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This booklet provides general
information for all ZORBAX, Poroshell,
Pursuit, and Polaris reversed-phase
columns. For additional detailed
information about your specific phase or
family, see:
agilent.com/chem/columnchoices

Getting started

A QC Column Performance Report, including a test
chromatogram, is enclosed with every Agilent column. The
QC test system has been modified from a standard system
to minimize system dead volume, so it may vary from the
system used in your lab. This allows a better evaluation of the
column and assures a more consistent product. A properly
configured LC system will generate similar results to the
chromatogram on your QC Performance Report.

Modern columns are robust and are designed to operate
for long periods under normal chromatographic conditions.
You can maximize column performance by running it within
specifications. Always review the specifications before
putting in place a final method.
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Using your column
Installation
+ The direction of flow is marked on the column.

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

For removable, zero-dead volume column connections
Agilent recommends the use of the InfinityLab Quick Connect
and Quick Turn family. Choices are:

Maximum

System

Pressure Recommended Fitting Part Numbers

Up to 400 bar InfinityLab Quick Turn fitting Fitting: 5067-5966
(finger-tight)

Up to 800 bar InfinityLab Quick Turn fitting Fitting: 5067-5966
(with Mounting tool) Mounting Tool:

5043-0915

Up to 1300 bar  InfinityLab Quick Connect fitting  Fitting: 5067-5965

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

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

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



Column conditioning

Every column is tested before shipment and shipped

in the test eluent. So, for first use, rinsing with water is

not necessary. If mobile phase additives are used (such

as buffers or ion-pair reagents) it is advisable to do an
intermediate flush with a mobile phase of the correct
composition, but without these additions. Flushing with

10 to 20 column volumes should help in transitioning to your
mobile phase. For shorter chain chemistries (C8, Phenyl, CN,
for example), care should be taken to make sure the column
has been properly equilibrated prior to use. This will ensure
reproducibility and help prevent retention time drifting. When
using formic acid as a mobile phase additive, condition

the column as recommended in the Column Conditioning
Method Conditions for Formic Acid table.

Column Conditioning Method Conditions for Formic Acid

Column Mobile Phase Flow Rate Column Time After

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

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

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

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

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

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

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

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

Other operating tips

+ While generally not harmful to the column, reverse flow
should be avoided except to attempt removal of clogged
frit (see Column care).

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

+ Disassembling a column will degrade column
performance.

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

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

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

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

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



Column operating parameters: pH and temperature

Recommended Maximum Operating

Phase pH Range Temperature

Poroshell 120 CS-C18 pH1.0to11.0 90°C

Poroshell HPH pH2.0t011.0 60°C

Poroshell 120 SB-C18, pH1.0t08.0 90 °C (StableBond C18

StableBond C18, and Poroshell 120 SB-C18)

ZORBAX Rx-C8, 80 °C (Rx-C8 and SB-Aq,

ZORBAXSB-AG, SB-C3 and SB-Phenyl)

ZORBAX SB-Phenyl, Rk .

SB-C3, Poroshell 300, 70°C for pH <5.0; 40 °C

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

ZORBAX Eclipse Plus C18  pH2.0t0 9.0 60 °C

and C8, Eclipse XDB-C8,

XDB-C18, XDB-Phenyl,

Poroshell 120 Bonus-RP,

Poroshell 120 EC-C18 and

EC-C8, ZORBAX Bonus-RP,

HC-C18(2) and TC-C18(2)

ZORBAX Extend C18 pH20t0o11.5 60 °C (40 °C at high pH)

Poroshell 120 PFP, pH?2.0t08.0 60 °C

Poroshell 120 Phenyl-Hexyl,

ZORBAX ODS,

ZORBAX Phenyl,

ZORBAX Eclipse Plus

Phenyl-Hexyl,

ZORBAX XDB-CN,

ZORBAX Eclipse PAH,

All Pursuit and Polaris

bonded phases

ZORBAX Eclipse PAH pH?2.0t08.0 60 °C at pH <6.0

ZORBAX TMS pH20to7.0 60 °C

InfinityLab PFAS delay pH2.0t09.0 60 °C

column

Note: All silica-based packings have some solubility in pH >6 agueous mobile
phases. When using silica-based columns at pH >6, best column lifetime is
obtained at lower temperatures (40 °C max) using low buffer concentrations
in the range of 0.01 to 0.02 M. Operating at extreme ends of pH and
temperature ranges will have a significant impact on column lifetime.
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Maximum operating pressures—columns up to 9.4 mm id

Column Type Particle Size  Pressure Limit
Poroshell 120 1.9 pm 1300 bar (19,500 psi)
2.7 um, 4um 600 bar (9000 psi)
Poroshell 300 5pum 400 bar (6000 psi)
ZORBAX Rapid Resolution (RR) ~ 3.5um 400 bar (6000 psi)
ZORBAX Rapid Resolution High 1.8 pm 600 bar (9000 psi)
Throughput (RRHT)
ZORBAX Rapid Resolution High 1.8 um 1200 bar (17,000 psi)

Definition (RRHD)
All ZORBAX, Pursuit, and Polaris 3.0 um, 3.5 um, 400 bar (6000 psi)

columns, not noted as RRHT or 5 pm 200 bar (3000 psi)
RRHD, and HC-C18(2), TC-C18(2) (Metaguards)
InfinityLab PFAS delay column 1200 bar (17,000 psi)

Mobile phase selection and operating
temperatures

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



Recommended starting gradients

Stationary Phase Usage Notes

Most reversed-phase 5% methanol or acetonitrile initially and 100%
columns methanol or acetonitrile as the final solvent.

ZORBAX Eclipse PAH* 30 or 40% acetonitrile initially, to 100%
acetonitrile as final solvent. It may be necessary
to cool column to 15 to 20 °C for improved
resolution.

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

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

The inlet frit on columns with a particle size of 2.7 um or
greater has a nominal porosity of 2 um. Samples that contain
particulate matter will plug the column inlet frit. ZORBAX

and Fast Guard columns and hardware kits (as required) are
recommended for use with such samples, and are generally
recommended for all column use.

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

Cleaning your column/extending column life

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

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

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

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

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

5. Discard column or consider stronger conditions, for
example, 75% acetontrile/25% isopropanol

6. Increase to 100% isopropanol, 100% methylene chloride
or 100% hexane (if you use methylene chloride or hexane,
you will need to flush the column with isopropanol prior to
use and before returning to your reversed-phase mobile
phase).

For columns with particles <1.8 um, do not backflush the

column—replace the column.



Storage recommendations

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

30 column volumes of the pure solvent. Before storing,
end-fittings should be tightly capped with end-plugs to
prevent packing from drying out. To protect equipment, is it
desirable to remove salts from the instrument and column
by purging the column with the same mobile phase without
the buffer (for example using 60:40 ACN/H,0 to remove

a 60:40 ACN/0.02 M phosphate buffered mobile phase).
Re-equilibration is rapid with the original mobile phase when
using this approach and any danger of corrosion from the
salts is eliminated.



English

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 or 0.075 mm
id black tubing for Fast LC/high efficiency columns. Learn
about capillary options at agilent.com/chem/Iccapillaries

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

+ Use sample filtration or other sample preparation as
appropriate for your sample. Learn more at:
agilent.com/chem/sampleprep
Use Agilent certified lamps in your LC instruments for
best performance.

If you are using Poroshell 120 or ZORBAX RRHT or RRHD columns,
consider using a Fast Guard for UHPLC to protect your analytical
column. See agilent.com/chem/fastguards for more information.
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Poroshell 120 CS-C18 pH1.0~11.0 90°C

Poroshell HPH pH20~11.0 60°C

Poroshell 120 SB-C18. pH1.0~8.0 90 °C (StableBond C18
StableBond C18. H& U Poroshell 120
ZORBAX Rx-C8. SB-C18)
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Poroshell 120 1.9pm. 1300 bar (19,500 psi)
2.7 um. 600 bar (9000 psi)
4um

Poroshell 300 5um 400 bar (6000 psi)

ZORBAX Rapid Resolution (RR) 3.5 pm 400 bar (6000 psi)

ZORBAX Rapid Resolution High 1.8 pm 600 bar (9000 psi)
Throughput (RRHT)

ZORBAX Rapid Resolution High 1.8 pm 1200 bar (17,000 psi)
Definition (RRHT)

IART?D ZORBAX. Pursuit. 3.0um. 400 bar (6000 psi)
Polaris 774 (RRHT &7zid 5pm. 200 bar (3000 psi)

RRHD HMI<H D) « 7 pum (Metaguards)
HC-C18(2). TC-C18(2)
InfinityLab PFAS 7« L1 H35 L 1200 bar (17,000 psi)
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Cette brochure contient des informations
générales applicables a 'ensemble des
colonnes a phase inverse des gammes
Z0RBAX, Poroshell, Pursuit, et Polaris.
Pour des informations plus détaillées sur la
phase que vous utilisez ou une famille de
colonnes en particulier, rendez-vous sur :
agilent.com/chem/columnchoices

Considérations initiales

Chaque colonne Agilent est livrée avec un rapport de
contréle-qualité, évaluant la performance de la colonne et
comprenant un chromatogramme de test. Le systeme utilisé
pour les tests de contréle qualité est un systéme standard
modifié afin de réduire au minimum le volume mort du
systeme. Il peut donc étre différent du systeme utilisé dans
votre laboratoire. Cela permet de mieux évaluer la colonne et
d'assurer la qualité constante du produit. Un systeme de LC
configuré correctement doit générer des résultats similaires
au chromatogramme inclus dans le rapport de contréle-
qualité de la performance.

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



Utilisation de votre colonne
Installation
+ Le sens de I'écoulement est indiqué sur la colonne.

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

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

Pression

maximale

du systeme Raccord recommandé Références

Jusqua Raccord rapide Quick Turn Raccord : 5067-5966

400 bars InfinityLab (serrage manuel)

Jusqua Raccord rapide Quick Turn Raccord : 5067-5966

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

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

1300 bars InfinityLab

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

Agilent .

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

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



Stabilisation de la colonne

Chague colonne est testée avant I'expédition et livrée
contenant I'éluant de test. Il n'est donc pas nécessaire de
rincer la colonne avec de l'eau avant sa premiere utilisation.
En cas d'utilisation d’additifs de phase mobile (tampons ou
réactifs d'appariement d'ions par exemple), il est conseillé
de réaliser un ringage intermédiaire avec une phase mobile
de composition identique, mais sans additif de ce type. Un
rincage avec 10 a 20 volumes de colonne facilite en général
la transition vers votre phase mobile. Pour les phases

a chaines courtes (C8, Phenyl, CN par exemple), veillez

a bien stabiliser la colonne avant de I'utiliser. Cela permet
de garantir la reproductibilité et d'éviter les dérives des
temps de rétention. Si la phase mobile contient de l'acide
formique en guise d'additif, stabilisez la colonne selon les
recommandations figurant dans le tableau intitulé Conditions
de stabilisation des colonnes contenant de I'acide formique.

Conditions de stabilisation des colonnes contenant de I'acide

formique

D.i.de  Phasemobile  Débit Temp.de Temps Aprés

colonne (mL/min) colonne  (heures) stabilisation

(mm) (°0)

2,1 H,0/CH,CN 0,1 60 4 Ringage et
95/5 + acide stockage
formique 0,1 % dans du

CH,CN 100 %

30 H,0/CH,CN 02 60 4 Ringage et
95/5 + acide stockage
formique 0,1 % dans du

CH,CN 100 %

46 H,0/CH,CN 04 60 4 Ringage et
95/5 + acide stockage
formique 0,1 % dans du

CH,CN 100 %

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



Consignes de sécurité importantes

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

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

+ Veuillez respecter les limites de pression de fonctionnement
notées pour chaque colonne (voir le tableau correspondant).
Tout dépassement de ces limites pourrait compromettre la
performance chromatographique et représenter un danger pour
['utilisateur.

Autres conseils d'utilisation

+ Bien que généralement non dangereux pour la colonne,
I'inversion de flux doit étre évitée, excepté pour tenter de
déboucher un fritté colmaté (voir la rubrique « Entretien des
colonnes »).

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

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

+ Les nouvelles colonnes contiennent un mélange constitué
de solvants organiques et d'eau. Reportez-vous au rapport
de controle-qualité de la performance pour connaitre la
composition du solvant dans votre colonne. Evitez initialement
de faire circuler dans la colonne une phase mobile pouvant
entrainer la formation d’'un précipité.

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

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

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

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



Parameétres opérationnels de la colonne : pH et température

Température de

Plage de pH fonctionnement
recommandée maximale

Poroshell 120 CS-C18 pH1,0a11,0 90 °C
Poroshell HPH pH20a11,0 60 °C
Poroshell 120 SB-C18, pH1,0a480 90 °C (StableBond C18 et
StableBond C18, Poroshell 120 SB-C18)
ZORBAX Rx-C8, 80 °C (Rx-C8 et SB-Aq,
ZORBAX SB-Aq, SB-C3 et SB-Phenyl)
ZORBAX SB-Phenyl, .
SB-C3, Poroshell 300, 70°CpourpH <50;
300SB-C3 40 °C pour pH de 5,0
a 8,0 (Poroshell 300 et
300SB-C3)

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

et C8, Eclipse XDB-C8,

XDB-C18, XDB-Phenyl,

Poroshell 120 Bonus-RP,

Poroshell 120 EC-C18 et

EC-C8, ZORBAX Bonus-RP,

HC-C18(2) et TC-C18(2)

ZORBAX Extend C18 pH20a115 60 °C (40 °C a pH élevé)

Poroshell 120 PFR, pH20a80 60 °C
Poroshell 120 Phenyl-Hexyl,

ZORBAX ODS,

ZORBAX Phenyl,

ZORBAX Eclipse Plus

Phenyl-Hexyl,

ZORBAX XDB-CN,

ZORBAX Eclipse PAH,

toutes les phases greffées

Pursuit et Polaris

ZORBAX Eclipse PAH pH2,04a80 60°CapH<6,0
ZORBAX TMS pH20a7,0 60 °C

Colonne retard PFAS pH2,0a9,0 60 °C
InfinityLab

Remarque : tous les matériaux de remplissage a base de silice présentent

une certaine solubilité dans les phases mobiles aqueuses de pH > 6. En cas
d'utilisation d'une colonne a base de silice a pH > 6, vous pouvez prolonger la
durée de vie de la colonne en I'utilisant a des températures inférieures (40 °C
maximum) et avec des concentrations de tampon faibles comprises entre

0,01 et 0,02 M. Lutilisation a des pH et a des températures a la limite des plages
recommandées peut avoir un effet significatif sur la durée de vie de la colonne.



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

Type de colonne Granulométrie Limite de pression

Poroshell 120 1,9 upm 1300 bars
2,7 um, 4pum (19 500 psi)

600 bars (9 000 psi)
Poroshell 300 5um 400 bars (6000 psi)
ZORBAX Résolution Rapide (RR)  3,5um 400 bars (6000 psi)
ZORBAX Résolution Rapide Haut 1,8 um 600 bars (9000 psi)
Débit (RRHT)
ZORBAX Résolution Rapide 1,8 um 1200 bars
Haute Définition (RRHD) (17 000 psi)
Toutes les colonnes ZORBAX, 3,0 um, 3,5um, 400 bars (6 000 psi)
Pursuit et Polaris, autres que 5um 200 bars (3 000 psi)
RRHT ou RRHD, et HC-C18(2), (MetaGuards)
TC-C18(2)
Colonne retard PFAS InfinityLab 1200 bars

(17 000 psi)

Sélection de la phase mobile et températures
de fonctionnement

La phase stationnaire greffée est de nature non polaire et
convient plus particulierement aux phases mobiles polaires
telles que les mélanges méthanol/eau ou acétonitrile/eau.
Augmenter la quantité de composant organique revient
typiquement a réduire le temps de rétention de I'échantillon.



Gradients recommandés pour le démarrage

Phase stationnaire Notes d'utilisation

La plupart des colonnes démarrage avec 5 % de méthanol ou
a phase inverse d'acétonitrile, 100 % de méthanol ou
d'acétonitrile a la fin.

ZORBAX Eclipse PAH*  démarrage avec 30 ou 40 % d'acétonitrile,
jusqu'a atteindre 100 % d'acétonitrile a la fin. Il
peut étre nécessaire de refroidir la colonne entre
15 et 20 °C pour améliorer la résolution.

ZORBAX Bonus-RP Pour éluer les composés, cette phase requiert
une plus faible concentration de modificateur
de phase mobile que les phases stationnaires a
longue chaine alkyle.

* La durée de vie de la colonne est optimale a une température < 40 °C.



Le fritté d’entrée des colonnes dont la granulométrie est
supérieure ou égale a 2,7 um a une porosité nominale de

2 um. Les échantillons contenant des particules bouchent
le fritté d’entrée de la colonne. Pour ces échantillons en
particulier, mais aussi pour tous les types d'échantillons en
général, il est recommandé d'utiliser les colonnes et kits de
matériel ZORBAX et Fast Guard (selon le besoin).

Entretien de la colonne

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

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

Pour les colonnes qui peuvent étre rétrobalayées (colonnes
Poroshell 120, ZORBAX avec des particules >1,8 um et toutes
les colonnes Pursuit et Polaris), démarrez avec un solvant
plus fort (moins polaire).

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

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

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

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

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

6. Monter a 100 % d'isopropanol, 100 % de chlorure de
méthylene ou 100 % d’hexane ; en cas de chlorure de
méthylene ou d’hexane, vous aurez besoin de rincer la
colonne a l'isopropanol avant de pouvoir 'utiliser et avant
de revenir a votre phase mobile de phase inverse.

Pour les colonnes contenant des particules < 1,8 um,
remplacez la colonne plutét que de la rincer a I'envers.



Recommandations de stockage

Pour un stockage a long terme, les colonnes a phase

greffée a base de silice doivent étre remplies d'un solvant
organique pur tel que I'acétonitrile. Si la colonne a été utilisée
avant le stockage avec une phase mobile tamponnée,
éliminez d’abord le tampon en purgeant la colonne avec

20 a 30 volumes de colonne d'un mélange 50/50 d'eau et

de méthanol ou d'acétonitrile, puis continuez avec 20 a 30
volumes de colonne du solvant pur. Avant le stockage, les
raccords aux extrémités de la colonne doivent étre fermés
hermétiquement avec des bouchons d'extrémité pour
prévenir le dessechement du remplissage. Pour protéger
votre matériel, il est toutefois souhaitable d'éliminer les

sels de l'instrument et de la colonne en purgeant la colonne
avec la méme phase mobile sans tampon (par exemple, en
utilisant un mélange ACN/H,0 60/40 pour retirer une phase
mobile tamponnée dACN/phosphate 0,02 M 60/40). Cette
approche permet une stabilisation rapide avec la phase
mobile d'origine et évite tout risque de corrosion due aux sels.



Conseils pour obtenir des résultats chromatographiques

optimaux

+ Optimisez votre instrument en réduisant au minimum
les longueurs des tubes entre les composants, ce qui
diminue le volume extracolonne et favorise l'obtention de
pics étroits. Utilisez un tube rouge de 0,172 mm de d.i. ou
un tube noir de 0,075 mm de d.i. pour les colonnes Fast
LC/a haute efficacité. Pour en savoir plus sur les choix de
capillaires, rendez-vous sur agilent.com/chem/Iccapillaries

+ Vérifiez que le taux d’acquisition des données est optimisé
pour votre colonne. Utilisez une vitesse supérieure pour les
colonnes Fast LC (Poroshell 120, RRHT et RRHD).

Selon le type de votre échantillon, filtrez-le ou suivez une
autre méthode de préparation des échantillons. Pour en
savoir plus :

agilent.com/chem/sampleprep

Utilisez des lampes certifiées Agilent pour vos instruments
de LC afin de garantir une performance optimale.

Si vous utilisez une colonne Poroshell 120, ou ZORBAX RRHT ou
RRHD, protégez-la avec une colonne de garde Fast Guard pour UHPLC.
Consultez le site agilent.com/chem/fastguards pour plus d'informations.




Diese Broschure enthalt allgemeine
Informationen zu allen Agilent ZORBAX-,
Agilent Poroshell-, Agilent Pursuit- und
Agilent Polaris-Umkehrphasensaulen.
Weiterflihrende Informationen

ZuU bestimmten Phasen oder
Produktfamilien finden Sie unter:
agilent.com/chem/columnchoices

Erste Schritte

Jeder Saule von Agilent ist ein QC-Saulenleistungsprotokoll
mit Testchromatogramm beigefligt. Das flr die Tests zur
Qualitatskontrolle eingesetzte Chromatographiesystem ist

ein im Hinblick auf minimales Totvolumen modifiziertes
Standardsystem, kann also von dem in hrem Labor
verwendeten System abweichen. Dies ermdglicht eine
bessere Bewertung der Saule und sichert eine gleichbleibende
Produktqualitat. Mit einem ordnungsgemal konfigurierten LC-
System erzielen Sie jedoch vergleichbare Ergebnisse wie im
Chromatogramm des QC-Leistungsprotokolls.

Moderne Saulen sind robust und fir einen langen Betrieb
bei normalen Chromatographiebedingungen ausgelegt.
Durch Verwendung der Sdule gemaR der Spezifikationen
konnen Sie die Saulenleistung maximieren. Priifen Sie daher
vor der endgultigen Etablierung einer Methode stets die
Saulenspezifikationen.



Verwendung der Saule

Installation

+ Die Flussrichtung ist auf der Sdule angegeben.
+ 1,8-um-Saulen (Agilent ZORBAX RRHT-, Agilent

ZORBAX RRHD-S&aulen) konnen nur in der auf der Séule

gekennzeichneten Flussrichtung verwendet werden.
Agilent empfiehlt fir abnehmbare Saulenanschlisse ohne
Totvolumen die Verwendung der InfinityLab Quick Connect
und Quick Turn Produktfamilie. Sie haben die Wahl zwischen:

Maximaler

Systemdruck Empfohlenes Fitting Bestellnummern

Bis 400 bar InfinityLab Quick Turn Fitting Fitting: 5067-5966
(fingerfest)

Bis 800 bar InfinityLab Quick Turn Fitting Fitting: 5067-5966
(mit Montagewerkzeug) Montagewerkzeug:

5043-0915

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

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

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

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



Sadulenkonditionierung

Jede Saule wird vor der Auslieferung getestet. Der Versand
erfolgt im Testlosemittel. Daher braucht die Saule vor der
ersten Verwendung nicht mit Wasser gespllt werden.
Werden Additive fur die mobile Phase benutzt (z. B. Puffer
oder lonenpaarreagenzien), sollte eine Zwischenspiilung
mit der mobilen Phase der korrekten Zusammensetzung,
aber ohne die Additive durchgefiihrt werden. Eine Spilung
der Saule mit dem 10- bis 20-fachen Saulenvolumen sollte
fiir den Ubergang zu Ihrer mobilen Phase ausreichen. Bei
stationaren Phasen mit kurzkettigen funktionellen Gruppen
(z. B. C8, Phenyl, CN) muss vor dem Einsatz sorgfaltig
sichergestellt werden, dass die Sdule ordnungsgemaf
aquilibriert wurde. Dies sorgt flir Reproduzierbarkeit

und vermeidet ein Driften der Retentionszeiten. Wird
Ameisensaure als Additiv fir die mobile Phase verwendet,
muss die Saule konditioniert werden, wie in der Tabelle
,Saulenkonditionierungsmethode flir Ameisensaure”

Methoden fiir die Saulenkonditionierung fiir Ameisensaure

Saulen-  Mobile Phase Flussrate  Saulen- Zeit  Nach
ID (mm) (ml/min)  temp. (°C) (h)  Konditionierung
2,1 95/5H,0/ 0,1 60 4 Mit 100 %
CH,CN+0,1 % CH.CN splen
Ameisensaure und darin
aufbewahren
30 95/5H,0/ 0,2 60 4 Mit 100 %
CH,CN+0,1 % CH,CN spiilen
Ameisensaure und darin
aufbewahren
4,6 95/5 H,0/ 04 60 4 Mit 100 %
CH,CN+0,1 % CH,CN spiilen
Ameisenséaure und darin
aufbewahren

Hinweis: Eine Konditionierung tiber Nacht bzw. bis zu 24 Stunden kann
sinnvoll sein, insbesondere bei langeren Saulen oder sauren Analyten



Wichtige Sicherheitshinweise

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

Aufgrund der geringen Partikelgrofie kann trockenes
Saulenpackungsmaterial eingeatmet werden. Die Saulen dirfen
nur in einem gut beliifteten Bereich gedffnet werden.

Das flr die einzelnen Saulen angegebene Drucklimit
muss unbedingt eingehalten werden (siehe Tabelle).
Ein Uberschreiten dieser Grenzwerte beeintrachtigt die
Chromatographieleistung und kann gefahrlich sein.

Weitere Tipps zur Saulennutzung

Ein umgekehrter Fluss durch die Saule ist im Allgemeinen
nicht schadlich, sollte aber vermieden werden, es sei denn,
eine Fritte ist verstopft (siehe Pflege der Séule).

Verwenden Sie zur Herstellung der mobilen Phase

stets hochreine Reagenzien und Losemittel fur die
Chromatographie. Entgasen und filtern Sie die mobile Phase
vor dem Gebrauch.

Die Zerlegung der Saule verschlechtert die Saulenleistung.

Neue Saulen enthalten eine Mischung organischer Losemittel
und Wasser. Die Losemittel-Zusammensetzung in lhrer

Saule entnehmen Sie dem QC-Leistungsprotokoll. Achten Sie
zunéachst darauf, dass die Saule nicht mit einer mobilen Phase
beschickt wird, die einen Niederschlag bewirkt.

Umkehrphasensaulen von Agilent sind mit Wasser und allen
haufig verwendeten organischen Losemitteln kompatibel.

Es wird eine Vorsaule empfohlen, mit der Sie die Saule
schiitzen und die Lebensdauer der Sdule erhchen.

Séaulen, die nicht in Gebrauch sind, sollten nicht bei erhdhtem
pH-Wert oder erhohter Temperatur aufbewahrt werden.

Vermeiden Sie den Betrieb dieser Sdule aulerhalb der
empfohlenen pH-Bereiche fiir die Sdulenphase (siehe nachste
Seite). Bei Betrieb der Saule auBerhalb der empfohlenen pH-
und Temperaturbereiche miussen Sie mit einer verkirzten
Lebensdauer rechnen.



Sadulenbetriebsparameter: pH und Temperatur

Empfohlener Maximale
Phase pH-Bereich Betriebstemperatur
Poroshell 120 CS-C18 pH 1,0bis11,0 90°C
InfinityLab Poroshell HPH ~ pH2,0bis 11,0 60 °C
Agilent Poroshell 120 pH1,0bis80 90 °C (StableBond C18 und
SB-C18, StableBond C18, Agilent Poroshell 120
Agilent ZORBAX Rx-C8, SB-C18)
Agilent ZORBAX SB-Aq, ° ~ ~
Agilent ZORBAX SB-Phenyl, gg,&ﬁﬁdcgggﬂesn%@q'
SB-C3, Agilent Poroshell o
300, 300SB-C3 70°CflrpH<50;
40 °C fur pH 5,0 bis 8,0
(Agilent Poroshell 300
und 300SB-C3)
Agilent ZORBAX Eclipse pH2,0bis90 60°C

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

Agilent ZORBAX Extend C18 pH 2,0 bis 11,5

60 °C (40 °C bei hohem pH)

Agilent Poroshell 120 PFP,  pH 2,0 bis 8,0
Agilent Poroshell 120
Phenyl-Hexyl,

Agilent ZORBAX ODS,
Agilent ZORBAX Phenyl,
Agilent ZORBAX Eclipse
Plus Phenyl-Hexyl,

Agilent ZORBAX XDB-CN,
Agilent ZORBAX Eclipse
PAK, alle gebunden Phasen
der Agilent Pursuit- und
Agilent Polaris-Saulen

60 °C

Agilent ZORBAX Eclipse
PAK-S&ule

pH 2,0 bis 8,0

60 °C beipH <6,0

Agilent ZORBAX TMS pH 2,0 bis 7,0

60 °C

InfinityLab PFAS Delay-Saule pH 2,0 bis 9,0

60 °C

Hinweis: Alle auf Silica basierenden Packungen besitzen eine gewisse

Loslichkeit in wassrigen mobilen Phasen mit einem pH-Wert Uber 6. Wenn
Sie Silicasaulen bei pH-Werten Uber 6 einsetzen, erreicht die Saule die
hochste Lebensdauer bei tieferen Temperaturen (max. 40 °C) und niedrigen
Konzentrationen eines Puffers im Bereich von 0,01 bis 0,02 M. Der Betrieb
an den extremen Grenzen der pH- und Temperaturbereiche hat erhebliche
Auswirkungen auf die Lebensdauer der Saule.



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

Grenzwert fiir den

Saulentyp PartikelgroBe Druck
Agilent Poroshell 120 1,9 um 1300 bar (19 500 psi)

2,7 ym, 4pm 600 bar (9000 psi)
Agilent Poroshell 300 5pum 400 bar (6000 psi)
Agilent ZORBAX Rapid Resolution 3,5 ym 400 bar (6000 psi)
(RR)
Agilent ZORBAX Rapid Resolution 1,8 pm 600 bar (9000 psi)
HighThroughput (RRHT)
Agilent ZORBAX Rapid Resolution 1,8 pm 1200 bar (17 000 psi)

High Definition (RRHD)

Alle Agilent ZORBAX-, Agilent 3,0 um, 3,5 um, 400 bar (6000 psi)
Pursuit- und Agilent Polaris- 5pm 200 bar (3000 psi)
Sé&ulen (die nicht als RRHT oder (Metaguards)
RRHD gekennzeichnet sind) und

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

InfinityLab PFAS Delay-Saule 1200 bar (17 000 psi)

Auswahl der mobilen Phase und
Betriebstemperaturen

Die gebundene stationare Phase ist unpolar und wird am
besten mit polaren mobilen Phasen wie Methanol/Wasser-
oder Acetonitril/Wasser-Mischungen verwendet. Eine
Erhohung der organischen Komponente in diesen Mischungen
senkt typischerweise die Retentionszeit der Probe.



Empfohlene Startgradienten

Stationére Phase Hinweise zur Verwendung

Die meisten Start mit 5 % Methanol oder Acetonitril und
Umkehrphasensdulen 100 % Methanol oder Acetonitril als letztes
Losemittel.

Agilent ZORBAX Eclipse Start mit 30 oder 40 % Acetonitril, 100 %

PAK-Saulex Acetonitril als letztes Losemittel. Es kann
notwendig sein, die Saule auf 15 bis 20 °C zu
kiihlen, um die Auflésung zu verbessern.

Agilent ZORBAX Bonus-  Im Vergleich zu herkdmmlichen stationaren

RP-Saule Phasen mit langkettigen Alkylresten ist fir die
Elution der Verbindungen unter Umsténden
eine niedrigere Konzentration des Mobilphasen-
Modifiers erforderlich.

* Die beste Lebensdauer der Sdule wird bei < 40 °C erzielt.



Pflege der Saule

Bei Saulen mit einer Partikelgrole von mindestens 2,7 pm
besitzt die Einlassfritte eine Nennporositat von 2 um. Jegliche
Partikel in Proben verstopfen die Einlassfritte der Saule. Fir
solche Proben werden Agilent ZORBAX und Agilent Fast Guard
Vorsaulen und Hardware-Kits (je nach Bedarf) empfohlen, die
auch eine gute allgemeine Empfehlung fir alle Saulen sind.

Weiterfiihrende Informationen zu Vorséaulen siehe
agilent.com/chem/fastguards.

Reinigen der Saule/Verlangern der Lebensdauer der Saule

Flr Saulen, bei denen Backflushs durchgefihrt werden
konnen (Agilent Poroshell 120-, Agilent ZORBAX-Saulen mit
Partikeln > 1,8 pm sowie alle Agilent Pursuit- und Agilent
Polaris-Saulen), sollte anfangs ein stérkeres (weniger
polares) Losungsmittel verwendet werden.

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

2. Beginnen Sie mit Ihrer mobilen Phase ohne Puffersalze
(Wasser/organisch). Spilen Sie die Sdule mit dem 10- bis
20-fachen Saulenvolumen.

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

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

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

6. Erhohen Sie auf 100 % Isopropanol, 100 % Methylenchlorid
oder 100 % Hexan. (Wenn Sie Methylenchlorid oder Hexan
verwenden, mussen Sie die Saule vor der Verwendung
zuerst mit Isopropanol spulen. Erst dann konnen Sie zu
der mobilen Phase Ihrer Umkehrphasen-Chromatographie
zurtickkehren).

Fir Saulen mit Partikeln < 1,8 um darf kein Backflush
durchgefiihrt werden. Ersetzen Sie die Saule.



Empfehlungen zur Lagerung

Zur Langzeitlagerung sollten Saulen mit an Silica
gebundenen Phasen mit einem reinen organischen
Losemittel wie Acetonitril beflllt werden. Wenn die Saule
zuvor mit einer gepufferten mobilen Phase verwendet wurde,
mussen die Puffersalze zuerst mit dem 20- bis 30-fachen
Saulenvolumen einer 50:50-Mischung aus Methanol oder
Acetonitril und Wasser aus der Saule gespllt werden.
Anschlieend wird mit dem 20- bis 30-fachen Saulenvolumen
mit reinem Losemittel nachgespdilt. Vor der Lagerung
missen die Endfittings fest mit Endstopfen verschlossen
werden, um die Saulenpackung vor dem Austrocknen zu
schitzen. Zum Schutz lhres Systems sollten Salze aus dem
Gerat und aus der Séule entfernt werden. Dazu wird die Saule
mit der gleichen mobilen Phase, jedoch ohne Puffer, gesplilt
(z. B. mit 60:40 ACN/H,0, um eine gepufferte mobile Phase
mit 60:40 ACN/0,02 M Phosphat-Pufferlésung zu entfernen).
Mit dieser Strategie ist eine schnelle erneute Aquilibrierung
mit der urspringlichen mobilen Phase mdglich, und die
Korrosionsgefahr durch Salze wird eliminiert.



Tipps fiir optimale Chromatographieergebnisse

+ Optimieren Sie Ihr Chromatographiesystem durch
Minimierung der Leitungslangen zwischen den Komponenten.
Dadurch verringern Sie das Extrasaulenvolumen und
Bandenverbreiterung. Verwenden Sie rote Kapillaren mit
einem Innendurchmesser von 0,12 mm oder schwarze
Kapillaren mit einem Innendurchmesser von 0,075 mm fir
Fast-LC-/Hocheffizienzsaulen. Weiterfiihrende Informationen
zu Kapillaren finden Sie unter agilent.com/chem/Iccapillaries

Stellen Sie sicher, dass die Datenerfassungsrate fur lhre
Séule optimiert ist. Verwenden Sie flr Fast LC-Sadulen
(Agilent Poroshell 120-, RRHT- und RRHD-Sé&ulen)

eine hohere Datenerfassungsrate.

+ Fihren Sie eine Probenfiltration oder eine andere geeignete
Methode der Probenvorbereitung durch. Mehr Infos unter:
agilent.com/chem/sampleprep
Verwenden Sie nur zertifizierte Lampen von Agilent in Ihren
LC-Geréaten, um eine optimale Leistung sicherzustellen.

Wenn Sie Agilent Poroshell 120- oder Agilent ZORBAX RRHT- oder Agilent
RRHD-S&ulen einsetzen, verwenden Sie eine Fast Guard fiir UHPLC, um
lhre analytische Saule zu schiitzen. Weitere Informationen finden Sie
unter agilent.com/chem/fastguards.
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Questo manuale fornisce informazioni
generali su tutte le colonne a fase
inversa ZORBAX, Poroshell, Pursuit

e Polaris. Per ulteriori informazioni
dettagliate su una specifica fase o linea
di prodotti, consultare il sito:
agilent.com/chem/columnchoices

Per iniziare

A ogni nuova colonna Agilent e allegato un report sulle
prestazioni QC della colonna, con incluso un cromatogramma
di prova. Il sistema di prova QC & stato modificato partendo
da un sistema standard, al fine di ridurre al minimo il volume
morto del sistema, pertanto puo differire dal sistema
utilizzato in uno specifico laboratorio. Cid consente una
migliore valutazione della colonna e assicura una maggiore
omogeneita del prodotto. Una corretta configurazione del
sistema LC porta a risultati simili a quelli del cromatogramma
incluso nel rapporto sulle prestazioni QC.

Le colonne moderne sono robuste e progettate per
funzionare per lunghi periodi in condizioni cromatografiche
standard. Per ottenere le massime prestazioni dalla colonna,
utilizzarla rispettandone le specifiche. Prima di considerare
ottimizzato un metodo, verificare sempre le specifiche

delle colonne.
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Utilizzo della colonna

Installazione

+ Ladirezione del flusso ¢ indicata sulla colonna.

+ Lecolonne da 1,8 um (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD)

possono essere utilizzate solo nella direzione di flusso
indicata.
Per realizzare collegamenti rimovibili con volume morto nullo,
Agilent consiglia I'uso della linea di raccordi ad attacco rapido
InfinityLab Quick Connect e Quick Turn. Sono disponibili le
seguenti opzioni:

Pressione

massima
del sistema Raccordo consigliato Codici

Finoa 400 bar  Raccordo Quick Turn InfinityLab ~ Raccordo:

(a chiusura manuale) 5067-5966

Finoa 800 bar  Raccordo Quick Turn InfinityLab ~ Raccordo:
(con utensile di montaggio) 5067-5966

Utensile di
montaggio:

5043-0915

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

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

Agilent .
Gruppo InfinityLab Quick Raccordo Quick Turn

Connect, codice 5067-5961 InfinityLab, codice 5067-5966

Maggiori informazioni sono disponibili all'indirizzo:
www.agilent.com/chem/infinitylabfittings



Condizionamento della colonna

Ogni colonna viene testata prima della spedizione e spedita
nell'eluente di prova. Cio significa che per il primo utilizzo
non e necessario il risciacquo con acqua. Se si aggiungono
additivi alla fase mobile (per esempio tamponi o reagenti
per coppia ionica), & consigliabile effettuare un lavaggio
intermedio con una fase mobile avente la composizione
corretta, ma senza gli additivi. Il lavaggio con 10-20 volumi
di colonna dovrebbe essere di aiuto nella transizione alla
fase mobile. Nel caso di fasi stazionarie a catena pit corta
(per esempio C8, Phenyl, CN), assicurarsi che la colonna sia
stata equilibrata adeguatamente prima dell'uso. Cid garantira
la riproducibilita e aiutera a prevenire la deriva del tempo

di ritenzione. Se si utilizza acido formico come additivo

alla fase mobile, condizionare la colonna attenendosi alle
indicazioni riportate nella tabella Condizioni del metodo di
condizionamento della colonna per I'acido formico.

Condizioni del metodo di condizionamento della colonna per

I'acido formico

D.i. della Fase mobile Velocita Temp. Tem- Dopoil

colonna diflusso  della po condizionamento

(mm) (mL/min) colonna (ore)

(°C)

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

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

4,6 95/5H,0/ 04 60 4 Lavare e
CH,CN + acido conservare in
formico 0,1% CH,CN 100%

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

+ Tutti i punti di collegamento nei sistemi di cromatografia
liquida sono potenziali fonti di perdite. Gli utilizzatori devono
tenere conto della tossicita o inflammabilita delle fasi mobili.

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

+ Siraccomanda di rispettare i limiti di pressione operativa
riportati per ogni colonna (vedere la tabella). Superare
questi limiti compromette le prestazioni cromatografiche
e potrebbe essere pericoloso.

Altri consigli operativi

+ Anche se in genere non e dannoso per la colonna, si deve
evitare di invertire il flusso eccetto per tentare di rimuovere
un frit ostruito (vedere la sezione Cura della colonna).

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

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

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

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

+ Si consiglia di utilizzare una precolonna per proteggere la
colonna e prolungarne la durata.

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

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



Parametri operativi della colonna: pH e temperatura

Intervallo di Temperatura operativa
Fase pH consigliato massima
Poroshell 120 CS-C18 DapH1,0a110 90°C
Poroshell HPH DapH20a110 60°C
Poroshell 120 SB-C18, DapH1,0a80 90 °C (StableBond C18 e
StableBond C18, Poroshell 120 SB- C18)
ZORBAX Rx-C8, 80 °C (Rx-C8 e SB-Aq,
ZORBAXSB-AG, SB-C3 e SB-Pheny))
ZORBAX SB-Phenyl, . .
SB-C3, Poroshell 300, 70°C perpH <50, 40°C
300SB-C3 per pH tra50e8,0

(Poroshell 300 e 300SB-C3)

ZORBAX Eclipse Plus C18  dapH20a90 60°C
e C8, Eclipse XDB-C8,

XDB-C18, XDB-Phenyl,

Poroshell 120 Bonus-RP,

Poroshell 120 EC-C18 ed

EC-C8, ZORBAX Bonus-RP,

HC-C18(2) e TC-C18(2)

ZORBAX Extend C18 DapH?20a11,5 60 °C (40 °C a pH elevato)
Poroshell 120 PFP, DapH20a80 60°C

Poroshell 120 Phenyl-Hexyl,

ZORBAX ODS,

ZORBAX Phenyl,
ZORBAX Eclipse Plus
Phenyl-Hexyl,

ZORBAX XDB-CN,
ZORBAX Eclipse PAH,
tutte le fasi legate Pursuit

e Polaris

ZORBAX Eclipse PAH DapH20a80 60°CapH=<6,0
ZORBAX TMS DapH20a70 60°C

Colonna di ritardo DapH20a90 60°C

InfinityLab PFAS

Nota: tutti gliimpaccamenti a base di silice hanno una certa solubilita nelle
fasi mobili acquose a pH >6. Quando si utilizzano colonne a base di silice a
pH >6, per ottimizzare la durata della colonna sono necessarie temperature
pil basse (40 °C max) e basse concentrazioni di tampone, con un intervallo
da 0,01 a 0,02 M. Il funzionamento ai valori estremi degli intervalli di pH

e temperatura incide significativamente sulla durata della colonna.
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Valori massimi della pressione operativa — colonne con d.i.
finoa 9,4 mm

Dimensioni

delle
Tipo di colonna particelle Limite di pressione
Poroshell 120 1,9 um 1300 bar (19.500 psi)

2,7 um, 4pum 600 bar (9.000 psi)
Poroshell 300 5pum 400 bar (6.000 psi)
ZORBAX Rapid Resolution (RR) ~ 3,5um 400 bar (6.000 psi)
ZORBAX Rapid Resolution High 1,8 ym 600 bar (9.000 psi)
Throughput (RRHT)
ZORBAX Rapid Resolution High 1,8 ym 1.200 bar (17.000 psi)

Definition (RRHD)
Tutte le colonne ZORBAX, Pursuit 3,0 um, 3,5 um, 400 bar (6.000 psi)

e Polaris, non contrassegnate 5um 200 bar (3.000 psi)
come RRHT o RRHD, (Metaguard)

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

Colonna di ritardo InfinityLab 1.200 bar (17.000 psi)
PFAS

Selezione della fase mobile e temperature
operative

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



Gradienti iniziali consigliati

Fase stazionaria Note sull'utilizzo

Maggior parte delle 5% di metanolo o acetonitrile all'inizio e 100% di
colonne a fase inversa  metanolo o acetonitrile come solvente finale.

ZORBAX Eclipse PAH* 30 0 40% di acetonitrile all'inizio, fino a 100%
di acetonitrile come solvente finale. Potrebbe
essere necessario raffreddare la colonna tra
15 e 20 °C per migliorare la risoluzione.

ZORBAX Bonus-RP Rispetto alle tradizionali fasi stazionarie alchiliche
a catena lunga & necessaria una concentrazione
pit bassa di modificatore della fase mobile
organica per l'eluizione dei composti.

* La durata ottimale della colonna si ottiene a temperature <40 °C.



Cura della colonna

Il frit di ingresso sulle colonne con particelle di dimensioni
pari o superiori a 2,7 um possiede una porosita nominale di

2 um. | campioni che contengono particolato ostruiscono il
frit di ingresso della colonna. Per questi campioni si consiglia
di utilizzare colonne ZORBAX e Fast Guard e kit hardware
(secondo necessita), il cui impiego & consigliato in genere per
qualsiasi utilizzo delle colonne.

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

Pulizia della colonna/prolungamento della durata della colonna

Nel caso delle colonne per le quali &€ possibile invertire
il flusso (colonne Poroshell 120, ZORBAX con particelle
>1,8 um e tutte le colonne Pursuit e Polaris), iniziare
utilizzando un solvente pit forte (meno polare).

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

2. Iniziare con la fase mobile senza sali tampone
(acqua/organica). Lavare la colonna con 10 - 20 volumi
di colonna.

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

4. Controllare se la pressione & tornata a valori normali;
in caso contrario,

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

6. Aumentare fino a isopropanolo 100%, cloruro di metilene
100% o esano 100% (se si utilizza cloruro di metilene
0 esano, € necessario lavare la colonna con isopropanolo
prima dell'uso e prima di tornare alla fase mobile per fase
inversa).

Nel caso delle colonne con particelle <1,8 um, non invertire il
flusso ma sostituire la colonna.



Raccomandazioni di conservazione

La conservazione a lungo termine di colonne a fase legata

a base di silice deve avvenire in un solvente organico puro
come l'acetonitrile. Se la colonna ¢ gia stata utilizzata con
una fase mobile tamponata, eliminare dapprima il tampone,
spurgando la colonna con 20 o 30 volumi di una miscela
50:50 di metanolo o acetonitrile e acqua, seguita da 20 a

30 volumi di solvente puro. Prima della conservazione

i raccordi terminali devono essere chiusi ermeticamente

con tappi terminali per evitare che impaccamento si secchi.
Per proteggere I'apparecchiatura, si consiglia di eliminare

i sali dallo strumento e dalla colonna spurgando la colonna
con la stessa fase mobile senza il tampone (per esempio
usando una soluzione ACN/H,0 60:40 per eliminare una fase
mobile tamponata ACN/fosfato 0,02 M 60:40). Quando si usa
questo approccio, la successiva riequilibrazione & rapida con
la fase mobile originale e viene eliminata qualsiasi possibilita
di corrosione causata dai sali.
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Consigli per ottenere i migliori risultati cromatografici

+ Ottimizzare la strumentazione riducendo al minimo la
lunghezza dei tubi tra i componenti per ridurre il volume
extra-colonna e I'allargamento di banda. Utilizzare
tubi rossi da 0,72 mm d.i. o tubi neri da 0,075 mm d.i.
per colonne Fast LC/ad alta efficienza. Per maggiori
informazioni sui tubi capillari disponibili visitare il sito
agilent.com/chem/Iccapillaries

+ Verificare che la velocita di raccolta dei dati sia ottimizzata
per la colonna. Utilizzare una velocita di raccolta piu alta
per le colonne Fast LC (Poroshell 120, RRHT e RRHD).

Eseguire la filtrazione del campione o altre adeguate
procedure di preparazione del campione. Maggiori
informazioni all'indirizzo:
agilent.com/chem/sampleprep

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

Se si utilizzano colonne Poroshell 120 o0 ZORBAX RRHT oppure RRHD,
considerare la possibilita di usare una precolonna Fast Guard per
UHPLC per proteggere la colonna analitica. Maggiori informazioni
sono disponibili sul sito agilent.com/chem/fastguards.




Este folleto proporciona informacion
general para todas las columnas
ZORBAX, Poroshell, Pursuit y Polaris
de fase reversa. Si desea obtener mas
informacion acerca de una fase o una
familia determinada, consulte:
agilent.com/chem/columnchoices

Primeros pasos

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

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



Uso de la columna
Instalacién
+ Ladireccion del flujo estd marcada en la columna.

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

Para conexiones de columna sin volumen muerto, Agilent
recomienda el uso de la familia de conectores de conexion
rapida y de giro rapido InfinityLab. Las opciones son:

Presion

maxima

del sistema Conectores recomendados Referencias

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

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

montaje: 5043-0915

Hasta 1300 bar  Conector de conexién rapida Conector:

InfinityLab 5067-5965

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

= Agilent

Conjunto de conexion rdpida Conector de giro rdpido
InfinityLab, ref. 5067-5961 InfinityLab, ref. 5067-5966

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



Acondicionamiento de la columna

Todas las columnas se prueban antes del envio y se envian
en el eluyente de prueba. Por lo tanto, para el primer uso,

no es necesario lavar con agua. Si se utilizan aditivos de
fase movil (como tampones o reactivos de emparejamiento
idnico), se recomienda realizar un lavado intermedio con
una fase mavil de la composicién correcta, pero sin estos
aditivos. Un lavado con entre 10 y 20 volumenes de columna
deberia servir para la transicién hasta su fase movil.

En el caso de fases de cadena mas corta (por ejemplo, C8,
fenil, CN), debe tenerse cuidado para asegurarse de que la
columna se haya equilibrado de forma adecuada antes de
su uso. De esta manera, se garantiza la reproducibilidad

y se ayuda a prevenir la variabilidad en el tiempo de
retencion. Si se utiliza acido férmico como aditivo de fase
movil, acondicione la columna como se recomienda en la
tabla Condiciones del método de acondicionamiento de la
columna para &cido férmico.

Con nes del método de acondicionamiento de la columna pa

acido férmico

Di.de  Fasemovil Flujo Temp.  Tiempo Después de
columna (ml/min)  columna (horas)  acondicionar
(mm) (C)

2,1 95/5 H,0/ 01 60 4 Lavary
CH,CN + &cido guardar en
férmico al 0,1% 100% CH,CN

30 95/5H,0/ 02 60 4 Lavary
CH,CN + &cido guardar en
férmico al 0,1% 100% CH,CN

4,6 95/5 H,0/ 04 60 4 Lavary
CH,CN + &cido guardar en
férmico al 0,1% 100% CH,CN

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



Consideraciones importantes sobre seguridad

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

+ Debido al pequefio tamafio de las particulas, los rellenos
de las columnas secas son inhalables. Solamente se deben
abrir las columnas en una zona con buena ventilacion.

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

Otros consejos de uso

+ Aunque, por lo general, no resulta dafiino para la columna,
se debe evitar el flujo invertido, salvo para tratar de eliminar
obstrucciones en la frita (consulte Cuidado de la columna).

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

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

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

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

+ Serecomienda el uso de una precolumna para proteger la
columnay aumentar su vida Uutil.

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

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



Parametros de operacion de las columnas: pH y temperatura

Intervalo de pH Temperatura maxima

Fase recomendado de funcionamiento

Poroshell 120 CS-C18 pH1,0a11,0 90°C

Columnas Poroshell HPH ~ pH2,0a 11,0 60 °C

Poroshell 120 SB-C18, pH1,0a8,0 90 °C (StableBond C18'y

StableBond C18, Poroshell 120 SB-C18)

ZORBAX Rx-C8, 80 °C (Rx-C8 y SB-Aq,

ZORBAXSB-AG, SB-C3y SB-fenil)

ZORBAX SB-fenil, . .

SB-C3, Poroshell 300, 70°C para pH <50, 40 °C

300SB-C3 para pH 5,0 a 8,0 (Poroshell
300y 300SB-C3)

ZORBAX Eclipse Plus C18  pH?2,0a9,0 60 °C

y C8, Eclipse XDB-C8,

XDB-C18, XDB-fenil,

Poroshell 120 Bonus-RP,

Poroshell 120 EC-C18y

EC-C8, ZORBAX Bonus-RP,

HC-C18(2) y TC-C18(2)

ZORBAX Extend C18 pH20a115 60 °C (40 °C a pH elevado)

Poroshell 120 PFP, pH2,0a8,0 60 °C

Poroshell 120 fenil-hexil,

ZORBAX ODS,

ZORBAX Phenyl,

ZORBAX Eclipse Plus

fenil-hexil,

ZORBAX XDB-CN,

ZORBAX Eclipse PAH, todas

las fases ligadas Pursuit y

Polaris

ZORBAX Eclipse PAH pH2,0a80 60 °CapH=<6,0

ZORBAX TMS pH20a70 60 °C

Columna de retardo pH2,02a9,0 60 °C

InfinityLab PFAS

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

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

(40 °C max.) con concentraciones del tampon bajas, entre 0,01 y 0,02 M.

El uso en los valores extremos de los intervalos de pH y temperatura afectara

significativamente a la vida util de la columna.



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

Tamaiio de
Tipo de columna particula Limite de presion
Columnas Poroshell 120 1,9 um, 1.300 bares (19.500 psi)
2,7 um, 4 pum 600 bares (9.000 psi)
Columnas Poroshell 300 5pum 400 bares (6.000 psi)
ZORBAX de resolucion répida 3,5 um 400 bares (6.000 psi)
(RR)
ZORBAX de resolucion répida 1,8 um 600 bares (9.000 psi)
alto rendimiento (RRHT)
ZORBAX de alta definicion 1,8 um 1.200 bares (17.000 psi)

y resolucion répida (RRHD)
Todas las columnas ZORBAX, 3,0 um, 3,5 um, 400 bares (6.000 psi)

Pursuit y Polaris, no indicadas 5 pm 200 bares (3.000 psi)
como RRHT o RRHD y (Megaguards)
HC-C18(2), TC-C18(2)

Columna de retardo InfinityLab 1.200 bares (17.000 psi)
PFAS

Seleccion de la fase mévil y temperaturas
operativas

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



Gradientes iniciales recomendados

Fase estacionaria Notas de uso

La mayoria de las 5% metanol o acetonitrilo inicialmente y 100%
columnas de fase metanol o acetonitrilo como disolvente final.
reversa

ZORBAX Eclipse PAH* 30 0 40% de acetonitrilo inicialmente, hasta
100% de acetonitrilo como disolvente final.
Podria ser necesario enfriar la columna
hasta 15 0 20 °C para mejorar la resolucion.

ZORBAX Bonus-RP Se precisa una concentracion inferior del
modificador de fase movil organica para la
elucion de compuestos, en comparacion con las
tradicionales fases estacionarias alquilicas de
cadena larga.

* La vida Util mas prolongada de la columna se consigue a <40 °C.



Cuidado de la columna

La frita de entrada de las columnas con un tamafio de particula
de 2,7 um o superior tiene una porosidad nominal de 2 um. Las
muestras que contienen materia particulada taponaran la frita
de entrada de la columna. Con estas muestras, se recomienda
el uso de columnas ZORBAX y precolumnas rapidas y kits de
hardware (segun sea necesario); en general, se recomiendan
para su uso en todas las columnas.

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

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

Para columnas en las que puede revertirse el flujo (columnas
Poroshell 120 y columnas ZORBAX con particulas >1,8 pm

y todas las columnas Pursuit y Polaris), comience con un
disolvente mas fuerte (menos polar).

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

2. Inicie la fase movil sin sales tampdn (agua/organico). Lave
la columna con entre 10 y 20 volumenes de columna.

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

4. Verifique la presion para ver si ha vuelto a su valor normal;
en caso negativo,

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

6. Aumente hasta 100 % isopropanol, 100 % cloruro de
metileno 0 100 % hexano (si usa cloruro de metileno o
hexano, debera lavar la columna con isopropanol antes de
su uso y antes de volver a la fase movil en fase reversa).

Para columnas con particulas <1,8 um, no purgue la columna

con retroflujo: cambie la columna.



Recomendaciones para el almacenamiento

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

dicha solucion tampon mediante el purgado de la columna.
Para ello, deben emplearse entre 20 y 30 volimenes de
columna de una mezcla 50:50 de metanol o acetonitrilo y
agua, seguidos de entre 20 y 30 volumenes de columna del
disolvente puro. Antes de su almacenamiento, los conectores
de los extremos se deben cerrar herméticamente con
tapones terminales para evitar que el relleno se reseque.
Para proteger el equipo, conviene eliminar las sales del
instrumento y de la columna mediante el purgado de la
columna con la misma fase mévil sin la solucion tampon
(por ejemplo, con acetonitrilo/H,0 60:40 para eliminar una
fase movil de acetonitrilo/tampon fosfato 0,02 M 60:40).

El reequilibrio con la fase mavil original es répido si se utiliza
este procedimiento y se elimina el peligro de corrosion
debida a las sales.



Consejos para obtener los mejores resultados

Espaiiol
cromatograficos

+ Optimice el instrumento mediante la reduccién de la
longitud de los capilares entre los componentes; de esta
forma, se disminuye el volumen de columna adicional y el
ensanchamiento de la banda. Utilice capilares rojos de 0,12
mm de d.i. 0 negros de 0,075 mm de d.i. para columnas de LC
rapida/alta eficiencia. Para obtener informacion acerca de las
opciones de capilares, visite agilent.com/chem/Iccapillaries

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

+ Utilice la filtracién de muestras u otros procesos de
preparacion de muestras que sean apropiados para su
muestra. Mas informacion:
agilent.com/chem/sampleprep

- Utilice lamparas certificadas de Agilent con sus
instrumentc o rendimiento.

Si estd usando columnas Poroshell 120 o columnas ZORBAX RRHT

0 RRHD, considere el uso de una precolumna rapida para UHPLC para
proteger su columna analitica. Visite agilent.com/chem/fastguards
para mas informacion.
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R

- S LTI T R,

- REEREBE CARICHRARIE 1.8 um B (ZORBAX
RRHT, ZORBAX RRHD)o

NEMARENSIRAEREETERE, RECHEER
InfinityLab Quick Connect HRIRZERE LA Quick Turn LR 5
e BU3E:

RARGES HFEL S

&5 400 bar InfinityLab Quick Turn 33k #3k: 5067-5966
(F£)

= 800 bar InfinityLab Quick Turn %3k ##k: 5067-5966
(FERETR) ZETA:

5043-0915

& 1300 bar  InfinityLab Quick Connect $#3k: 5067-5965

PORERE

MHETHRELEEMIBHES, BHSI (Agilent InfinityLab 3L~ G@iEA)
(5991-5164CHCN)s

InfinityLab Quick Connect Quick Turn 23k,
PRRIERAMY, S 5067-5961 Ei{4S 5067-5966

BEER, HIAR:
www.agilent.com/chem/infinitylabfittings
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10 ZE 20 MEBEEERHETAER A T EEIIRME. Xt
FEBRENNFEE (Fl70 C8. K&, CN) EEEMELHE,
RNOBRTEE A BB Z B H T 7 HRA T B XA
AHREEN, HEBTFHLRENERS. ERRREN
MEPAEAIIFIEY, B “ERRRNGEEELT AR
KPR BB HITEN

fER AR GEIEHES ARG

BEEFRE TR 2 e

(mm) SREhiE (mL/min) (°C) (h) EfE

2.1 95/5 0.1 60 4 SR
H,0/CH.,CN + fF7£ 100%
0.1% FRER CH,CN &

30 95/5 02 60 4 SR
H,0/CH.CN + fZ7£ 100%
0.1% EBRER CH,CN

46 95/5 0.4 60 4 FRFFR
H,0/CH,CN + f71£ 100%
0.1% BEs CH,CN R

AR IRECHEBAKOE 24 NI EIREELF, TEWFREKNEIETNE
D
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e,
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120 3¢ #& ZORBAX RRHT 8¢ RRHD & 3% 1%, 15 & A Fast
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BIERIRIERE pH FLRE

EINEY pH SEE

Poroshell 120 CS-C18 pH1.0E 11.0

Poroshell HPH pH3.0&E 11.0 60°C

Poroshell 120 SB-C18, pH1.0E 8.0 90 °C (StableBond C18 I
StableBond C18, Poroshell 120 SB-C18)
ZORBAX Rx-C8, 80 °C (Rx-C8 ll SB-Aq,
ZORBAX SB-Aq, SB-C3 I SB-Pheny))
ZORBAX SB-Phenyl, SB-C3, . .
Poroshell 300, 300SB-C3 pH <5.0 8979 70 °C;

pH 5.0 E 8.0 B 40 °C
(Poroshell 300 #1
300SB C3)

ZORBAX Eclipse Plus C18  pH2.0 £ 9.0 60 °C
# C8, Eclipse XDB-CS,

XDB-C18, XDB-Phenyl,

Poroshell 120 EC-C18 #l

EC-C8, ZORBAX Bonus-RP,

HC-C18(2) and TC-C18(2)

ZORBAX Extend C18 pH20ZE 11.5 60 °C (pH &=BY A 40 °C)
Poroshell 120 PFP, pH2.0ZE 8.0 60 °C

Poroshell 120 Phenyl-Hexyl,

ZORBAX ODS,

ZORBAX Phenyl,
ZORBAX Eclipse Plus
Phenyl-Hexyl,
ZORBAX XDB-CN,
ZORBAX Eclipse PAH,
Ffi& Pursuit 71 Polaris

=]
ZORBAX Eclipse PAH PH20ZE 80  pH<6.0 B} 60°C
ZORBAX TMS PH20ZE70  60°C

InfinityLab PFAS 3E:RTE pH2.0ZE 9.0 60°C

AR FTARERERERYIE pH >6 EXRIEREE—ENREN. £
pH>6 BIIFIE MEMRREREREIERN, WiZEAEET 001 Z002M K
BAREPRRE, UNBIREE (&S5 40°0) , XEAIRGRERIED
ER&. ERIHH pH WEE TIRIFESHBIET Sl EERE.



RAREEN — RRRAHN 9.4 ZRHEIE

sk pe S SRR FEF PRI

Poroshell 120 1.9 pm 1300 bar (19500 psi)
2.7 um, 4 um 600 bar (9000 psi)

Poroshell 300 5um 400 bar (6000 psi)

ZORBAX &S B 3.5um 400 bar (6000 psi)

ZORBAX %4 B3 & (RRHT) 1.8 um 600 bar (9000 psi)

ZORBAX D BB H ¥R 1.8 um 1200 bar (17000 psi)

(RRHD)

Ffi8 ZORBAX, Pursuit, #1 Polaris, 3.0 um, 3.5 um, 400 bar (6000 psi)

B, RIEFR RRHT 5 5um 200 bar (3000 psi)

RRHD, LUKz HC-C18(2), (Metaguards)

TC-C18(2)

InfinityLab PFAS $EIRHF 1200 bar (17000 psi)

AENHERR IR FRE

BEEERAR ERFRIEN, RESSRERDELES
R, MPE/IKRZEE/ACREY. 1EIMENAELfIBE 24558

i R BT (8l



BRI E AL

B4 FEIAEA
REBRBEER =7 5% REERIAE, 100% REHIBEEN
BB,

ZORBAX Eclipse PAH* 4179 30 3 40% ZfE, = 100% ZAEIERSR
KRR, BRREDBE, EFEFEEHTL
#1ZE 15 % 20 °Co

ZORBAX Bonus-RP S5EGFMKEREEEEMRL, CKavkiRiE
ZEARERENEIREhESIER.

TERE <40 °C W& ETRIIREBEHRS S,




Bk

BEBHRT R 2.7 pm SHEANEEE, TI1H#ORRE

ZERZE 2 pmo. MR TN R EEEH O iR, &

RIS, BINEA ZORBAX  Fast Guard fillE (J1R

R , AEAMEGIEEN, BENEINEAXET,

BXRIPFEEENFAER, BIH0H

agilent.com/chem/fastguards

BEENGIEHE / EKeiEEERES

X F 0] LU AT ORI B3 (Poroshell 1200 FAI R ~F KF

1.8 um B9 ZORBAX & 3&HHFFTA Pursuit A Polaris &83&4F)

IBRRERE, B/IMRMERETIFGRE .

1. WS SRNERRER, AREEEERSNET.

2. \MRFTERB RSB RE R (BRAAEREAEH)
10 & 20 BIEBHATREE N,

3. F—%, £/ 100% BHE (FEHIE) .

4 KWEKES, UBEEHNERETREZEERS, NREER
EIEEERE, WHTUTSE,

5 EF BB SERERMNEM, Bl 75% Z8E/25% &R
@O

6. 1= 100% FHEE. 100% S B kRL 100% Sk (MR
BEAZSFRRNCK, WEEEARREARLEIER,
AT BEERFREIRIRBBEIE) -

S FERF R/ NF 1.8 upm B8IEE, Bk ALLEE &

mEsitt B,




FHEIN

ERENRGEEEENEAEIIAN (B PHETK
HER. MRGETEER TS PEHRE, NELER
FREE SR ZAEA07KAY 50:50 B BIEHE#T 20 £ 30 ik
EAFRBY AL, ARERAATIHET 20 E 30 /\Q%E{ZK?'FHE’J
e R, REREIEERL, UIHETRYE

R EIE MR R Z EOREIET o] R 2 R ERT 8l ﬁTT%?F
K&, FREATSEPRERAUREE SIEEE T A%,

DM@t shAiRE D (FIa0, A 60:40 ACN/H.0 &
f% 60:40 ACN/0.02 M BEERER % FRROmENHE) o TERER L 7ARY,
Bl EAREREIEREAITER T, FOER T REDBIREY
&k



*

FREBIESERIETR

Relgepia Bt 2Bl E8NKE, DURMEIMARRRIES
TR, MmN, WHRELC/ 8 aiEE, B5EA
WERN 012 2RNABEL, BREAEERN, FIHD
agilent.com/chem/Iccapillaries

- BARTNEETRACHIERERR, WRELC BIEHE

(Poroshell 120, RRHT, RRHD) fE RIS IR EE X,

- RIEF RERE N ERNEMFREE SR BT

#E 8, 1550 agilent.com/chem/sampleprep

- £ LCH2MEEFEEA Agilent INERYERIMT, LIRGREIERE.

WIREAZFH Poroshell 120. ZORBAX RRHT 2 RRHD &i%1,
B UHPLC RERIPIFRIEIIAT . EZ1EEIEE

agilent.com/chem/fastguards.




B aTOM OyKkneTe npuBeaeHbl 0bLmne
cBefeHMs 060 BCEX KOMTOHKaX
cemencTtB ZORBAX, Poroshell, Pursuit
n Polaris gnsa obpaleHHo-(ha3oBow
xpomatorpadun. JJononHnTenbHble
NOAPOOHbIE CBEAEHNS O KOHKPETHOM
NpUBUTON ase Nn ceMencTae
KOJIOHOK CM.
agilent.com/chem/columnchoices

Hauano pa6oTbl

Bce konoHku Agilent noctaBnstoTcsa ¢ cepTUdUKaTOM
KOHTPOSIA Ka4eCTBa, KOTOPbIN COAEPXNT AaHHble MPOBEPKM
PabOoUMX XapaKTEPUCTUK KONOHKM, BKIOYAOLLME TECTOBYHO
XxpomaTtorpammy. TectoBas cucTema, nprmMeHsemas npu
KOHTPOJIE Ka4ecTBa, ONTUMMU3NPOBAHA MO CPaBHEHWIO

CO CTaHAAPTHOW, YTOObI CBECTU K MUHUMYMY MEPTBbI
06beM. [103TOMy OHa MOXET OTINYaTbCH OT MCMNONb3YyeMON
B Ballelt nabopaTopuu. 9TO NO3BOASET Jlyylle aTTeCToBaTb
paboumne xapaKTEPUCTUKM KONOHKUN 1 rapaHTUpyeT

6onee cTabuIbHOE Ka4eCTBO NpoAyKLUMN. Pe3ynbTaTsl,
BblAaBaeMble NpaBuIbHO HAaCTPOEHHOWM CMCTEMO
XXMAKOCTHOW xpomaTorpaduu, 6yayT aHanorv4Hbl AaHHbIM
XpoMaTorpaMMmbl U3 cepTudurkaTa KOHTPONS KayecTBa.

CoBpeMeHHbI€e KOMOHKN HaZleXXHb! U pa3paboTaHbl Ans
ANUTENBHOMO UCMOMb30BaHUSA B HOPMasbHbIX YCIO0BKSAX
xpomMaTorpaduyeckoro aHanunaa. SKcrayaTaums

KOJIOHOK B YC/TOBUSIX, COOTBETCTBYHOLLMX MHCTPYKLMM MO
aKcnyaTauum, No3BoNAeT A0BUTLCS HAUMYYLLIMX PABOYMX
XapaKTepUCTVK. MNepe NOCTAaHOBKOM OKOHYATeNbHOM
MeTOAWKM 06A3aTeNbHO NnepedmnTanTe MHCTPYKLUMIO

Mo 9KCMnyaTaumnmn KONOHKU.



PYCCKUIA

Ucnonb3oBaHue KONOHKU
YcTaHoBKa
. HanpaBneHme MNOTOKa yKazaHO Ha KOJIOHKE.

+ KonoHKM ¢ pasMepom yacTuL copbeHTa 1,8 MkM (ZORBAX
RRHT, ZORBAX RRHD) 3anpelliaeTcs aKCniyaTnposaTtb
C 06paTHbIM HanpaBneHMeM NOToKa.

[N noaKNtoYeHnst KONOHKM KoMnaHus Agilent pekomeHayet
ObICTpOpasbeMHble GUTUHIMM NuHeek InfinityLab Quick
Connect 1 Quick Turn ¢ HyneBbIM MePTBbIM 06 bEMOM.
PekomMeHayemble BUTUHTI:

MakcumanbHoe

AaeneHue KaTanoxHbie

CUCTEMbI PekoMeHayeMblit GUTHHT HOMepa

o 400 6ap ®uTunHr InfinityLab Quick Turn - ®uTwHr: 5067-5966
(3aTsirvBaeMblit nanbLamm)

o 800 6ap ®uTuHr InfinityLab Quick Turn - ®uTwHr: 5067-5966
(c nHCTpYMeHTOM Ang WHCTPYMEHT
YCTaHOBKM) [NS yCTaHOBKM:

5043-0915

[lo 1300 6ap ®utuHr Agilent InfinityLab Quick ®utuHr: 5067-5965

Connect

Bonblue nHdopMaLmm 1 KaTanoXHble HoMepa MOXHO HaTu B 6poLutope
Agilent InfinityLab Fitting («®utuHrn Agilent InfinityLab») (5991-5164RU).

VVA!]ilent -
Y3en InfinityLab Quick ®utunr InfinityLab Quick
Connect, p/n 5067-5961 Turn, p/n 5067-5966

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



KOHAMLI,MOHMPOBaHMe KOJIOHOK

Kaxfjast KoNoHKa nepe NoOCTaBKOM NPOXOAUT UCMbITaHUA

1 NOCTaBACTCA 3aM0SIHEHHOM TECTOBBIM PaCTBOPUTENEM.
MosToMy A9 NepBOro UCMOb30BaHKA NPOMbIBaThb ee BOAOW He
TpebyeTcs. Ecnv ncnonbayeTca nofsukHasa dasa ¢ JobaBKamu
(Hanpwvmep, Gydepbl UK MOH-NApHbIe peareHTbl), pPeKOMeHayeTcs
npefBapuTENbHO MPOMbITh KOMOHKY MOABWXKHOM (Hasoi

HY>XHOrO cOCTaBa, HO 6e3 A06aBOK. [Npy CMeHe NOABWKHOM
(hasbl pekomMeHAyeTCs BbINOMHUTL MPOMbIBKY C PaCXOA0M

10—-20 06beMoB KOMOHKM. Mepef UCNONb30BaHWEM KOMOHKY

C KOPOTKOLIENOYeYHbIMM MPUBUTBIMK hasamu (Hanprmep,

C8, hennnbHoi, CN) crefyeT TulaTeNbHO YypaBHOBECUTb. 3TO
obecneyrBaeT BOCMPOU3BOAMMOCTb pe3y/ibTaToB aHanm3a

1 NpeaoTBpaLLaeT Apeid BpeMeH yAep>KnBaHna aHanmampyemMbIx
BelllecTB. Ecnv nofsmkHasa Gasa CoAepXMT MypaBbyHYHO
KUCNOTY, KONOHKA KOHAMLIMOHWUPYETCS B COOTBETCTBUM

C pekoMeHAaLMAMU TabnmLbl «YCNoBWS KOHAULMOHMPOBAHUS
KOJMOHKM MPU NCNONb30BaHNUM MypPaBbUHOWN KUCNOTbI».

YcnoBus KOHAWLUUOHUPOBAHUA KOJIOHKU NpU Ucnosib3oesaHuu
MypaBbMHOﬁ KUCNOoTbI.

BHy- MoaswxHas CkopocTb  TemnepaTty- Bpems [locne
TPeHHU dasa noToKa pa KOMoHKM (1) KOHAWLMOHM-
anameTp (MA/MuH) - (°C) poBaHus
(Mm)
2,1 95/5 H,0/ 01 60 4 MpoMbITb
aLeTOHNTPKA + 1 XpaHUTL
0,1% MypaBby- B YNCTOM
HOW KNCNOTbI aueToHNUTpUne
30 95/5 H,0/ 0,2 60 4 MpombITb
aLeToOHNTPKA + 1 XpaHUTb
0,1% mypaBbu- B YNCTOM
HOW KNCNOTbI aleToHNUTpUNe
4,6 95/5H,0/ 04 60 4 MpombITh
aLeToOHNTPKN + 1 XpaHUTb
0,1% mypaBbu- B YMCTOM
HOW KMCOTbI aleToHUTPUNe

Mpumeyanue. [InHHbIE KONOHKM 1 KOTOHKW, NPUMEHAEMble AN aHanvsa
KUCNbIX COBANHEHNI, MHOTAA MOXET ObITb NONE3HbIM KOHAMUMOHMPOBaTb
Ha NPOTSXEHUV HOYM UK B TeYeHWe [0 24 4.



PYCCKUIA
Ba)kHble coBeTbl N0 6e30MnacHOCTH

+ Bce MecTa coemHeHMn B cucTeMax BOXKX asnatotes
NnoTeHUManbHbIMU UCTOYHMKaMK yTeYek. [onb3oBaTenu
[I0S1>KHbI BbITb OCBEAOMIIEHbI O TOKCUMYHbIX UM OrHEOMacHbIX
CBOWCTBAX MCNONb3YEMbIX UMW NOABWMXKHBIX has.

+ CylLecTByeT 0nacHOCTb BfbIXaH!A MESIKMX YaCTuL, CyXOro
HaMoNHUTENA KOMOHOK. OTKPbIBAITE KOMOHKM TOMbKO
B XOPOLIO BEHTUUPYEMOI 30HE.

+ He npeBbiwaiiTe paboyee faBneHNe, yKasaHHOE A5 KaxK Ao
KOJOHKM (cM. Tabnuuly). MpeBbileHVie STVX OrpaHnYeHui
NPVBEAET K YXYALLEHWIO XapaKTEPUCTUK XpoMaTorpaduyeckoro
pasfenenHnst U MOXET UMETb OMacHble MOCNEACTBYSA.

}J,pyrue npaKTu4yeckKkue coeeTbl

+ XoTs 06paTHas NPOMbIBKa KOMOHKE KaK NpaBuio He BpeauT,
ee cnefyeT nsberaTtb 3a UCKOYEHEM Crly4aeB 3acopeHns
bpuTThI Ha BXoge (cM. pasaen O6CyK1MBaH1e KOOHKM).

+ Bcerpga ucnonbayite Ans NpUroToBNEHUS NOABUXKHOM
(asbl peareHTbl BbICLLEHR CTENEHN OYUCTKN 1 pacTBOPUTENN
XpomaTorpaduyeckoi cTeneHn YnucToTbl. MNepef
1CNONb30BaHMeM NPoBOAUTE BUNLTPALIMIO U Aera3aLmto
BCero o6bemMa noABM»KHoM hasbl.

+ Pas6opka KOMoHKM NPUBOAUT K YXYALLIEHUIO ee XapaKTepUCTUK.

+ HoBble KOMOHKM 3aMosiHEHb! CMECHIO OPraHNYecKmx
pacTBopuTeneit ¢ Bogow. CocTaB pacTBOpPUTENS yKasaH
B cepTuduKaTe KOHTPONSA Ka4ecTBa KOMOHKM. B Havane
“Crnonb3oBaHNs creayeT n3beratb NPOMyckaHus Yepes
KOJIOHKY TaKo NOABWXKHOW (hasbl, KOTOpas MOXeT Bbl3BaTb
BbINafeHne ocaka.

+  O6patlleHHo-(a3oBble KOMOHKM Agilent coBMeCTV MBI
C BOJIOM 1 BCEMU pacrnpoCTpaHeHHbIMW OpraHn4YecKumm
pacTBOPUTENAMU.

+ 19 3alMTbl KONOHKN U NOBbILLIEHWS ee CpoOKa CJ'Iy)K6bI
pekoMeHAOyeTCH NoNb30BaTbCH 3alLUMTHON I'Ipe,ELKOJ'IOHKOMA

+ B nepepbiBe MexAy MCMONb30BaHWEM HE CNEAYET XpaHWUTb
KOJTOHKM B Cpefie C BbICOKUMU 3Ha4eHUAMM pH nnm
B YC/IOBWSIX MOBbILLEHHO TeMMepaTypbl.

+ He ncnonbayiTe KOMOHKY 3a npeaenammn peKOMeHL0BaHHOTO
LN NpUBKTO (hasbl KOTOHKM Anana3oHa pH (CcM. cneayroLyto
CTpaHuLLy). KCyaTauus KONOHKY 3a npeaenamu
PEKOMEHJ0BaHHbIX AVana3oHoB 3Ha4YeHnit pH 1 TemnepaTypbl
MOXET NMPVBECTU K COKPALLEHUIO CPOKa ee Cy>bbl.



Pa6oune napameTpbl KOJIOHOK: 3HaueHusi pH U TeMnepaTypbl

HenopeuxHas ¢a3sa

PekomeH-
LOBaHHbIN
AvanasoH pH

MakcumanbHas
pa6ouyas Temnepartypa

Poroshell 120 CS-C18

pHoT 1,080 11,0

90°C

Poroshell HPH

pHoT20m8011,0

60 °C

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

pHoT1,0108,0

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

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

70°C anspH < 5,0;40 °C
anspH ot 50 go 8,0
(Poroshell 300 1 300SB-C3)

ZORBAX Eclipse Plus C18 1
C8, Eclipse XDB-C8,
XDB-C18, XDB-Phenyl,
Poroshell 120 Bonus-RP,
Poroshell 120 ECC18 n
EC-C8, ZORBAX Bonus-RR,
HC-C18(2) n TC-C18(2)

pHoT20p809,0

60 °C

ZORBAX Extend C18

pHoTt20pa011,5

60 °C (40 °C npu BbICOKMX
3HaueHnsx pH)

MpuBuTble hasbl Poroshell
120 PFP, Poroshell 120
Phenyl-Hexyl,

ZORBAX ODS,

ZORBAX Phenyl,

ZORBAX Eclipse Plus
Phenyl-Hexyl,

ZORBAX XDB-CN,
ZORBAX Eclipse PAH,

Bce Pursuit u Polaris

pHoT2,0 08,0

60 °C

ZORBAX Eclipse PAH

pHoT2,0 1080

60 °C npvt pH meHee 6,0

ZORBAX TMS

pHoTt20p807,0

60 °C

3agepxmBatoLLiast KonoHka
InfinityLab PFAS

pHoT20 7090

60 °C

MpumeyaHue. Bee COPGEHTbI Ha OCHOBE CUNVIKarens pacTBOpUMbI

B OMpefesieHHON CTeneHu Npu 3HayeHnsx pH > 6 B NOABWKHbIX Gasax Ha
BO/IHO OCHOBE. [1pU1 MCMONB30BaHWM KONIOHOK Ha OCHOBE CUMKarens

B cpefie CO 3HayeHWsiMK pH > 6 HaMBObLLMI CPOK CY>6bl 06ecneymBaeTcs
NPV MOHKEHHBIX TeMnepaTypax (He 6onee 40 °C) 1 CNONb30BaHUM HUSKUX
KOHLeHTpauuit 6ydepa B AnanasoHe ot 0,07 Ao 0,02 mons/n. PaboTa npu
npeaenbHbIX 3Ha4eHnsX pH 1 TeMnepaTypbl 3Ha4YNTENbHO YMEHbLUAET CPOK

CNY>XObl KONOHKM.



PYCCKUIA

MakcumanbHoe paboyee faBneHue: KOMIOHKU
C BHYTPEHHUM AnameTpom Ao 9,4 Mm

Pasmep MpepenbHoe
Twvn KONOHKMK yac AaBrneHne
Poroshell 120 1,9 MKM, 1300 6ap (19 500 psi)
2,7 MKM, 4 MkM 600 6ap (9 000 psi)
KonoHka Poroshell 300 5 MKM 400 6ap (6000 psi)
ZORBAX Rapid Resolution (RR) 3,5 MKM 400 6ap (6000 psi)
ZORBAX Rapid Resolution 1,8 MKM 600 6ap (9000 psi)
High Throughput (RRHT)
ZORBAX Rapid Resolution High 1,8 MKM 1200 6ap (17 000 psi)
Definition (RRHD)
Bce konoHku ZORBAX, Pursuit 3,0 MKM, 400 6ap (6 000 psi)
1 Polaris, He 0603Ha4eHHble 3,5 MKM, 5 MKM 200 6ap (3 000 psi)
kak RRHT vnv RRHD, a Takxe (Metaguards)

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

3afepxvBatoLLas KooHKa 1200 6ap (17 000 psi)
InfinityLab PFAS

Bbi6op nogBmxkHoM ¢asbl u paboumne
TemnepaTypbl

MpvBKTaa HenoABWXKHast hasa TakMx KOOHOK MO CBOEN
npvpoae HenonsapHa, N03TOMY C Heit lyylle cnonb3oBaTh
nonsipHble NOABWXHbIE dasbl, Hanpumep, cmecn ACN

WK aUETOHWTPWUNA C BOAOKW. YBENNYEHNE COAEPKaHWS
OPraHM4eckoro KOMMOHEHTA, KaK NPaBuo, NPUBOANT

K CHUYXXEHWIO BPEMEHW YAEPXKMBAHUSI KOMNOHEHTOB NPOObI.



PeKOMeHAyeMbIe HayvalJibHble rpagueHTbl

HenopewxHasa d)asa anMe'-laHVISI no aKcnayaTayuu

BONbWWHCTBO OT 5% ACN wnu aueToHuTpuna fo 100% meTtaHona
06palleHHO-(ha30BbIX UV aUeTOHNTPUNA.
KONOHOK

ZORBAX Eclipse PAH * OT 30-40% aueToHuTpuna ao 100% aueToHuTpuna.
ﬂ'ﬂﬂ YBENNYEHNA paspeLleHns KOMOHKY, BO3MOXXHO,
npuaeTcsa oxnaaute ao 15-20 °C.

ZORBAX Bonus-RP [Ins BbIMbIBaHUA COEAUHEHUI TPEBYeTCS MeHbLUas,
4eM Ans TPaAULIMOHHBIX ANVHHOLEMNOYEYHBIX
anKNbHBIX HEMOABWMKHBIX (has, KOHLEeHTpaLms
OpraHuyeckoro MoandukaTopa B NoABUXKHOM
hase.

* MaKcvManbHbIi CPOK CNyXKEbl KOMOHKM JOCTUIaeTcs Npu TeMrepaTtype
Huxe 40 °C



PYCCKNA
06cny)XXuBaHne KONOHKMU

BxoaHasa GpuTTa KONOHOK C YacTuLaMm paamepoMm 2,7 MKM
1 6osblLe UMEeET HOMUHaMbHbIR pa3mep Nop 2 MKM. Mpobbl
C TBepAbIMM YacTULaMU MOTYT MPVBECTU K €€ 3aCOPEHMIO.
C TakumMu npobamu (1, B 06LLEM, CO BCEMU NpoBamu)
pekoMeHZyeTCsA UCNob30oBaTh NpeakonoHkn ZORBAX 1
Fast Guard ¢ cooTBeTCTBYOLLMM HABOPOM 060PYAOBAHNSA
(Npv HeoGXx0AMMOCTMN).

Bornblue nHhopMaLmmn o NpeaKoNoHKax MOXHO HaiTW No agpecy
agilent.com/chem/fastguards.

MpoMblBKa KONMOHKW. KaK yBennuuTb CPOK CNyX6bl KONOHKM

MPOMbIBKY KOMIOHOK, [1/151 KOTOPbIX AOMYCT1Ma 06paTHas
npomblieka (Poroshell 120, konoHkn ZORBAX ¢ pasmepom

YacTuu 6onee 1,8 MKM, a Takxe Bce KonoHKK Pursuit n Polaris),
HauMHalTe ¢ 6onee cunbHOro (MeHee NOMPHOr0) PACTBOPUTENS.

1. OTKNHOYMTE KOSIOHKY OT AETEKTOPA M HarnpaBbTe NMOTOK
NMPOMbIBHOIO PaCcTBOPUTENS B CTaKaH.

2. HayHuTe c noABMXHOM hasbl 6e3 bydepa
(Bofia / opraHMyeckuin pacTBOpUTENb). MPOMOINTE KOMOHKY
10-20 ee 06bemMaMun pacTBOPUTENS.

3. 3aTeM NpPOMONTE KOMOHKY YUCTbIM OPraHUYyeCcKnm
pacToputenem (ACN v aueTOHUTPUIOM).

4. MpoBepbTe faBneHne 1 y6enTeCh, YTO OHO BEPHYOCH
K HOpMasibHOMY 3Ha4eHuto. Ecnn HeT, To

5. MNepecTaHbTe aKCNNyaTVPOBaThb U yTUAN3UPYIATE KOMOHKY
1AM NONPoByTe NPOMbITH €€ elle 60N1ee CUbHbBIM
pacTBOpUTENEM, HanmpUMep, CMECHIO aLeToOHUTpUNa
C n3onponaHonom 75:25.

6. 3aTeM NpoOMOWTe ee YACTbIM U30MPONaHOIOM,
IVXIIOPMETaHOM WUW rekcaHoM (Mpy MPOMbIBKe
[NXNOPMETaHOM WM FeKCaHOM [0 U MOc/e UX UCMNOb30BaHNSA
KOJIOHKY HEOBXOZVMO NMPOMbITb M30MPONaHosIoM).

KonoHku ¢ AnameTpomM YacTul, copbeHTa MeHee 1,8 MKM

NpoMbIBaTb 06PATHOV MPOMbIBKOI HeNb3s1. Takme KONoHKK

cnefyeT cpasy 3aMeHNTb.



PekoMeHpaLmm no xpaHeHuto

[1ns fONrOBPEMEHHOMO XPaHEHUst KOSIOHOK Ha OCHOBe
cunvKarens ¢ NpuBMTO Ga3oit cneayeT UCNOoNb30BaTh YNCTbI
OpraHVYecKnin pacTBOPUTEb, HaNpUMep aueToHUTpu. Ecnn
paHee KOJfIOHKa UCnonb3oBanach ¢ 3abydepeHHoN NOABMXKHON
(hasoii, cHavana cnepyeT yaanuTb 6ydepHblii pacTBop ¢
MOMOLLIbIO MPOMBIBKM cMechto ACN 1A aueToHnTpuna ¢

Bofoi (50:50) B konnyecTBe 20—30 06bEMOB KOMIOHKM, @ 3aTeM
NPOMbIBKW YCTbIM pacTBopuTenem B konmnyectse 20—30
06beMOB KOJOHKY. [Nepes HanpaBneHeM KOIOHKU Ha XpaHeHue
KOHLEBbIE UTUHIMM JOMKHbI ObITb TLLATENBHO 3aKPbIThI
3arnywKamu Ans npefoTBpaLLeHns BbiCbIxaHWst COpOeHTa.

[1ns 3almMTbI 060pYyLOBaHUS PEKOMEHAYETCS YAAIUTL COMU 13
KOOHKYM 1 060PYA0BaHUS, MPOMbIB KOIOHKY TOM XKe NMOBUXKHOM
hazoii 6es 6ydepa (HanpumMep, Ucrnonb3oBaTb cMechb ACN :

H,0 60:40 ans ynaneHws 3abydepeHHoi NoaBKKHOM hasbl
coctaBa ACN : pacteop 0,02 Monb/n docdaTHblii 6ydepHbIi
pacTeop 60:40). 3TOT NOAXOA NO3BOMSAET ObICTPEE 3aHOBO
YPaBHOBELLMBATb KOMOHKY MPU MCMONb30BaHNN UCXOAHOW
NOABWXKHON dasbl, yCTPaHssi py 3TOM BO3MOXHOCTb
BO3HWKHOBEHUS KOPPO3UK, BbI3bIBAEMOW COMAMM.



PYCCKUIA

CoBeTbl A1 NONyYEHUs1 HaUy4LLKUX XpoMaTorpacmyeckmx
pe3ynbTaToB

+ ONTUMUBUPYITE CUCTEMY, MaKCUMAaIbHO COKPaTUB A/IMHbI
COEAVHUTESbHbIX KanuIapoB MeX Ay KOMMOHEHTamu
XpomaTorpadu4eckoro TpakTa, YTobbl yMeHbLNTb
BHEKOJIOHOYHbI 06BEM CUCTEMbI U pa3MblThe
XpomaTtorpauyeckimx 3oH. VICnonbayinTe KpacHble Kanuinsapbl
C BHYTPEHHWUM AnameTpom 0,12 MM UK HepHble C BHYTPEHHM
anameTpom 0,075 MM And BbICOKO3(M(HEKTUBHbBIX KOMOHOK
1 ANst CKOPOCTHOM BOXKX. Moapo6Hee 0 pasnnyHbiX BapnaHTax
kanunnapos: agilent.com/chem/Iccapillaries

- O6ecneybTe ONTUMaNbHYH CKOPOCTb c6opa aHHbIX 419
MCNONb3yeMON KOTOHKM. YCTaHOBWTE MOBbILLIEHHYHO YacToTy
c6opa AaHHbIX MPU UCTONb30BaHMN KOMOHOK A1 CKOPOCTHOM
BOXX (Poroshell 120, RRHT 1 RRHD).

+ QuAbTpyiTe CBOW NPOBLI MK UCMONB3YITE APYrie NOAXOASLLIME
LN HAX METO[bl NPOGONOArOTOBKN. Y3HalTe Gonblue:
agilent.com/chem/sampleprep

+ NS nyyWwmnx paboumnx xapakTepUCTUK MCMONb3ynTe
B cuctemax BOXX ceptuduumnpoBaHHble namnbl Agilent.

Mpu ncnonb3osaHnu KonoHok InfinityLab Poroshell 120 unn ZORBAX
RRHT nnn RRHD ncnonb3yiite npeakonoHku Fast Guard gna YBIXKX
AN1A 3aLMTbI aHAIMTUYECKOM KOJTOHKM. [JOMOHUTENIbHbIE CBEAEHUS:
www.agilent.com/chem/fastguards.




Este guia oferece informacdes gerais
para todas as colunas de fase reversa
ZORBAX, Poroshell, Pursuit e Polaris. Para
obter informagdes mais detalhadas sobre
uma fase ou linha especifica, acesse:
agilent.com/chem/columnchoices

Introdugao

Cada coluna Agilent traz um relatério de controle de
qualidade do desempenho da coluna, incluindo um
cromatograma de teste. O sistema utilizado para este teste
de controle de qualidade é uma verséo do sistema padrao
modificada com o objetivo de minimizar o volume morto,
por isso o resultado do teste pode variar do sistema usado
em seu laboratério. Isso permite avaliar melhor a coluna e
garantir uma maior consisténcia do produto. Um sistema
de LC configurado adequadamente vai gerar resultados
semelhantes aos do cromatograma no relatério de controle
de qualidade do desempenho.

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



Utilizagao da coluna
Instalagao
+ Adiregdo do fluxo é indicada na coluna.

+ Ascolunas de 1,8 ym (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) s6
podem ser operadas na diregdo do fluxo indicada na coluna.

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

Pressao

maxima do

sistema Conexao recomendada Part Numbers

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

Até 800 bar Conexdo InfinityLab Quick Turn Conex&o: 5067-5966

(com ferramenta de montagem)  Ferramenta
de montagem:
5043-0915

Até 1300 bar Conex&o InfinityLab Quick Conex&o: 5067-5965
Connect

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

Conjunto de troca rdpida Conexao InfinityLab Quick
InfinityLab, p/n 5067-5961 Turn, p/n 5067-5966

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



Condicionamento da coluna

Todas as colunas séo testadas antes do envio e sdo
enviadas com o eluente de teste. Portanto, nao € necessario
enxagua-las com agua antes da primeira utilizagéo.

Caso utilize aditivos na fase mével (como tampdes ou
reagentes de par idnico), recomenda-se fazer uma limpeza
intermedidria com uma fase mével do composto correto,
mas sem estas adi¢des. A limpeza com volumes de 10

a 20 vezes o volume da coluna deve ajudar na transi¢éo
para a fase moével. Para substancias quimicas com cadeia
mais curta (como C8, fenil e CN), deve-se tomar cuidado
para garantir que a coluna seja equilibrada adequadamente
antes da utilizagdo. Isso garantird a reprodutibilidade

e evitara desvios do tempo de retengéo. Ao usar acido
férmico como aditivo de fase movel, condicione a coluna
conforme recomendado na tabela Condigdes do método de
condicionamento da coluna para acido férmico.

Condi¢des do método de condicionamento da coluna para acido
férmico

Dl da Fase movel Vazéao Temp.da  Tempo Pds-condicio-

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

(mm)

2,1 95/5deH,0/ 0,1 60 4 Lavare
CH,CN + armazenar
0,1% de acido em 100% de
férmico CH,CN

3,0 95/5deH,0/ 0,2 60 4 Lavar e
CH,CN + armazenar
0,1% de acido em 100% de
férmico CH,CN

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

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



Por

Consideracoes de seguranga importantes

Todos os pontos de conexdo em sistemas de
cromatografia liquida séo considerados como potenciais
pontos de vazamentos. Os usuarios devem estar atentos
a toxicidade ou a inflamabilidade das fases moveis.

Devido ao pequeno tamanho de particula, os
empacotamentos de coluna seca sao inaldveis. As colunas
s6 devem ser abertas em uma drea bem ventilada.

Respeite os limites operacionais de pressao indicados
para cada coluna (consulte a tabela). Exceder esses
limites compromete o desempenho cromatografico

e pode ndo ser seguro.

Outras dicas operacionais

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

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

A desmontagem de uma coluna prejudica seu desempenho.

As colunas novas contém uma mistura de solventes
organicos e agua. Consulte o relatério de controle

de qualidade do desempenho para saber qual é a
composigao do solvente na coluna. Em primeiro lugar,
deve-se tomar cuidado para ndo passar pela coluna
qualquer fase movel que possa formar um precipitado.

As colunas Agilent de fase reversa séo compativeis com
agua e com solventes organicos comuns.

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

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

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



Parametros operacionais da coluna: pH e temperatura

Faixa de pH Temperatura
Fase recomendada operacional maxima
Poroshell 120 CS-C18 pH1,0a11,0 90°C
Poroshell HPH pH20a11,0 60°C
Poroshell 120 SB-C18, pH10a80 90°C (StableBond C18 e

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

Poroshell 120 SB-C18)
80°C (Rx-C8 e SB-Aq,
SB-C3 e SB-Phenyl)

70°C para pH <5,0; 40°C
para pH 5,0 a 8,0 (Poroshell
300 e 300SB-C3)

ZORBAX Eclipse Plus C18  pH2,0a9,0
e C8, Eclipse XDB-C8,

XDB-C18, XDB-Phenyl,

Poroshell 120 Bonus-RP,

Poroshell 120 EC-C18 e

EC-C8, ZORBAX Bonus-RP,

HC-C18(2) e TC-C18(2)

60°C

ZORBAX Extend C18 pH20a115 60°C (40°C em pH elevado)
Poroshell 120 PFP, pH2,0a8,0 60°C

Poroshell 120 Phenyl-Hexyl,

ZORBAX ODS,

ZORBAX Phenyl,
ZORBAX Eclipse Plus
Phenyl-Hexyl,

ZORBAX XDB-CN,
ZORBAX Eclipse PAH,
Todas as fases ligadas
Pursuit e Polaris

ZORBAX Eclipse PAH pH2,0a80 60°C a pH<6,0
ZORBAX TMS pH20a70 60°C
Coluna de atraso InfinityLab pH 2,0a9,0 60°C

PFAS

Observagao: Todos os empacotamentos a base de silica tém alguma
solubilidade em fases mdveis aquosas com pH maior que 6. Ao utilizar
colunas a base de silica em pH >6, uma melhor vida til da coluna é obtida
em temperaturas mais baixas (méx. 40°C) usando concentragdes baixas para
o tampéo na faixa de 0,07 a 0,02 M. Ao operar nos extremos das faixas de pH
e temperatura causara um impacto significativo sobre a vida Util da coluna.



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

Tamanho de
Tipo de coluna particula Limite de pressao
Coluna InfinityLab Poroshell 120 1,9 um 1.300 bar (19.500 psi)
2,7 um, 4pum 600 bar (9.000 psi)
Coluna InfinityLab Poroshell 300 5 um 400 bar (6.000 psi)
ZORBAX Rapid Resolution (RR) ~ 3,5um 400 bar (6.000 psi)
Alto rendimento de resolugao 1,8 um 600 bar (9.000 psi)
répida ZORBAX (RRHT)
Alta definigdo de resolugéo 1,8 um 1.200 bar (17.000 psi)
répida ZORBAX (RRHD)
Todas as colunas ZORBAX, 3,0 um, 3,5um, 400 bar (6.000 psi)
Pursuit e Polaris ndo indicadas 5 pm 200 bar (3.000 psi)
como RRHT ou RRHD (Metaguards)
e HC-C18(2), TC-C18(2)
Coluna de atraso InfinityLab 1.200 bar (17.000 psi)
PFAS

Escolha de fase mével e temperaturas
operacionais

A fase estacionaria ligada é nao polar por natureza

e é melhor usada com fases moveis polares, como
misturas de metanol/agua ou acetonitrila/agua. Aumentar
a quantidade de componente organico costuma reduzir

o tempo de retengéo da amostra.



Gradientes iniciais recomendados

Fase estacionaria Observagoes de uso

A maioria das colunas  Inicialmente 5% de metanol ou acetonitrila e
de fase reversa 100% de metanol ou acetonitrila como solvente
final.

ZORBAX Eclipse PAH* 30 ou 40% de acetonitrila inicialmente até 100%
de acetonitrila como solvente final. Pode ser
necessario resfriar a coluna para 15 a 20°C para
obter uma melhor resolugéo.

ZORBAX Bonus-RP Para a eluigdo do composto é necessdrio
um modificador da fase mével organica com
concentragdo mais baixa em comparagao com
as fases estaciondrias tradicionais de cadeias
longas do grupo alquila.

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

A frita de entrada em colunas com um tamanho de particula
de 2,7 um ou maior tem uma porosidade nominal de 2 um.
As amostras que contém matéria particulada obstruirdo a
frita da entrada da coluna. Com essas amostras, recomenda-
se utilizar as colunas ZORBAX e Fast Guard e os kits

de hardware (conforme necessario), que também séo
geralmente recomendaveis para uso com todas as colunas.

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

Limpeza da coluna/Prolongamento da vida util da coluna

Para colunas que podem ser submetidas ao processo de
backflush (colunas Poroshell 120, ZORBAX com particulas
maiores que 1,8 um e todas as colunas Pursuit e Polaris), inicie
o procedimento com um solvente mais forte (menos polar).

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

2. Inicie com sua fase mével sem sais de tampao
(dgua/organico). Lave a coluna com 10 a 20 volumes da
coluna.

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

4. Verifique se a presséo voltou ao normal; em caso negativo,

5. Descarte a coluna ou considere condi¢des mais fortes, por
exemplo, 75% de acetonitrila/25% de isopropanol.

6. Aumente para 100% de isopropanol, 100% de cloreto de
metileno ou 100% de hexano (se vocé usar cloreto de
metileno ou hexano, sera necessario lavar a coluna com
isopropanol antes da utilizagéo e antes de retornar a fase
movel reversa).

Para colunas com particulas <1,8 um, ndo use backflush na
coluna, substitua a coluna.



Recomendagdes de armazenamento

0 armazenamento a longo prazo de colunas de fase ligada a
base de silica deve estar em um solvente organico puro, como
acetonitrila. Se a coluna tiver sido usada anteriormente com
uma fase mével tamponada, o tampé&o devera ser removido
primeiro purgando a coluna com 20 a 30 volumes de uma
mistura 50:50 de metanol ou acetonitrila e 4gua, seguido

de 20 a 30 volumes de coluna do solvente puro. Antes de
armazenar, os adaptadores de extremidade devem ser bem
fechados com plugues para evitar que o empacotamento
seque. Para proteger o equipamento, recomenda-se remover
os sais do instrumento e da coluna purgando a coluna com

a mesma fase moével sem o tampéo (por exemplo, utilizando
60/40 de ACN/H,0 para remover uma fase moével de 60:40

de ACN/0,02 M de tampdo de fosfato). O reequilibrio é rapido
com a fase maével original ao usar esta abordagem e qualquer
risco de corrosao dos sais é eliminado.



Dicas para obter os melhores resultados cromatograficos

+ Para otimizar o instrumento, diminua o comprimento da
tubulagdo entre os componentes para reduzir o volume
extracoluna e o alargamento da banda. Use a tubulagao
vermelha com 0,72 mm ou a preta com 0,075 mm de
diametro interno para colunas de LC rapidas/de alta
eficiéncia. Obtenha mais informagdes sobre opgdes de
capilar em agilent.com/chem/Iccapillaries

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

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

Utilize lampadas certificadas da Agilent nos seus
instrumentc asempenho.

Se vocé estiver usando uma coluna Poroshell 120 ou ZORBAX RRHT
ou RRHD, considere usar uma Fast Guard para UHPLC para proteger
a coluna analitica. Acesse agilent.com/chem/fastguards para obter
mais informagdes.




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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