni sul funzionamento: HILIC

» Le colonne HILIC Agilent sono fornite con una miscela di acetonitrile/acqua
0 acetonitrile.

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

« Tutte le colonne in silice sono solubili in fasi mobili acquose a pH >6.
La silice & pit solubile ad alte temperature. L'utilizzo delle colonne
Z0RBAX RRHD HILIC Plus o InfinityLab Poroshell 120 HILIC con pH > 6 e
temperatura superiore a 40 °C ne riduce la durata.
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Pulizia della colonna e prolungamento della durata:

colonne HILIC

Prima di effettuare I'iniezione nella colonna, & necessario filtrare i campioni.
Questa procedura & fondamentale per la colonna ZORBAX RRHD HILIC,
poiché il frit in entrata & nominalmente di 0.5 pm e i campioni vengono filtrati
utilizzando un filtro da 0.2 pm. Se il flusso del solvente sembra ostacolato (la
contropressione alta & rara), verificare che ad ostruire il flusso del solvente
non vi siano ostruzioni fino all'ingresso della colonna. Se l'ostruzione & prima
della colonna, sostituire la parte di tubo o di filtro ostruita. Se la colonna &
ostruita, & possibile invertire il flusso della colonna InfinityLab Poroshell 120
HILIC utilizzando 20-30 volumi di fase mobile. Il flusso della colonna RRHD
HILIC non pu invece essere invertito. Per rimuovere materiali altamente
ostruenti dalla colonna, spurgare utilizzando un solvente piu efficace, in
modalita HILIC I'acqua.

Consigli sulla vazione: col HILIC

Per conservare a lungo le colonne HILIC si consiglia di utilizzare
I'acetonitrile/acqua come solvente (95:5). Prima di passare al solvente per
la conservazione, & necessario pulire la colonna utilizzando la miscela di
acetonitrile/acqua (60:40) e rimuovere i composti altamente ostruenti. Per
evitare che il iempimento si asciughi, tappare bene le estremita prima di
sistemare la colonna. Le colonne possono essere conservate nelle maggior
parte della fasi mobili HILIC per brevi periodi. Tuttavia, per proteggere il
materiale, & preferibile rimuovere i sali dallo strumento e dalla colonna
spurgando la colonna con la stessa fase mobile senza tampone utilizzando
ad esempio 90:10 ACN:H,0 per rimuovere una fase mobile con tampone
formiato 90:10 ACN:0.01M. Il processo di riequilibrazione & piti veloce con la
fase mobile originale se si utilizza questa soluzione, tuttavia sono necessarie
varie iniezioni (da 3 a 6) per controllare I'equilibrazione della colonna.
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ZORBAX NH, 5um, 7 ym 400 bar
ZORBAX HILIC Plus 3.5um (6,000 psi)
ZORBAX Rx-SIL 5 um
ZORBAX SIL 5pum. 7pm
ZORBAX CN 5um. 7 pm
ZORBAX Eclipse XDB-CN 35pum. 5pm.

7 ym
ZORBAX Rapid Resolution High ' 1.8 pm 1200 bar
Definition (RRHD) HILIC Plus (17,000 psi)
ZORBAX RRHT Rx-Sil 1.8 ym 600 bar (9,000 psi)
Polaris NH, 3um. 5pum 400 bar (6,000 psi)
Polaris Si-A 3pum. 5pm. 10 pm 400 bar (6,000 psi)
Pursuit XRs-Si 3um. 5pm, 10 pm 400 bar (6,000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN | 2.7 ym 600 bar (9,000 psi)

InfinityLab Poroshell 120 HILIC
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B atom 6yknete npuBeaeHbl 06LMe CBEAEGHNA
060 BCex KonoHkax HopmanbHoii dhassl ZORBAX,
Pursuit n Polaris, a takxe 0 konoHkax HILIC.
BBoaHaA yacTb COAEPIKMT CBEIEHMA O KOJTOHKAX
ABYX TMNOB — HopMasnbHoW ¢hasbl 11 HILIC.
HekoTopble napameTpbl METOAMK U MHCTPYKLMM
no 6e3onacHoMy BbIMONHEHWO paboT AnA
konoHok HILIC otnuuyarotca ot TakoBbIX AnA
KONOHOK HOpManbHoit thasbl. [103ToMy 311 Yactu
PaCCMOTPEHbI Pa3fieNlbHo Ha NOCHeayHLLMX
cTpaHuuax. NogpobHee:
agilent.com/chem/columnchoices

Hauano pa6ortbi

Bce konoHku Agilent noctasnatoTcA ¢ ceptudukatom KayecTsa,
coaepKallM TecToByto xpomatorpammy. TectoBoe 06opyaoBaHme,
NpUMEHAEMOE NPy KOHTPOJTe KayecTsa, ONTUMU3MPOBAHO OTHOCUTENBHO
CcTaH#apTHoro 060pya0BaHNA ANA CBEAEHNA K MUHUMYMY OMOMHUTENbHOTO
06bema KOSIOHKY, N03TOMY OHO MOKET OT/IMYATHCA OT UCMOJSIb3YEMbIX

B nabopatopuu cucTem. 310 NO3BOJIAET Nyylle OLeHMBATL KaYecTBO
KOMOHKM 11 rapaHTMpyeT noflyyeHue 6onee cTabunbHoro NpoaykTa.
PesynbTathl, BbliaBaemMble CUCTEMOI XMAKOCTHO Xpomatorpachim (BIXKX),
ONTUMM3NPOBAHHOI AANIA KONIOHOK Manoro o6bema, ByyT aHanornyHl
yKa3aHHbIM Ha XpomaTtorpamme ceptucukata kayecrsa.



PYCCKWIA

+ Ipm pa6ore ¢ konoHkamm Ha 1,8 mkm (ZORBAX RRHT u
ZORBAX RRHD) HanpaBneHue notoka A0oN>KHO COBNaaathb ¢
yKa3aHHbIM Ha KOMNOHKe.

YcraHoBka

* HanpaBneHMe NOTOKa YKa3aHo Ha KOJ1oHKe.

* [lpu npombike konoHok InfinityLab Poroshell 120 Hanpasnexue notoka
MOXKeT BbiTb MPOTUBOMONOXKHbIM. B konoxkax InfinityLab Poroshell 120
pasmep nop BbIXOAHOTO MOPXCTOr0 BKNazbILia UcnapuTena MeHblle, Yem
BXO/IHOTO, NO3TOMY OHM NPOLLIE 3aCOPAKTCA.

*[Ina konoHok ¢ nasnexvem ao 600 6ap Agilent pekoMeHzyeT ucnonb3osats
nonvkeToHoBble dutuHrn (kat. Ne 5067-8957). CoemHble thntuHrin Ha
1200 6ap (kat. No 5067-4733) MOXXHO NpUMEHATb ANA BCeX Clyyaes
paboThbl ¢ HU3KNM faBNeHKeM unn B cuctemax BIXKX cBepxBbicokoro
nasnenna (UHPLC) ¢ nasnenrem no 1200 6ap.

Baxxuble cBeaenna no 6eaonacHocti ana Bcex KonoHok BIMKX

+ Bce to4ku coeamHenuii B cuctemax BIXKX asnatotca noteHumanbHbIM1
CTOYHMKaMK yTeuek. Heobxoamnmo 03HakomMuTb nonb3oBatenei
€ TOKCMYHBIMIA IV OTHEOMACHBIMIA CBOVCTBAMI MOBWKHBIX (ha3.

* CyuiectByeT onacHoCTb BAbIXaHWA MENKWX YaCTUL| CYXOr0 HanonHUTENA
KonoHoK. OTKpbIBaiiTe KONOHKM TONbKO B XOPOLLO BEHTUNMPYEMOI 30He.

* He npesbiwaiite paboyee AaBneHne, ykasaHHoe ANA KaXaoi KONOHKN
(cm. Tabnuuy Ha cnepytoLueii ctpanuue). peBbiieHne 3Tix orpaHnyeHuit
CHWKAET KauecTBO Xpomatorpacpum 1 MoxeT BbiTb ONacHbIM.



MakcumanbHoe pabouee naBnexue:
KOJNOHKMN C BHYTPEHHUM auametpom Ao 9,4 mm

MpenenbHoe
Tun KonoHKK Pa3mep vactuy faBnexve
Z0RBAX NH, 5 MKM, 7 MKM 400 6ap (6000 psi)
ZORBAX HILIC Plus 3.5 MKkm
Z0RBAX Rx-SIL 5 MKm
Z0RBAX SIL 5 MKM, 7 MKM
Z0ORBAX CN 5 MKM, 7 MKM
Z0RBAX Eclipse XDB-CN 3.5 MKM, b MKM, 7 MKM
Z0RBAX Rapid Resolution High | 1.8 mkm 1200 6ap (17 000
Definition (RRHD) HILIC Plus psi)
ZORBAX RRHT Rx-Sil 1.8 mkm 600 6ap (9000 psi)
Polaris NH, 3 MKM, 5 MKM 400 6ap (6000 psi)
Polaris Si-A 3 MKkM, 5 Mkm, 10 MKkm 400 6ap (6000 psi)
Pursuit XRs-Si 3 MKM, 5 MKkm, 10 mkm 400 6ap (6000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN | 2.7 mkm 600 6ap (9000 psi)

InfinityLab Poroshell 120 HILIC

PekomeHpauum no ncnonb3oBaHMI0 KONOHOK

+ CoBpemeHHble KOSOHKY HaZIeXHbI ¥ NpeaHasHaueHbl AnA ANATENbHOr0
11CM0Nb30BAHNMA MPY HOPMArbHbIX YCIOBKAX B XPOMATOrpachnyeckux cuctemax.
JKennyarauna KONOHOK B paMKax yKasaHHbIX XapaKTepucTyK MakcuMarnbHo
npoanesaeT cpok U cnyxx6bl. Mepen BbiGopom MeToanki 06A3aTesbHO
03HaKOMbTECh C XapaKTepUCTUKAMM KOJIOHOK.

*+ XotA 06bl4HO MeTOf 06PATHOI NPOMBIBKYM HE OMACeH AnA KOSOHOK,
n3beraiite ero NPUMEHEHNA 3@ UCKMOYEHEM OYUCTKM 3aCOpa NOPUCTOro
BKNafbllLa (CKIYeHIA CM. B paszene «YcTaHoBKan).

*  Bcerpa vcnonbayiite Ana NpuroToBIIeHMA NOABUXKHON (hasbl peareHTb
BbICLLIE/ CTEMEHW 0UNCTKIA M PacTBOPUTENI XpoMaTorpachnyeckoi creneHm
4uMCTOTHI MNK Gonee YucTble.

M Pasﬁopka KOJIOHKM NpuBEaET K CHUXKEHUHO ee KayecTtsa.
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+HoBble KONOHK) NOCTABAAIOTCA HAMOMHEHHbIMU CMECbH) OPraHUYecKuX
pacteopureneii. CocTas pacTBopuTens ykasaH B ceptucpukarte kauectsa
KomnoHku. Ha HauanbHoli cTagun cneayer uaberarb NponyckaHua Yepes
KOMOHKY NOAIBWKHOI (hasbl, KOTOPaA MOXET BbI3BaTb BbinajeHue ocajka
1M 06pa3oBaHne aMynbCuu.

» KonoHki HopmanbHoii chasbl Agilent npeHasHaueHbl AnA Ncnonb3oBaHna
C BOAHbLIMI PAcTBOPAMU 11 BCEMM 0BbIYHBIMI OpraHNyecKmm
pacTBOpUTENAMA.

* [InA 3awwumthl n YyBenmyeHna cpoka CJ'IY)KGbI aHaNUTNYECKOM KOMOHKM peKo-
MEHZyeTCA UCNoJib30BaThb NPEAKOJIOHKY.

* He xpaHuTe KONOHKY B Cpefie C BbICOKUMY 3HaueHnaMY pH unn B
YCTOBMAX MOBBILUEHHOW TEMNEepaTypbl.

* He ncnonbayiite KoNoHKy 3a npeaenami pekoMeHa0BaHHoro AnA dasbl
KOMOHKY AnanasoHa pH (cm. cneayroLyto cTpanuLy). Ikenyarauua
KonoHok npu pH 1 Temnepatype 3a npeaenamu peKoMeHI0BaHHbIX
[NanasoHoB MOXKET MPUBECTU K COKPALLIBHNHO MX CPOKa CRYKObI.

CoBerbl AnA nonyyeHUA HaUNyYLWMX pe3ynbTaToB Xpomarorpathuu

* OnTMMmM3aLmA yCTaHOBKM NyTEM MaKCUMasbHOTO COKPALLIEHWA ANNHbI
COBAMHUTENbHbIX TPYBOK Me3Kay YacTAMI 060pyA0BaHNA. 3T0 YMEHbLINAT
LI0MOAHUTENbHbI 06bEM KONOHKI 1 pa3mbiBaHe NukoB. Mcnonbayiite
TPY6KM KpacHoi MapKupoBKy ¢ BHyTpeHHUM AvnameTpom 0.12 Mm ana
KonoHok BIXKX. Moapo6Hee 0 pasnuyHbix KanunnapHblx Tpybkax: agilent.
com/chem/Iccapillaries.

+ [lpu ncnonb30BaHNM KONOHOK HOpManbHON thadbl Y6eanTech, 4To NpuMeHAeMble
B ycraHoBke BIXKX ynnoTHuTenn potopa u Hacoca, Tpy6ku 1 apyrve
KOMMOHEHTbI MOXHO MCMONb30BaTL ¢ PACTBOPUTENAMU, MPUMEHAEMbIMM B
MeTofiax AnA HopmanbHoli thasbl.

+ (06ecneyerne ontumasnbHoro Temna cbopa dpakuii AnA MCMoNb3yemoi
KonoHku. [MpumenuTe GonbLLyto YacToTy (ppakLMOHMPOBAHWA ANA KONOHOK
BIXX (InfinityLab Poroshell 120, RRHT u RRHD).

+ B o6opynosaHuu ana BIXKX ncnonbayiite ceptudmumpoBaHHble nammbl
Agilent, o6ecneyuBatoLLe Hanmydllee KayecTso.

+ Vcnonb3oBaue ana nccneayembix 06pasLoB GuUIbTpaLUK U Apyrix
MeToz108 noarotoku. Moapobhee: agilent.com/chem/sampleprep



Pa6ora ¢ konoHkamu HopManbHo# tha3sbl

Bce konoHKku HopmarbHoi haabl MCNbITbIBAKOTCA NEpes NOCTaBKON 1
[OCTaBMAKTCA NOTPEOUTENHO B TECTOBOM 3/1IH0EHTE HOPMAabHOM (hasbl.
Wckntodenme coctasnatot konoHku ZORBAX Eclipse XDB-CN, InfinityLab
Poroshell 120 EC-CN, InfinityLab Poroshell 120 HILIC u ZORBAX HILIC
Plus, koTopble nocTaBnAkTCA B pactBoputenax obpalleHHoi dasbl.
Mepen ncnonb3oBaHWeM KOMIOHK He06X0ANMO 06A3aTeNbHO YOEANTLCA,
4TO OHa ypaBHOBELLEHa Haanexallym o6pasom. 310 obecneunsaet
BOCMPOM3BOAUMOCTb PE3YTbTATOB aHaNM3a 1 NpeaoTepallaeT U3MeHeHne
BPEMEHY YePKMBAHMA.

Pa6ouue napameTpbl KONOHOK HOPManbHO
thasbl: guanason pH u Temneparypa

Pekomenpo-
Pekomenpo- MakcumanbHaa BaHHaa
BaHHbIA pabouan pabouaa
Avanasox pH Temneparypa Temneparypa
Z0RBAX NH2 pHor2.08075 | 60°C 30°C
ZORBAX Rx-SIL pHor1.0008.0 = Orpannyera
ZORBAX SIL TOJbKO .
- TeMneparypon
InfinityLab Poroshell noRBYKHOM hasbi
120 HILIC*
Z0ORBAX HILIC Plus™"
Z0RBAX CN pHor20108.0 | 60°C 30°C
Z0RBAX Eclipse pHor20009.0 @ 60°C 30°C
XDB-CN*
Polaris NH2 pHor201080 | 60°C 30°C
Polaris Si-A pHor 1.50010.0 @ 60°C 30°C
Pursuit XRs Si pHor20108.0 | 60°C 30°C
InfinityLab Poroshell | pHor2.0808.0 | 60°C 30°C
120 EC-CN*

* MNocraBnaetcA B pacTBoputenax o6paLleHHol thasbl.
 [lononHuTenbHble cBeAeHnA cM. B pasaene «Pabota ¢ konoxkamu HILICy.

Paborta npu npefenbHbIx 3HauYeHNAX pH 1 Temnepatypbl 3HaUUTENBHO
COKpALLI@eT cpok Cry>6bl KOMOHKU.



Mpumeuanue. Bee copbeHTb Ha OCHOBE CUAMKarena pacTBOpUMbI B
onpe/eneHHoii cTenexu npu sHaveruax pH > 6 B nogsuxHbix hasax Ha
BOAHOIA ocHoBe. pu MCMONb30BaHNM KONIOHOK Ha OCHOBE CUMMKArena B
cpese co 3HaueHuAMN pH > 6 HanbonbLunii cpok cnyx6bl 0becneunBaeTca
Mpy NOHMKEHHbIX Temnepatypax (He 6onee 40 °C) 1 CNoNb3oBaHMM HU3KIX
6ychepHbix KoHLeHTpauwii B ananasoe ot 0.01 go 0.02 M.

Coserbl no pa3paboTke MeToAMK aHannu3a AnNA KONOHOK
HOpManbHoi tha3sbi

HenopnswkHan dhasa no cBoeii npupoze ABMIAETCA NONAPHON 1 yalLle Bcero
1CNoNb3YETCA C HEMONAPHBIMI NOABWXKHbIMUM (hasamu, TaknMK Kak CMecy rekcaHa
C [MXTI0PMETaHOM UV TeKcaHa ¢ 130MponaHosioM. YBenyeHe 0Nk NonApHOro
KOMTMOHEHTA B 3TUX CMecAX 0BbIYHO YMEHbLLAET BDEMA YAiepK1BaHuA 06pa3LioB.

Tun Konoxku CoBertbl no paapaﬁnrke METOAMK aHann3a

ZORBAX NH2 Bpema yaep>xvBaHuA yMeHbLIAETCA NP BO3PACTaHUM NONAPHOCTH
Polaris NH2 NofIBYXHOI hasbl.
[InA ypaBHOBeLLMBaHNA, HEOBX0AMMOT0 NOCIE U3MEHEHNA COCTaBa
NoABMXHOI hasbl, pacxoayerca 60NbLIOe KONMYECTBO 06bEMOB
KonoHky. KonnyecTso pacxoayembix 06beMOB KOMOHKI 3aBICHT OT
1CNONb3yemoii cuctembl 1 MoxkeT octuratb 50-100 06beMoB KONOHKM.

Z0RBAXRx-SIL ' KomnoHkv Ha 0CHOBE HENPUBMTOrO CUMKArenA 04eHb YyBCTBUTENbHbI K

ZORBAX SIL Cliefl0BbIM KONMYeCcTBamM BO/bl B PaCTBOPUTENAX N Uﬁpa:i\_lax, nostomy
) ! AN 0BecneyeHviA BOCTPOUIBOAMMOCTU PesybTaros HeoBXoaumo

Pursuit XRs Si TUIATENbHO CNEAVTH 33 NOCTOAHCTBOM COCTaBA. [1pyt MCMOb30BAHNM

Polaris Si-A [PaAVEHTHOO 3MIOMPOBAHNA NEPBUYHbIA 1 BTOPUYHBIA pacTBOPUTENL

Heo6X0AMMO MOAMMLMPOBATL CIMPTOM UMW aueToHuTpUnom. Mocne
BbINOSIHEHUA KAX/O0/ OnepaLmum creayet nponycTuTb Yepes KOMOHKY He
meree 30 06beMOB KOSIOHKM PacTBOPUTENA.

Mpy cMeHe pacTBopuTeNeli cHavana cieayer NpoMbITb KONOHKY
B3aMMOCOBMECTUMbIM PaCTBOPUTENEM, TaKUM Kak VISOI'IDOI'IVIJ'IUBbIﬁ

CIMpT.
InfinityLab Konotku InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 1 ZORBAX Eclipse XDB-CN
Poroshell 120 NOCTaBIAKOTCA B PACTBOPUTENAX 06paLLEHHOM (hasbl, HO MOCHe MPOMBIBKI
EC-CN 130MPONaHOmNIOM MOryT MPUMEHATLCA U ANA METOAMK HOPMasTbHO chasbl.

ZORBAX Eclipse BpeMﬂ yﬁleP)KI/IBaHMH YMeHbLLIaeTcA npyu Bo3pactaHum nonApHOCTH
XDB-CN NOABMXHOI hasbl.

3a cuer 6bIcTPOro ypaBHOBELLVBaHWA 3TON NPUBHUTON (hasbl ¢ NOABUX-
Z0RBAX CN

Hoii hasoii Takie KonoHKM yacTo Gonee yao6HbI B NCMONb30BAHMM,
YeM KONOHKKU Ha OCHOBE cunukarens, 0Cc06eHHO npu rpagueHTHOM
3J1OMpOBaHNK.



MpombiBKa ¥ npoanexue cpoka cny>k6bl KONOHOK:

KOJIOHKM HOpManbHoii thasbl

[InA KonoHoK HopMarnbHOW (ha3bl PEKOMEHYETCA UCNOSb30BaTh
OpraHuyeckme pactBopuTeny. [inA Kaxxaoro pacTBOPUTENA UCTIONb3YIATE He
meree 20 06bemoB KonoHku (50 Mn AnA 06bIYHOI aHANUTYECKOI KONOHKM
paamepamu 4.6 x 250 mm). [InA yBenuyenua adhdheKTMBHOCTM peKoMeHaYTCA
creaytoLLMe pacTBopuTeni:

1. metaHon u xnopochopm (50:50)
2. aunauertar (100%)

Cnoco6 NpoMbIBKI KONOHKM, UCTOMb3YEMON B peskiMe HopManbHo dasbl,
3aBuCKT OT TNa Npobbl. Ecnv ykasaHHble pacTBopuTeny He paboTator,
obpatuteck B Agilent 3a pekoMeHfaUMAMM N0 PacTBOPUTENAM, KOTOPbIE
MoryT 6biTh 60nee achcheKTBHBIMM AN1A BaLLel 0651acT NPUMEHEHA 1
KOHKPETHbIX Npob.

PekomeHaauuu no XPaHEeHUH: KONOHKKU HOpMaHbHDﬁ tba3b|

KonoHku HopmanbHoii hasbl 06bI4HO MOTYT ANNTENBHOE BPEMA XPaHUTLCA
B c0OCTBEHHOM NoaBIKHOI thase. [epe HanpaBneHnem KomnoHKN

Ha XpaHeHMe KOHLEBbIE (DUTUHIM [OMKHbI GbiTb TLLATENLHO 3aKPbITHI
3arnyLikamy A npefoTBpaLLeHIA BbicbixaHnA copbeHTa.

Pa6orta ¢ kononkamu HILIC

HILIC — 370 cnocob pasgeneHna NonApHbIX aHaNUTOB, HEAOCTATOYHO
YAEPXNBAEMbIX B 00blYHbIX KONOHKaX 06patLeHHoii thasbl. KonoHku Agilent
Z0RBAX Rapid Resolution High Definition (RRHD) HILIC Plus u InfinityLab
Poroshell 120 HILIC aBnatoTcaA KoNOHKaM1 Ha 0CHOBE HEMPUBUTOrO
CUTMKarena; oHy NOCTABNAKTCA B CMECH aLieTOHUTPUNA 1 BOZIbI NN B
auetonutpune u rotosbl Ana HILIC-pasnenenua. Kak 1 KonoHku HopmanbHoi
hasbl, konoHku HILIC Tpebytot Gonee TwlaTensHoOro ypaBHoBeLMBaHUA Mo
CpaBHEHMIO ¢ KonoHkamu obpatieHHol dhasbl. Kononkun ZORBAX Rx-Sil,
Z0RBAX Sil n ZORBAX NH, Takxe MoxHo 1cnonb3osatb B HILIC-meToamkax.
[Ina nepesoza 3tux kKonoHok B pexxum HILIC nx cHayana cneayet npoMbITh
130NPONUNOBbIM CTIMPTOM.



PYCCKWIA

Pa6ouue napamertpbi konoHok HILIC

HaumenoBanue Nvanason MakcumanbHaa PekomeHnpoBaHHan
KOMNOHKMN pH Temneparypa Temneparypa
Z0RBAX Rapid pH o1 0 10 60 °C 30°C

Resolution High 8,0

Definition (RRHD) HILIC

Plus

Z0RBAX HILIC Plus HPLC

InfinityLab Poroshell
120 HILIC

Paborta npu npefenbHbIX 3HaYeHnAX pH 1 Temneparypbl 3Ha4UTENLHO
COKpALL@ET CPOK CIy>KObl KOTIOHKN.

Cosertbl no paspa6orke HILIC-meToguk aHanu3sa

Z0RBAX Rapid Yaue Bcero HILIC-meToankn npumeHatoTca Ana aHanuaa
Resolution High NONAPHbIX COBANHEHNIA, KOTOPbIE HE YAEPXKUBAOTCA U
Definition (RRHD) N0X0 YAEPXKMBAKOTCA Ha 06paLLieHHO-(hadHbIX COpOEHTaX.
HILIC Plus YpaBHOBELLVBAHIE KONOHOK Nepef UCMoNb30BaHNeM JlyyLue
InfinityLab Poroshell Bcero BbinonHAT, 30-40% pacTBOpoM BOfibl B ALLETOHUTPUIIE.
120 HILIC

[InA ypaBHoBeLBaHuA MoxeT notpebosatbea o1 20
10 50 06bEMOB KONOHKI.

06bI4HOM NOABWKHON (ha3oit ABNAGTCA CMECh aLETOHUTpUNA
C aLeTarHbIM U chopmuatHbiM Bychepom, KOHLEHTpaLnei
5-10 MM. MoBbilweHme KoHueHTpaLwun bydepa MoxeT
YNyyWmTb hOpMY M Ka U YBENNYUTH BPEMA YAEPKMBAHUA.
YMeHbLUEeHWe 0N BoAbl nnn Gychepa NPUBOAWT K YCUNEHUO
YAEPKMBaHNA.

PykoBopacteo no pa6ore: HILIC

« Konouku Agilent HILIC nocraBnatoTca 3anonHeHHbIMM aLeTOHUTPUIOM
1NN CMEChbH aLETOHUTPUNA C BOAON.

+ Kononku Agilent HILIC npeaHasHayeHb! AnA Ncnofb30BaHUA ¢ BOAHbIMM
pacTBOpamMm 1 BCemi 06bI4HBIMM OPraHnYeckuMi PacTBOPUTENAMU.

* Bce cunvkarenu pactBopumMbl B 0MpeaeneHHoi CTeneHm npi sHaueHuax
pH > 6 B noBKHbIX (hasax Ha 0CHOBE BOAbI. PacTBopAeMOCTb
CUAMKArena TakXxe BO3pacTaeT Npy NoBbILLEHM TEMNEpaTypbl.
Mcnonb3osanue konoHok ZORBAX RRHD HILIC Plus nnu InfinityLab
Poroshell 120 HILIC npu pH 6onee 6 1 Temnepatype sbiwwe 40 °C
COKpALLI@eT cPoK Ciy>KObl KOMOHOK.



MpombiBKa ¥ npoanexHue cpoka cny>k6bl KONOHOK:
konoHku HILIC

06pasubl 10 BBEAEHMA B KOSOHKY [A0MKHbI ObITb NPOCNNLTPOBAHBI.

370 ocobeHHo BaxHo Ana konoHok ZORBAX RRHD HILIC Plus ¢ BxoaHbIM
BKnabiem ¢ nopami 0,5 MKM, T0 €cTb 06pasLbl CiiedyeT NponyCTUTh Yepes
chunbTp ¢ nopamu 0,2 MKM. B cnydae orpaHndeHua notoka pactopurena
(o npuunHe NoBbILLEHNA NPOTUBOAABNEHWA) B EPBYHO 0YEPEfb CrIeAYeT
y6enuTbea B 6CNPEnATCTBEHHOM NPOXOXKAEHIM NOTOKA PACTBOPUTENA

[10 BXOZAHOTO OTBEPCTUA KONOHKN. ECNv y4acTok orpaHuyeHna pacnonoxeH
[10 KOJIOHKM, 3aMeHuTE TaKoi y4acTok unu npomoiite cunbtp. Ecnn notok
OrpaHNYMBAETCA KOJIOHKOM, MOXHO BbINOSTHUTL 06PATHYH) MPOMBbIBKY
kononku InfinityLab Poroshell 120 HILIC nopsuHoii chasolii ¢ pacxofom
20-30 o6bemos konoHku. Konoxku RRHD HILIC o6patHoii npombiske

He noanexxar. YTobbl ynanuTb 13 KONOHKM yaepK1Baemble BeLecTsa,
npomoiite ee Bofjoi, kotopas ana pexxuma HILIC ABnAeTcA cunbHbIM
pacTopuTenem.

Pekomenpauumn no xpanenuto: konowku HILIC

B kayecTBe pacTBopa inA A0NrOBPEMEHHOr0 XpaHeHna KonoHok HILIC
peKoMeH/yeTcA CMech aLeToHUTpUNa ¢ Bogoi B nponopuui 95:5. [inA
YIAneHna CUNbHO yeP>KMBAEMbIX COCTABOB Mepe/l NOMELLEHNEM KOJIOHOK
B PacTBOP /1M1 XpaHEHNA MOXeT NoTpe6oBaTheA NPOMbIBKA KONOHOK
CMecbto aleToHuTpuna ¢ Bogoii B nponopuwmu 60:40. [Ina npeaoTepalleHns
BbICbIXaHUA cOpGEHTa Nepes HanpasieHeM KOMOHOK Ha XpaHeHue
TL{ATemNbHO 3aKPOWTE KOHLIEBbIE IMTUHII 3arnyLikamu. KpatkoBpemeHHo
XPaHWTb KOMOHKM MOXHO B 60nbLUMHCTBE nofBKHbIX chas HILIC. B uenax
3aLLMUTbl 060PYA0BAHNA BCE XKe PEeKOMEHZYETCA YAanuTb COMM 13 KOJOHKM
1 060py0BaHIA, NPOMbIB KOMOHKY TOVA >Ke NoABWKHOM dhasoit 6e3 bydepa
(Hanpumep, ncnonbaya cmecb auetonntpun:H,0 (90:10) ana yranexua
nofBukHoii chasbl aueToHntpuna (90:10) ¢ 0,01 M dopmuatHoro bydhepa).
370T N0AX0A NO3BOMAET ObICTPEE MPOBOANTL NOBTOPHOE YPaBHOBELLMBAHME
MpY NCMONb30BaHIM UCXOHOM MOAIBYXHOM (hasbl, HO ANA MOATBEPKAEHUA
YPABHOBELLMBAHMA KOJIOHKY CTIedyeT CaenaTb HECKOMbKO 3aK0J0B

(o1 3 10 6).
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Este folheto oferece informacdes gerais para
todas as colunas ZORBAX, PURSUIT e Polaris de
fase normal e HILIC. As secdes iniciais incluem
informacdes sobre as colunas de fase normal

e HILIC. Como alguns parametros de método

e instrucoes de cuidado séo diferentes para as
colunas HILIC e para as colunas de fase normal,
essas secoes sdo separadas nas ultimas paginas.
Para obter mais informacdes sobre uma linha ou
uma coluna especifica, acesse
agilent.com/chem/columnchoices

Inicio

Cada coluna Agilent vem com um relatério de QC do desempenho da
coluna, que inclui um cromatograma de teste. Um instrumento padréo

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



Instalacao

A direcdo do fluxo é indicada na coluna.

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

As colunas InfinityLab Poroshell 120 podem ser operadas na direcéo de
fluxo oposta

ao limpar a coluna. A porosidade do frit na saida das colunas InfinityLab
Poroshell 120 é menor do que no injetor e pode ser conectada mais
facilmente.

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

Consideracdes de seguranca importantes para todas
as colunas de LC

Todos os pontos de conexao em sistemas de LC s&o possiveis fontes
de vazamentos. Os usuarios devem estar atentos a toxicidade
ou & inflamabilidade das fases moveis.

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

Respeite os limites operacionais de pressdo indicados para cada coluna
(consulte o grafico na proxima pagina). Exceder esses limites compromete
o desempenho cromatogréafico e pode néo ser seguro.
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Pressdes operacionais maximas:
colunas de até 9,4 mm de DI

Tamanho
Tipo de coluna de particula Limite de pressao
Z0RBAX NH2 5um, 7 ym 400 bar (6.000 psi)
ZORBAX HILIC Plus 3.5pm
Z0RBAX Rx-SIL 5um
Z0RBAX SIL 5pum, 7 um
Z0RBAX CN 5pum, 7 um
Eclipse ZORBAX XDB-CN 3.5pum, 5um, 7 pm
Alta definicao de resolucao 1.8 um 1200 bar (17.000 psi)
rapida ZORBAX (RRHD) HILIC
Plus
ZORBAX RRHT Rx-Sil 1.8 pm 600 bar (9.000 psi)
Polaris NH2 3pm, 5um 400 bar (6.000 psi)
Polaris Si-A 3pm, 5um, 10 pm 400 bar (6.000 psi)
Pursuit XRs-Si 3pm, 5um, 10 pm 400 bar (6.000 psi)
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN 2.7 ym 600 bar (9.000 psi)

InfinityLab Poroshell 120 HILIC

Dicas de utilizacéo da coluna

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

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

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

+ A desmontagem de uma coluna prejudica seu desempenho.



+As colunas novas contém uma mistura de solventes organicos. Consulte
o relatorio de QC de desempenho para saber qual é a composicao do
solvente na coluna. Em primeiro lugar, deve-se tomar cuidado para néo
passar pela coluna qualquer fase movel que possa formar um precipitado ou
uma emulsao.

+ As colunas Agilent de fase normal sdo compativeis com &gua e solventes
organicos comuns.

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

+As colunas ndo devem ser mantidas a temperatura ou pH elevados quando
nao estiverem em uso.

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

Dicas para obter os melhores resultados de cromatografia

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

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

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

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

+ Utilize filtragdo ou outro método de preparo adequado para sua amostra.
Obtenha mais informagoes em agilent.com/chem/sampleprep
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Toda coluna de fase normal ¢ testada antes do envio e vem com um eluente
de teste de fase normal, exceto as colunas Eclipse ZORBAX XDB-CN,
InfinityLab Poroshell 120 EC-CN, InfinityLab Poroshell 120 HILIC e ZORBAX
HILIC Plus, que vém com solventes de fase reversa. Deve-se tomar cuidado
para garantir que a coluna seja equilibrada adequadamente antes da
utilizacdo. Isso garantira a reprodutibilidade de andlise para andlise e evitara
desvios do tempo de retencéo.

Trabalhar com colunas de fase normal

Parametros operacionais da coluna de fase normal:
pH e temperatura

Maxima Temperatura
Faixa de pH temperatura operacional
recomendada  operacional sugerida
Z0RBAX NH2 pH2.0a75b 60 °C 30°C
ZORBAX Rx-SIL pH1.0a8.0 Limitada apenas
ZORBAX SIL pelos limites de
. temperatura da
InfinityLab Poroshell fase mével
120 HILIC**
ZORBAX HILIC Plus™
Z0RBAX CN pH2.0a8.0 60 °C 30°C
Eclipse ZORBAX pH2.0a9.0 60 °C 30°C
XDB-CN*
Polaris NH2 pH2,.0a8.0 60 °C 30°C
Polaris Si-A pH1.5a10.0 60 °C 30°C
Pursuit XRs Si pH2.0a8.0 60 °C 30°C
InfinityLab Poroshell  pH2.0a 8.0 60 °C 30°C
120 EC-CN*

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

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



Observacao: todos os empacotamentos a base de silica tém alguma
solubilidade em fases moveis aquosas com pH maior que 6. Ao utilizar
colunas a base de silica em pH maior que 6, uma melhor vida Util da coluna
¢ obtida em temperaturas mais baixas (max. 40 °C) usando concentracdes
menores de tampé&o na faixa de 0.01 a 0.02 M.

Observacdes para o desenvolvimento de métodos da coluna de
fase normal

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

Tipo de coluna Observacides para o desenvolvimento de métodos

Z0RBAX NH2 A retencao diminui conforme a polaridade da fase movel

Polaris NH2 aumenta.
Muitos volumes de coluna de fase mével sdo necessarios
para atingir o equilibrio apos alteracdes na composicéo da
fase movel. A quantidade necessaria de volumes de coluna
depende do sistema utilizado e pode variar de 50 a 100
volumes de coluna.

ZORBAX Rx-SIL As colunas de silica n&o ligadas sdo muito sensiveis a
ZORBAX SIL quantidades em nivel de tracos de dgua nos solventes
) ) e na amostra, portanto deve-se tomar cuidado para manter
Pursuit XRs Si a consisténcia e garantir a reprodutibilidade do método.
Polaris Si-A Ao utilizar eluicdo de gradiente, os solventes primarios
e secundarios devem ser modificados com alcool ou
acetonitrila, e ao menos 30 colunas de solvente devem
poder fluir pela coluna apds finalizar cada execucéo.

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

InfinityLab Poroshell = As colunas InfinityLab Poroshell 120 EC-CN e Eclipse

120 EC-CN Z0RBAX XDB-CN vém com solventes de fase reversa, mas

Eclipse ZORBAX também podem ser utilizadas em aplicacées de fase normal

XDB-CN ap0s a limpeza com isopropanol.

7ORBAX CN Aretencao diminui conforme a polaridade da fase mével
aumenta.

0 rapido equilibrio desta fase ligada com a fase movel
geralmente faz com que a utilizagdo dessa coluna seja mais
prética do que a de uma coluna de silica, principalmente
para eluicdo de gradiente.



p GUES

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

Para fase normal, recomendamos a utilizagéo de solventes organicos. Utilize
pelo menos 20 volumes de coluna de cada solvente, que representam 50 mL
caso utilize a coluna analitica comum de 4.6 x 250 mm. Experimente estes
solventes para aumentar a forca:

1.50% de metanol: 50% de cloroférmio
2. 100% de acetato de etila

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

Recomendacdes de armazenamento: colunas de fase normal

As colunas de fase normal geralmente podem ser armazenadas em suas
proprias fases moveis por longos periodos. Antes de armazenar a coluna, os
adaptadores de extremidade devem ser bem fechados com plugues para
evitar que o0 empacotamento seque.

Trabalhar Com Colunas HILIC

HILIC é um método usado para a separacéo de analitos polares retidos de
modo inadequado em colunas de fase reversa comuns. As colunas Agilent
de alta definicao de resolucéo rapida ZORBAX (RRHD) HILIC Plus e as
colunas InfinityLab Poroshell 120 HILIC s&o colunas de silica ndo ligadas,
que vém com acetonitrila:dgua ou acetonitrila e prontas para usar em
separacdes HILIC. Assim como as colunas de fase normal, as colunas HILIC
exigem mais equilibrio do que as colunas de fase reversa. Observe que as
colunas ZORBAX Rx-Sil, ZORBAX Sil, e ZORBAX NH2 também podem ser
utilizadas para aplicacoes de HILIC. Para alterar essas colunas para o modo
HILIC, lave-as primeiro com alcool isopropilico.



Parametros operacionais da coluna HILIC

Temperatura Temperatura

Nome da coluna Faixa de pH maxima sugerida
Alta definicao de resolugéo pH0a8.0 60 °C 30°C
rapida ZORBAX (RRHD)

HILIC Plus

ZORBAX HILIC Plus HPLC

InfinityLab Poroshell 120 HILIC

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

Observacdes para o desenvolvimento de métodos HILIC

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

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

InfinityLab Poroshell 120 de 4gua em acetonitrila antes da utilizacao.
HiLIC 0 equilibrio pode exigir de 20 a 50 volumes de coluna.

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

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

Diretrizes operacionais: HILIC

*As colunas Agilent HILIC vém com acetonitrila:dgua ou acetonitrila.

As colunas Agilent HILIC s&o compativeis com dgua e com solventes
organicos comuns.

+ Todos os empacotamentos & base de silica tém alguma solubilidade
em fases moveis aquosas com pH maior que 6. A solubilidade da silica
também é aumentada a temperaturas elevadas. A utilizacao de colunas
Z0RBAX RRHD HILIC Plus ou InfinityLab Poroshell 120 HILIC com pH
maior que 6 e a temperaturas superiores a 40 °C reduzira a vida util
da coluna.
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Limpeza da coluna/Prolongamento da vida util da coluna:
colunas HILIC

E necessario filtrar as amostras antes de injeta-las na coluna. Isso ¢
especialmente importante para as colunas ZORBAX RRHD HILIC Plus, pois
o frit da entrada da coluna é de 0.5 ym e as amostras devem ser filtradas
com um filtro de 0.2 pm. Se o fluxo de solvente parecer restrito (presséo
resultante de coluna excepcionalmente alta), verifique primeiro se o fluxo do
solvente esta desobstruido até a entrada da coluna. Se a restricdo for antes
da coluna, substitua o pedaco de tubulagéo ou filtro que esta obstruido.

Se a coluna estiver obstruida, a InfinityLab Poroshell 120 HILIC pode ser
submetida ao processo de backflushing com 20 a 30 volumes de coluna de
fase movel. A coluna RRHD HILIC n&o pode ser submetida ao processo de
backflushing. Para remover materiais fortemente retidos da coluna, limpe-a
com um solvente forte — no modo HILIC, este solvente é a agua.

Recomendacdes de armazenamento: colunas HILIC

Para armazenar colunas HILIC por longos periodos recomenda-se utilizar a
mistura acetonitrila:agua (95:5) como solvente. Pode ser necessério lavar a
coluna com acetonitrila:dgua (60:40) para remover componentes fortemente
retidos antes de passar para o solvente de armazenamento. Antes de
armazenar a coluna, os adaptadores de extremidade devem ser bem
fechados com plugues para evitar que o empacotamento seque. As colunas
podem ser armazenadas de forma segura por periodos curtos na maioria
das fases maveis de HILIC. No entanto, para proteger o equipamento,
recomenda-se remover o0s sais do instrumento e da coluna, purgando a
coluna com a mesma fase movel sem o tampao (por exemplo, utilizando
ACN:H,0 a 90:10 para remover uma fase mével de ACN:0.01M de tampéo
de formiato a 90:10). Ao usar esta abordagem, o equilibrio é restabelecido
mais rapidamente com a fase movel original, mas varias (3 a 6) injecoes
devem ser realizadas para verificar o equilibrio da coluna.



LC Column and Sample Prep

NAVIGATOR

Find the Right Column
for Your Separation

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

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

* Find sample prep guidance and method optimization tips

* Get selection assistance from Agilent chromatography
experts

» Obtain technical support contact information

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

Get started now at agilent.com/chem/navigator



Agilent Ordering Information

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

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

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

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

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

Learn more at agilent.com/chem/sampleprep
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