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This booklet provides general information for the
Agilent BioHPLC and AdvanceBio ion-exchange
columns. For additional detailed information about
your specific phase or family, see:
agilent.com/chem/biocolumnchoices

Getting Started

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

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



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

« Agilent recommends using Polyketone fittings (p/n 5042-8957)
for columns up to 600 bar, and 1200 bar removable fittings
(p/n 5067-4733) for columns that will be operated at
UHPLC pressures.

B

Polyketone fitting, Agilent 1200 bar removable
p/n 5042-8957 fitting, p/n 5067-4733

Column Conditioning

Every column is tested before shipment. For first use, the shipping

solvent must be replaced with eluent, and the column conditioned with
the correct counter ion . Take care that all components are miscible

and soluble. Care should be taken to make sure the column has been
properly equilibrated prior to use and before the start of each analysis in a
sequence (see Table 1). This will ensure reproducibility and help prevent
retention time drifting. When installing a column it is advisable to always
start at a low flow rate, and as the pressure stabilizes, increase the flow
rate to the operating flow rate that will be used for the analysis.
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Table 1. Instructions - before first use

Bio IEX and Bio MADb: Flush
out the shipping solution (20
mM phosphate buffer, pH 6.0)
and condition with the required
counter ion prior to use.

PL-SAX and PL-SCX: Flush
out the shipping solution (0.1
M Na,S0, and 0.02% sodium
azide) and condition with the
required counter ion prior to
use. The following procedure is
recommended at 0.5 mL/min
for a 4.6 mm column.

Bio-Monolith: Flush out
the shipping solution (20%
ethanol) and condition with
the required counter ion prior
to use.

Procedure

1. Purge the column with 20 column volumes of
the loading buffer (buffer A) at 0.1 mL/min.
Gradually increase the flow rate until you
reach your intended operating conditions and
allow the baseline to flatten.
If the baseline or column back pressure
fluctuates, increase the flow for 3-5 min,
keeping in mind the maximum pressure for
each particle size.
. Once equilibrated and the baseline is stable,
the column is ready for a sample injection.

N

w

. Elute for 5 column volumes with the low ionic
strength component of the mobile phase,
buffer A.
Exchange the counter ion by eluting with the
high ionic strength component of the mobile
phase, buffer B. Continue with this eluent
until a stable baseline is achieved at the
required sensitivity, a minimum of 5 column
volumes.
. Equilibrate with buffer A for a minimum of

5 column volumes prior to use.

N

w

. Wash the column with at least 10 column
volumes of the binding mobile phase (low
ionic strength) at one-half of the working
flow rate.

2. Wash the column with at least 10 column
volumes of the high ionic strength buffer
(e.g. buffer with 1.0 or 2.0 M NaCl) at
one-half of the working flow rate.

3. Equilibrate with at least 10 column volumes

(20 column volumes for the weak anion-

exchange, DEAE, column) binding mobile

phase (low ionic strength) at a working
flow rate.



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

» Please adhere to operating pressure limits noted for each column
(see Table 2). Exceeding these limits will compromise
chromatographic performance and column lifetime, and could
be unsafe.

Table 2. Maximum operating parameters — columns
up to 4.6 mm

Maximum
operating Maximum operating
Column pH stability  temperature pressure
Bio MAb 20-120 80 °C 1.7 ym = 689 bar
3 pm =551 bar
5um =413 bar
10 pm = 275 bar
Bio IEX (SCX, 20-120 80 °C 1.7 ym = 689 bar
WCX, SAX, 3 um =557 bar
WAX) 5 pm = 413 bar
10 pm = 275 bar
PL-SAX, PL-SCX | 1.0-14.0 80 °C 207 bar
Bio-Monolith 20-13.0 40°C 150 bar
(QA, DEAE,

S03)
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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”).

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

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

» Disassembling a column will degrade column performance.

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

« An inline filter or guard column may be used to protect your column
and increase its lifetime.

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

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



Table 3. Shipping solvents

Shipping

Column solvents

Cation-exchange

Agilent Bio WCX, Bio SCX, = 20 mM phosphate

and Bio MAb buffer, pH 6.0

Agilent PL-SCX 0.1 M Na,S0,
and 0.02%
sodium azide

Anion-exchange

Agilent Bio SAX and 20 mM phosphate

Bio WAX buffer, pH 6.0

Agilent PL-SAX 0.1 M Na,S0,
and 0.02%
sodium azide

Agilent Bio-Monolith

QA, DEAE, SO, 20% ethanol

Compa

All commonly used ion-
exchange eluents, buffers and
salts.

Compatible with nonionic and
zwitterionic detergents, but are
NOT compatible with cationic
detergents.

All commonly used ion-
exchange eluents, buffers and
salts.

Compatible with nonionic and
zwitterionic detergents, but are
NOT compatible with anionic
detergents.

All commonly used ion-
exchange eluents, buffers and
salts. Up to 2.0 M NaOH and
1.0 M HCI. Aqueous solutions
of up to 30% 2-propanol,
methanol, acetonitrile. Up to
50% acetic acid. Up to 70%
ethanol. Enzymatic solutions like
pepsin, trypsin, DNase.
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Mobile Phase Selection and Operating
Temperatures

lon-exchange uses agueous buffers to control pH, most commonly salt
gradients for elution. Alternatively, a pH gradient can be used at constant
ionic strength. The starting buffer pH should be at least one pH unit away
from the isoelectric point for proteins and peptides.

Column Care

Columns with a particle size of less than 2 pm have a 0.5 pm inlet frit.
Particulates will block the column inlet frits and so should be removed
before the sample is analyzed. Where this is not possible, an inline filter
should be used to protect and increase the lifetime of the analytical
column. It is recommended that samples are filtered before injecting them
onto any column.

Cleaning Your Column to Extend Column Lifetime

An increase in column back pressure is likely to occur over time.
Absorption of protein to the packing material or on the inlet frit will cause
this increase in pressure and will decrease column performance. Cleaning
the column may decrease the back pressure and improve performance.

\When using a guard column or precolumn filter, replace the guard or filter
and remove the main column. To clean the column, flush the column in the
reverse direction with the cleaning buffer for at least 15 column volumes
at no mare than 50% of the maximum particle pressure limit.



Table 4. Cleaning instructions

Column Column Cleanup

Bio SCX, 50 mM phosphate buffer, 1 M NaCl, pH 10. For basic proteins,
Bio WCX, and flush the column with a low pH salt cleaning buffer. For acidic
Bio MAb proteins, flush the column with a higher pH salt containing

cleaning buffer. Hydrophobic proteins can be removed using an
organic containing cleaning buffer.

Bio SAX and 150 mM potassium nitrate in 75% acetonitrile, pH 2 (HCI

Bio WAX adjusted).

PL-SAX and 1 M acid, e.g. acetic or hydrochloric and 1 M base, e.g.
PL-SCX sodium hydroxide. If contamination is due to small hydrophobic

molecules, e.g. fats, detergents and peptides, then the matrix
should be washed with an organic alcohol. The addition of
0.1% trifluoroacetic acid to the organic may be advantageous.
After each washing sequence a high salt elution should be
carried out, and after thorough cleaning, the column should be
conditioned as per instructions (see Table 1).

Bio-Monolith Wash with at least 2 mL of a buffer containing 1 M NaCl at 0.5

(QA, DEAE, SO,) | to 1.0 mL/min. Recondition the column with 5 to 6 mL of the
starting mobile phase at T mL/min. For best results, repeat these
steps at the end of each chromatographic run.

Storage Recommendations

Long-term storage of ion-exchange columns can be done safely (see
Table 5 for phase-specific instructions). Before storing, end-fittings
should be tightly capped with end-plugs to prevent packing from
drying out. Columns may be safely stored for 1 to several days in
most mobile phases.
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Table 5. Storage Instructions

Column Flus instructions before long-term storage

Bio SCX, Bio Flush using 20 mM phosphate buffer (the shipping solution),
WCX and Bio with 0.1% NaN, (sodium azide) at pH 6.0. Flush for at least 15
MAb column volumes.

Bio SAX and Bio | Flush using 20 mM Tris with 0.1% NaNj (sodium azide) at pH

WAX 8.0. Flush for at least 15 column volumes.
PL-SAX and Wash with 1 M sodium chloride. After flushing with water, the
PL-SCX storage buffer of 0.1 M Na,S0, containing 0.02% sodium azide

can be introduced.

Bio-Monolith If the column will not be in use for more than two days, it should

(QA, DEAE, SO,) = be washed with at least 1 mL of DI water and afterwards
flushed with at least 2 mL of a 20% ethanol solution at the flow
rate of 0.2 to 0.5 mL/min, sealed with column end-plugs, and
stored appropriately 4 to 30 °C.

Tips for Getting the Best Chromatographic Results

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

« Ensure the data collection rate is optimized for your column.

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

* Use certified lamps in your LC
instruments for best performance.




Cette brochure fournit des informations générales
relatives aux colonnes échangeuses d'ions
BioHPLC et AdvanceBio d'Agilent. Pour obtenir des
informations détaillées supplémentaires sur votre
phase ou votre famille spécifique, consultez le site :
agilent.com/chem/biocolumnchoices

Mise en service

Un rapport de performance de CQ des colonnes, notamment un
chromatogramme test, est joint & chaque colonne Agilent. Le systéme
de tests de CQ a été congu a partir d'un instrument standard modifié afin
de minimiser les volumes morts ; celui-ci peut donc varier du systéme
utilisé dans votre laboratoire. Ceci permet une meilleure évaluation

de I'efficacité de la colonne et garantit une meilleure cohérence du
produit. Un systéme de CPL optimisé générera des résultats similaires au
chromatogramme fourni dans votre rapport de performance de CQ.

Si vous avez des questions spécifiques, contactez I'équipe d'assistance
technique sur agilent.com/chem/ columnsupport



Utilisation de votre colonne
Installation

* La direction du flux est indiquée sur la colonne.

« Agilent recommande d'utiliser des raccords en polycétone
(réf. 5042-8957) pour les colonnes allant jusqu'a 600 bars et des
raccords amovibles pour 1 200 bars (réf. 5067-4733) pour les
colonnes qui seront utilisées a des pressions CLUHP.

Raccord en polycétone, Raccord amovible pour
réf. 5042-8957 1200 bars d’Agilent,
réf. 5067-4733

Conditionnement des colonnes

Chaque colonne est testée avant expédition. Pour la premiére utilisation,
le solvant d'expédition doit étre remplacé par un éluant, et la colonne
conditionnée avec le contre-ion approprié. Veillez a ce que I'ensemble
des composants soient miscibles et solubles. Des précautions doivent
étre prises afin de s'assurer que la colonne a été correctement équilibrée
avant utilisation et avant de démarrer chaque séquence d'analyse (voir
Tableau 1). Ceci garantira la reproductibilité et préviendra la dérive des
temps de rétention. Lorsqu'une colonne est installée, il est recommandé
de toujours démarrer a un débit faible, puis de I'augmenter jusqu‘au débit
de fonctionnement qui sera utilisé pour I'analyse une fois la pression
stabilisée.



Tableau 1. Instructions - avant la premiére utilisation

Colonne Procédure

Bio IEX et Bio MAbD :
éliminez la solution
d'expédition (tampon
phosphate 20 mM, pH 6,0) et
conditionnez la colonne avec
le contre-ion requis avant
utilisation.

PL-SAX et PL-SCX : éliminez
la solution d'expédition
(Na,S0, 0,1 M et 0,02%
d'azoture de sodium) et
conditionnez la colonne avec

le contre-ion requis avant
utilisation. La procédure
suivante est recommandée
40,5 mL/min pour une
colonne de 4,6 mm).

Bio-Monolith : éliminez la
solution d'expédition (20%
d'éthanol) et conditionnez la
colonne avec le contre-ion
requis avant utilisation.

N

w

N

w

N
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. Purgez la colonne avec 20 volumes de

colonne du tampon de chargement

(tampon A) a 0,1 mL/min. Augmentez
progressivement le débit jusqu'a atteindre
vos conditions de fonctionnement souhaitées
et laissez la ligne de base s"aplanir.

Sila ligne de base ou la contrepression

de la colonne fluctue, augmentez le débit
pendant 3 a 5 min, en tenant compte de la
pression maximale autorisée pour chaque
granulométrie.

Une fois équilibrée et la ligne de base stable,
la colonne est préte a recevoir une injection
d'échantillon.

. Faites éluer 5 volumes de colonne avec le

composant de faible force ionique de la
phase mobile, le tampon A.

Echangez le contre-ion en éluant avec le
composant de force ionique élevée de la
phase mobile, le tampon B. Continuez avec
cet éluant, pendant 5 volumes de colonne
minimum, jusqu'a obtenir une ligne de base
stable a la sensibilité requise.

. Equilibrez avec au moins 5 volumes de

colonne de tampon A avant utilisation.

. Rincez la colonne avec au moins 10 volumes

de colonne de la phase mobile liante (faible
force ionique) & un débit égal & la moitié du
débit de fonctionnement.

Rincez la colonne avec au moins 10 volumes
de colonne du tampon de force ionique
élevée (tampon contenant du NaCl 1,0 ou
2,0 M) a un débit égal a la moitié du débit de
fonctionnement.

. Equilibrez avec au moins 10 volumes de

colonne (20 volumes de colonne pour la
colonne échangeuse d'anions faibles, DEAE)
de la phase mobile liante (faible force
ionique) a un débit de fonctionnement.



Mesures de sécurité importantes

« Tous les points de connexion dans les systémes de chromatographie
liquide représentent des sources de fuite potentielles. Les utilisateurs-
trices doivent avoir connaissance de la toxicité ou de I'inflammabilité
de leurs phases mobiles.

« En raison de la petite taille des particules, les matériaux de
remplissage secs des colonnes présentent un risque d'inhalation.
Agilent déconseille de retirer les raccords de colonne et d'exposer
le support. Les colonnes doivent étre ouvertes uniquement par un
personnel formé dans une zone correctement ventilée.

« Veuillez respecter les limites de pression de fonctionnement notées
pour chaque colonne (voir Tableau 2). Dépasser ces limites
compromettra les performances chromatographiques et la durée de
vie de la colonne, et pourrait s'avérer dangereux.

Tableau 2. Parameétres de fonctionnement maximaux —
colonnes jusqu’a 4,6 mm

Colonne

Stabilité
du pH

Température de

fonctionnement
maximale

Pression de
fonctionnement
maximale

Bio MAb 20-120 80 °C 1,7 um = 689 bars ;
3 pm =551 bars;;
5um=413bars;
10 pm = 275 bars

Bio IEX (SCX, 2,0-12,0 80°C 1,7 ym = 689 bars ;

WCX, SAX, 3 pm =551 bars;

WAX) 5um=413bars ;
10 pm = 275 bars

PL-SAX, PL-SCX | 1,0—14,0 80 °C 207 bars

Bio-Monolith 20-130 40°C 150 bars

(QA, DEAE,

S03)



Autres conseils de fonctionnement

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

* |l est recommandé de démarrer le flux & un débit réduit puis de
I'augmenter doucement jusqu‘au débit de fonctionnement souhaité.

« Utilisez toujours des réactifs de haute pureté et des solvants de qualité
chromatographique pour préparer votre phase mobile. Dégazez et
filtrez I'ensemble de la phase mobile avant utilisation.

* Désassembler une colonne dégradera ses performances.

« Sila colonne est utilisée en dehors de la gamme de pH recommandée
pour les différentes phases (voir Tableau 2), sa durée de vie s'en
trouvera réduite.

« Un filtre en ligne ou une colonne de garde peuvent étre utilisés pour
protéger votre colonne et prolonger sa durée de vie.

* Les colonnes ne doivent pas étre maintenues a un pH élevé ou a une
temperature élevée lorsqu'elles ne sont pas utilisées.

« |l est possible que les colonnes neuves renferment un mélange de
solvants organiques et d'eau pouvant contenir des sels tampon (voir
Tableau 3). Des précautions doivent étre prises des le départ afin
qu'aucune phase mobile, risquant de provoquer la formation d'un
précipité ou de ne pas étre entierement miscible, ne traverse la
colonne.



Tableau 3. Solvants d’expédition

Solvant

Colonne

Echange de cations
Agilent Bio WCX, Bio SCX
et Bio MAb

Agilent PL-SCX

Echange d"anions
Agilent Bio SAX et
Bio WAX,

Agilent PL-SAX

Agilent Bio-Monolith
QA, DEAE, SO,

d’exp

Tampon phos-
phate 20 mM,
pH 6,0

Na,S0, 0,1 M et

0,02 % d'azoture
de sodium

Tampon phos-
phate 20 mM,
pH 6,0

Na,S0, 0,1 M et
0,02 % d'azoture
de sodium

20 % d'éthanol

Compatibilité

Ensemble des éluants, tampons
et sels, généralement utilisés
pour |'échange d'ions.

Compatible avec les détergents
non ioniques et zwitterioniques,
mais NON compatible avec les
détergents cationiques.

Ensemble des éluants, tampons
et sels, généralement utilisés
pour I'échange d'ions.

Compatible avec les détergents
non ioniques et zwitterioniques,
mais NON compatible avec les
détergents anioniques.

Ensemble des éluants, tampons
et sels, généralement utilisés
pour |'échange d'ions. Jusqu'a
2,0 M de NaOH et 1,0 M d'HCI.
Solutions aqueuses contenant
jusqu'a 30 % de 2-propanol,
méthanol, acétonitrile. Jusqu'a
50 % d'acide acétique. Jusqu'a
70 % d'éthanol. Solutions
enzymatiques telles que
pepsine, trypsine, DNase.



Sélection de la phase mobile

L'échange d'ions requiert des tampons agueux pour le contrdle du pH,

et plus fréquemment des gradients de sels pour |'élution. Par ailleurs,

un gradient de pH peut étre utilisé a force ionique constante. Pour les
protéines et les peptides, le pH initial du tampon doit étre séparé du point
isoélectrique par une unité de pH au minimum.

Entretien des colonnes

Les colonnes présentant une granulométrie inférieure a 2 pm possédent
un fritté d'entrée de 0,5 um. Les particules boucheront les frittés d'entrée
des colonnes et doivent donc étre retirées avant d'analyser I'échantillon.
Lorsque cela n'est pas possible, un filtre en ligne doit étre utilisé pour
protéger et prolonger la durée de vie de la colonne analytique. Il est
conseillé de filtrer les échantillons avant de les injecter sur une colonne.

Nettoyer votre colonne pour prolonger
sa durée de vie

Une augmentation de la contrepression de la colonne est susceptible de
survenir au cours du temps. L'absorption de protéines sur le matériau de
remplissage ou sur le fritté d’entrée provoquera cette augmentation de la
pression et diminuera les performances de la colonne. Un nettoyage de la
colonne peut diminuer la contrepression et améliorer ses performances.

Lorsqu'une colonne de garde ou un filtre de précolonne sont utilisés,
remplacez la colonne de garde ou le filtre et retirez la colonne principale.
Pour nettoyer la colonne, rincez-la dans la direction inverse avec le
tampon de nettoyage pendant au moins 15 volumes de colonnes a une
pression ne dépassant pas 50 % de la limite de pression maximale.



Tableau 4. Instructions de nettoyage

Colonne Nettoyage des colonnes

Bio SCX, Tampon phosphate 50 mM, NaCl 1 M, pH 10. Pour les protéines
Bio WCX et basiques, rincez la colonne avec un tampon de nettoyage salin
Bio MAb de faible pH. Pour les protéines acides, rincez la colonne avec

un tampon de nettoyage salin de pH plus élevé. Les protéines
hydrophobes peuvent étre éliminées a |'aide d'un tampon de
nettoyage contenant un solvant organique.

Bio SAX et Nitrate de potassium 150 mM dans 75 % d'acétonitrile, pH 2
Bio WAX (ajusté au HCI).

PL-SAX et Acide 1 M, par exemple de I'acide acétique ou chlorhydrique
PL-SCX et base 1 M, par exemple de |'hydroxyde de sodium. Si la

contamination est due & de petites particules hydrophobes, par
exemple des graisses, des détergents et des peptides, la matrice
doit alors étre lavée avec un alcool organique. L'addition de

0,17 % d'acide trifluoroacétique a I'alcool organique peut étre
avantageuse. Aprés chaque séquence de lavage, une élution a
teneur élevée en sels doit étre effectuée, et aprés un nettoyage
minutieux, la colonne doit étre conditionnée suivant les instruc-
tions (voir Tableau 1).

Bio-Monolith Lavez avec au moins 2 mL d'un tampon contenant du NaCl 1 M

(QA, DEAE, SO,) | 4 un débit compris entre 0,5 et 1,0 mL/min. Reconditionnez la
colonne avec 5 a 6 mL de la phase mobile initiale a un débit de
1 mL/min. Pour des résultats optimaux, répétez ces étapes a la
fin de chaque analyse chromatographique.

Recommandations pour le stockage

Le stockage a long terme des colonnes échangeuses d'ions peut
étre effectué en toute sécurité (voir Tableau 5 pour les instructions
spécifiques a chaque phase). Préalablement au stockage, les
raccords doivent étre soigneusement obturés par des bouchons afin
d'empécher I'assechement du remplissage. Il est possible de stocker
les colonnes en toute sécurité de un a plusieurs jours dans la plupart
des phases mobiles.



Tableau 5. Instructions de stockage

Colonne Instructions de rincage avant un stockage a long terme

Bio SCX, Bio Rincez & I'aide d'un tampon phosphate 20 mM (solution
WCX et Bio d'expédition) avec 0,1 % de NaN, (azoture de sodium) a pH 6,0.
MAb Rincez avec au moins 15 volumes de colonne.

Bio SAX et Bio Rincez a I'aide de Tris 20 mM avec 0,1 % de NaN, (azoture de

WAX sodium) a pH 8,0. Rincez avec au moins 15 volumes de colonne.
PL-SAX et Lavez avec du chlorure de sodium 1 M. Aprés un rincage avec
PL-SCX de I'eau, le tampon de stockage de Na,S0, 0,1 M contenant

0,02 % d'azoture de sodium peut étre ajouté.

Bio-Monolith Sila colonne reste inutilisée pendant plus de deux jours, elle

(QA, DEAE, SO,) | doit étre lavée avec au moins 1 mL d'eau déionisée puis rincée
avec au moins 2 mL d’une solution d'éthanol a 20 % a un débit
compris entre 0,2 et 0,5 mL/min, fermée avec des bouchons
pour colonne, et stockée convenablement entre 4 et 30 °C.

Conseils pour obtenir des résultats
chromatographiques optimaux

« Optimisez votre instrument en minimisant les longueurs des
connexions afin de réduire le volume extra colonne ainsi que
I'élargissement des bandes. Utilisez des capillaires rouges de
d.i. 0,72 mm pour les colonnes de CPL rapide/haute efficacité.
Pour en savoir plus sur les différents capillaires, consultez le site
agilent.com/chem/Iccapillaries

= Assurez-vous que la fréquence de collecte des données est
optimisée pour votre colonne.

« Utilisez la filtration ou d'autres techniques de préparation
d'échantillons, selon le cas, pour votre échantillon. Pour en savoir
plus, consultez le site agilent.com/chem/sampleprep

« Utilisez des lampes certifiées dans vos

instruments de CPL pour bénéficier de , —_——
performances optimales. D
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Dieser Leitfaden enthalt allgemeine Informationen
zu den Agilent BioHPLC- und AdvanceBio-lonen-
austausch-Saulen. Weiterfiihrende Informationen
zu bestimmten Phasen oder Produktfamilien finden
Sie unter:
agilent.com/chem/biocolumnchoices

Erste Schritte

Jeder Agilent Séule ist ein QC-Leistungsprotokoll mit Testchromato-
gramm beigefiigt. Das fir die QC-Tests eingesetzte Chromatographie-
system ist ein im Hinblick auf minimales Totvolumen modifiziertes
Standardsystem, kann also von dem in Ihrem Labor verwendeten
System abweichen. Dies ermdglicht eine bessere Bewertung der
Séuleneffizienz und sichert eine gleichbleibende Produktqualitat.

Mit einem optimierten LC-System erzielen Sie vergleichbare
Ergebnisse wie im Chromatogramm des QC-Leistungsprotokolls.

Wenn Sie spezifische Fragen haben, wenden Sie sich bitte an das
technische Supportteam von Agilent unter

agilent.com/chem/columnsupport
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Verwendung der Saule
Installation

» Die Flussrichtung ist auf der Saule angegeben.

« Agilent empfiehlt Polyketon-Fittings (Best.-Nr. 5042-8957)
fiir Saulen bis zu 600 bar und abnehmbare 1200-bar-Fittings
(Best.-Nr. 5067-4733) fiir Saulen, die bei UHPLC-Driicken betrieben

werden.
I|
<
Polyketon-Fitting, Abnehmbare 1200-bar-Fittings von
Best.-Nr. 5042-8957 Agilent, Best.-Nr. 5067-4733

Séaulenkonditionierung

Jede Séule wird vor dem Versand gepriift. Vor der ersten Verwendung
miissen Sie das Transportldsungsmittel durch Ihren Eluenten ersetzen und
die Saule mit dem richtigen Gegenion konditionieren. Achten Sie darauf,
dass alle Komponenten mischbar und I6slich sind. Stellen Sie sicher, dass
die Saule vor dem Gebrauch und vor dem Start jeder Analyse in einer
Sequenz richtig aquilibriert wurde (siehe Tabelle 1). Dadurch wird die
Reproduzierbarkeit sichergestellt und eine Retentionszeitverschiebung
vermieden. Bei der Installation einer Saule empfiehlt es sich, immer mit
einer niedrigen Flussrate zu beginnen. Sobald sich der Druck stabilisiert,
kann die Flussrate auf die Betriebsflussrate erhht werden, die fir die
Analyse verwendet werden soll.
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Tabelle 1: Gebrauchshinweise — Vor der ersten Verwendung

Saule Verfahren

Bio IEX und

Bio MADb: Spiilen Sie die
Transportlosung (20 mM
Phosphatpuffer, pH 6,0) aus
und konditionieren Sie die
Saule vor der Verwendung
mit dem bendtigten
Gegenion.

PL-SAX und

PL-SCX: Spiilen Sie die
Transportlosung

(0,1 M Na,S0, und 0,02 %
Natriumazid) aus und
konditionieren Sie die Saule
vor der Verwendung mit
dem bendgtigten Gegenion.
Far Saulen mit 4,6 mm wird
fur das folgende Verfahren
eine Rate von 0,5 mL/min
empfohlen.

Bio-Monolith: Spillen

Sie die Transportlosung

(20 % Ethanol) aus und
konditionieren Sie die Saule
vor der Verwendung mit
dem bendgtigten Gegenion.

N

w

)

w

N~

w

. Spiilen Sie die Saule mit 20 Saulenvolumina

des Beladungspuffers (Puffer A) bei 0,1 mL/min.
Erhohen Sie die Flussrate schrittweise, bis Sie
Ihre gewiinschten Betriebsbedingungen
erreichen, und warten Sie, bis sich die Basislinie
stabilisiert hat.

. Wenn die Basislinie oder der Saulenriickdruck

fluktuieren, erhohen Sie die Flussrate fir 3 bis
5 Minuten. Beachten Sie dabei den maximalen
Druck fiir jede PartikelgroRe.

. Nach der Aquilibrierung und Stabilisierung der

Basislinie kann Probenmaterial injiziert werden.

. Eluieren Sie 5 Saulenvolumina mit der

Komponente mit niedriger lonenstérke der
mobilen Phase (Puffer A).

. Tauschen Sie das Gegenion aus, indem Sie mit

der Komponente mit hoher lonenstarke der
mobilen Phase eluieren (Puffer B). Fahren Sie
mit diesem Eluenten fort, bis eine stabile
Basislinie mit der gewiinschten Empfindlichkeit
erreicht ist (mindestens 5 Saulenvolumina).

. Aquilibrieren Sie die Saule vor der Verwendung

mit Puffer A (mindestens 5 Saulenvolumina).

. Spulen Sie die Saule mit mindestens

10 Saulenvolumina der bindenden mobilen
Phase (niedrige lonenstarke) bei halber
Arbeitsflussrate.

Spiilen Sie die Saule mit mindestens 10
Saulenvolumina des Puffers mit hoher
lonenstarke (z. B. Puffer mit 1,0 oder 2,0 M
NaCl) bei halber Arbeitsflussrate.

. Aquilibrieren Sie die Saule mit mindestens 10

Saulenvolumina der bindenden mobilen Phase
(niedrige lonenstarke) bei normaler
Arbeitsflussrate (bzw. mit 20 Saulenvolumina
fur die DEAE-Séule mit schwachem
Anionenaustausch).
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Wichtige Sicherheitshinweise

« An allen Verbindungsstellen in Fliissigkeitschromatographie-Systemen
konnen Leckagen auftreten. Der Benutzer muss daher hinsichtlich der
Toxizitat und Brennbarkeit der eingesetzten mobilen Phasen geeignete
Sicherheitsvorkehrungen treffen.

« Aufgrund der geringen PartikelgroRe bildet trockenes
Packungsmaterial der Saulen einatembare Staube. Agilent
empfiehlt daher, die Endfittings nicht zu entfernen, damit das
Packungsmaterial nicht freigesetzt werden kann. Die Saulen diirfen
nur von geschultem Personal unter einem Abzug gedffnet werden.

« Der fir die einzelnen Saulen angegebene maximale Betriebsdruck
muss unbedingt eingehalten werden (siehe Tabelle 2). Ein Uber-
schreiten dieser Grenzwerte beeintrachtigt die Chromatographie-
leistung und Lebensdauer der Saule und kann gefahrlich sein.

Tabelle 2: Maximale Betriebsparameter — Saulen bis 4,6 mm

pH-

Stabilitat

Bio MAb 20-120

Bio IEX (SCX, 20-120
WCX, SAX,
WAX)

PL-SAX, PL-SCX | 1,0—-14,0

Bio-Monolith | 2,0-13,0
(OA, DEAE,
S03)

Maximale

Betriebs- Maximaler

temperatur Betriebsdruck

80 °C 1,7 um = 689 bar;
3 um =557 bar,
5 um =413 bar,
10 pm = 275 bar

80°C 1,7 ym = 689 bar;
3 um =557 bar,
5 um =413 bar,
10 ym = 275 bar

80 °C 207 bar

40°C 150 bar



DEUTSCH

« In der Regel schadet das Riickspiilen der Saule nicht. Dennoch sollte
Riickspiilen vermieden werden, es sei denn, die Fritte ist verstopft und
muss gereinigt werden (siehe ,Pflege der Saule”).

Weitere Tipps zur Bedienung

* Es wird empfohlen, mit einer reduzierten Flussrate zu beginnen und
diese allmahlich auf die gewiinschte Betriebsflussrate zu erhéhen.

« lerwenden Sie zur Herstellung der mobilen Phase stets hochreine
Reagenzien und Chromatographie-Losungsmittel. Entgasen und filtern
Sie die mobile Phase vor dem Gebrauch.

* Das Zerlegen der Saule verschlechtert ihre Leistung.

* Wenn die Saule mit einer mobilen Phase aulerhalb des empfohlenen
pH-Bereichs betrieben wird (siche Tabelle 2), verkiirzt sich ihre
Lebensdauer.

« Mit einem In-Line-Filter oder einer Vorséule kénnen Sie Ihre Saule
schiitzen und die Lebensdauer erhohen.

« Saulen, die nicht in Gebrauch sind, sollten nicht bei erhéhtem pH-Wert
oder erhohter Temperatur aufbewahrt werden.

« Neue Séulen konnen eine Mischung aus organischen Losungsmitteln
und Wasser enthalten, in der Puffersalze gelost sind (siehe Tabelle 3).
Achten Sie zunachst darauf, dass die Saule nicht mit einer mobilen
Phase beschickt wird, die Ausfallungen bewirkt oder nicht vollstandig
mischbar ist.
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Tabelle 3: Transportlosungsmittel

Kationenaustausch
Agilent Bio WCX,

Bio SCX und

Bio MAb

Agilent PL-SCX

Anionenaustausch
Agilent Bio SAX und
Bio WAX

Agilent PL-SAX

Agilent Bio-Monolith
QA, DEAE, SO,

20 mM

Phosphatpuffer,

pH-Wert 6,0
0,1 M Na,S0,

und 0,02 %
Natriumazid

20 mM

Phosphatpuffer,

pH-Wert 6,0
0.1 M Na,S0,

und 0,02 %
Natriumazid

20 % Ethanol

Alle gebrauchlichen
lonenaustausch-Eluenten,
Puffer und Salze.

Kompatibel mit nichtionischen
und zwitterionischen
Detergenzien, jedoch NICHT
kompatibel mit kationischen
Detergenzien.

Alle gebrauchlichen
lonenaustausch-Eluenten,
Puffer und Salze.

Kompatibel mit nichtionischen
und zwitterionischen
Detergenzien, jedoch NICHT
kompatibel mit anionischen
Detergenzien.

Alle gebrauchlichen lonen-
austausch-Eluenten, Puffer und
Salze. Bis zu 2,0 M NaOH und
1,0 M HCI. Wassrige Losungen
mit bis zu 30 % 2-Propanol,
Methanol, Acetonitril. Bis zu

50 % Essigséure. Bis zu 70 %
Ethanol. Enzymatische Losungen
wie Pepsin, Trypsin, DNase.
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Beim lonenaustausch werden wassrige Puffer zur Steuerung des
pH-Werts und in der Regel Salzgradienten fir die Elution verwendet.
Alternativ kann ein pH-Gradient mit konstanter lonenstarke verwendet
werden. Der Start-pH-Wert des Puffers sollte mindestens eine
pH-Einheit vom isoelektrischen Punkt abweichen.

Auswahl der mobilen Phase

Pflege der Séule

Saulen mit einer PartikelgréRe von weniger als 2 ym verfigen

{iber eine 0,5-um-Einlassfritte. Da Partikel die Sauleneinlassfritten
blockieren, sollten sie vor der Analyse aus der Probe entfernt werden.
Wenn dies nicht maglich ist, sollte zum Schutz der Saule und zur Erhéhung
ihrer Lebensdauer ein In-Line-Filter verwendet werden. Generell wird fir
alle Saulen empfohlen, Proben vor der Injektion zu filtern.

Reinigung der Saule zur Verldngerung der
Lebensdauer

Es ist wahrscheinlich, dass mit der Zeit ein Anstieg des Saulenriick-drucks
auftritt. Durch Absorption von Protein am Packungsmaterial oder an der
Einlassfritte entsteht ein Druckanstieg, der die Leistung der Saule
beeintrachtigt. Durch Reinigung der Séule kann der Riickdruck gesenkt
und die Leistung verbessert werden.

Bei Verwendung einer Vorséule oder eines Vorsaulenfilters ersetzen Sie die
Vorsaule oder den Filter und entfernen Sie die Hauptséule.

Um die Séule zu reinigen, spiilen Sie diese in umgekehrter Richtung mit
dem Reinigungspuffer (mindestens 15 Saulenvolumina) bei hochstens

50 % des maximalen Drucks fiir die jeweilige Phase bzw. PartikelgréRe.
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Tabelle 4: Reinigung

Saule

Bio SCX,
Bio WCX und
Bio MAb

Bio SAX und
Bio WAX

PL-SAX und
PL-SCX

Bio-Monolith
(QA, DEAE, S0O,)

R en der Saule

50 mM Phosphatpuffer, 1 M NaCl, pH-Wert 10. Fir basische
Proteine: Spiilen Sie die Séule mit einem salzhaltigen
Reinigungspuffer mit niedrigem pH-Wert. Fir saure Proteine:
Spiilen Sie die Saule mit einem salzhaltigen Reinigungspuffer
mit hoherem pH-Wert. Hydrophobe Proteine konnen durch
Verwendung einer organischen Losung entfernt werden, die
Reinigungspuffer enthalt.

150 mM Kaliumnitrat in 75 % Acetonitril, pH-Wert 2
(mit HCI eingestellt).

1 M Séure, z. B. Essig- oder Salzsaure, und 1 M Base, z. B.
Natriumhydroxid. Wenn die Kontamination auf kleine
hydrophobe Molekiile zurtickzufiihren ist, z. B. Fette,
Detergenzien und Peptide, sollte die Matrix mit einem
organischen Alkohol gesplt werden. Eine Zugabe von 0,1 %
Trifluoressigsaure zum Alkohol kann vorteilhaft sein. Nach jeder
Spuilsequenz sollte eine Elution mit hohem Salzgehalt
durchgefihrt werden und nach griindlicher Reinigung sollte die
Saule nach den Anweisungen konditioniert werden (siehe
Tabelle 1).

Mit mindestens 2 mL eines Puffers mit Zusatz von 1 M NaCl bei
0,5 bis 1,0 mL/min spiilen. Rekonditionieren Sie die Saule mit 5
bis 6 mL der anfanglichen mobilen Phase bei 1 mL/min. Fir
beste Ergebnisse wiederholen Sie diese Schritte am Ende jedes
Chromatographielaufs.

Empfehlungen zur Aufhewahrung

lonenaustausch-Saulen konnen iiber langere Zeit sicher gelagert
werden (spezielle Anweisungen zu den einzelnen Phasen finden Sie
in Tabelle 5). Vor der Lagerung missen die Endfittings fest mit
Endstopfen verschlossen werden, um die Saulenpackung vor dem
Austrocknen zu schiitzen. Saulen kénnen in den meisten mobilen
Phasen fir einen Zeitraum zwischen einem und mehreren Tagen
sicher aufbewahrt werden.
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Tabelle 5: Hinweise zur Lagerung

Saule Hinweise zum Spiilen vor der Langzeitlagerung

Bio SCX, Bio ' Unter Verwendung von 20 mM Phosphatpuffer (Transportlsung)
WCX und mit 0,1 % NaN; (Natriumazid) bei pH 6,0 spiilen. Mindestens mit
Bio MAb der 15fachen Menge des Saulenvolumens spilen.

Bio SAXund | Unter Verwendung von 20 mM Tris mit 0,1 % NaN, (Natriumazid)
Bio WAX bei pH 8,0 spiilen. Mindestens mit der 15fachen Menge des
Saulenvolumens spiilen.

PL-SAX und Mit 1 M Natriumchlorid spiilen. Nach Spiilen mit Wasser kann der
PL-SCX Aufbewahrungspuffer (0,1 M Na,SO, mit 0,02 % Natriumazid)
eingefiihrt werden.

Bio-Monolith | Wenn die Saule langer als zwei Tage nicht verwendet wird, sollte

(QA, DEAE, diese mit mindestens 1 mL entionisiertem Wasser ausgespiilt und

S0,) anschlieRend mit mindestens 2 mL einer 20%igen Ethanolldsung mit
einer Flussrate von 0,2 bis 0,5 mL/min gespiilt, mit Saulen-
endstopfen versiegelt und bei 4 bis 30 °C gelagert werden.

Tipps fiir optimale Chromatographieergebnisse

* Optimieren Sie Ihr Chromatographiesystem durch Minimierung der
Kapillarlangen zwischen den Komponenten. Dadurch verringern
Sie das Totvolumen und die Bandenverbreiterung. Verwenden Sie
fur Fast LC/High Efficiency-Saulen rote Kapillaren mit 0,12 mm
Innendurchmesser. Weitere Informationen zu unseren Kapillaren
finden Sie unter agilent.com/chem/Iccapillaries

« Stellen Sie sicher, dass die Datenerfassungsrate fiir lhre Saule
optimiert ist.

« Fiihren Sie eine Probenfiltration oder eine andere geeignete
Methode der Probenaufbereitung durch. Weitere Informationen
finden Sie unter

agilent.com/chem/sampleprep —

* Verwenden Sie nur zertifizierte A - =
Lampen in Ihren LC-Geraten, um eine :
optimale Leistung sicherzustellen.
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Questo opuscolo fornisce informazioni generali sulla
colonna a scambio ionico BioHPLC e AdvanceBio
Agilent. Per altre informazioni dettagliate su questa
fase specifica o famiglia di prodotti, vedi:
agilent.com/chem/biocolumnchoices

Introduzione

A ogni nuova colonna Agilent ¢ allegato un report sulle prestazioni
QC della colonna, che include un cromatogramma di prova. Il
sistema di prova QC é stato modificato partendo da un sistema
standard, al fine di ridurre al minimo il volume morto del sistema,
pertanto puo differire dal sistema utilizzato nel tuo laboratorio. Cio
consente una migliore valutazione dell'efficienza della colonna e
assicura una maggiore affidabilita del prodotto. L'ottimizzazione del
sistema LC porta a risultati simili a quelli del cromatogramma incluso
nel report sulle prestazioni QC.

Per domande specifiche, contatta il team di supporto tecnico alla
pagina agilent.com/chem/columnsupport
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Utilizzo della colonna
Installazione

* La direzione del flusso & indicata sulla colonna.

» Agilent raccomanda di utilizzare raccordi in PEEK (cod. 5042-8957)
per colonne fino a 600 bar e raccordi in acciaio 1200 bar
(cod. 5067-4733) per colonne che saranno utilizzate a pressioni

B

Raccordi in polichetone Raccordo in acciaio Agilent,
cod. 5042-8957 1200 bar, cod. 5067-4733

Condizionamento della colonna

Prima del trasporto, ogni colonna viene sottoposta a test. Quindi, per il
primo utilizzo, il solvente di trasporto deve essere sostituito con eluente,
e la colonna condizionata con il contro-ione corretto. Assicurarsi che tutti
i componenti siano miscibili e solubili. Accertarsi che la colonna sia stata
correttamente equilibrata prima di utilizzarla e prima dell'awio di ogni
analisi in una sequenza (vedi Tabella 1). Cio garantira la riproducibilita
e aiutera a prevenire la deriva del tempo di ritenzione. Quando si installa
una colonna & sempre raccomandabile iniziare a condizionarla a flusso
non elevato; una volta stabilizzata la pressione, aumentare il flusso fino al
livello operativo che sara utilizzato per I"analisi.
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Tabella 1. Istruzioni - prima di iniziare a utilizzare la colonna

Bio IEX e Bio MAb:
Eliminare con lavaggio

la soluzione di trasporto
(tampone fosfato 20 mM, pH
6,0) e condizionare la colonna
con il contro-ione richiesto,
prima di utilizzarla.

PL-SAX e PL-SCX:
Eliminare con lavaggio

la soluzione di trasporto

(0,7 M Na,S0, e sodio azide
0,02%) e condizionare la
colonna con il contro-ione
richiesto prima di utilizzarla.
Si raccomanda di eseguire
la seguente procedura a una
velocita di 0,5 mL/min per una
colonna dal diametro interno
di 4,6 mm.

Bio-Monolith: Eliminare
con lavaggio la soluzione di
trasporto (etanolo 20%) e
condizionare la colonna con il
contro-ione richiesto prima di
utilizzarla.

N

w

N

w

N

w

Procedura

. Lavare la colonna con 20 volumi colonna del

tampone di caricamento (tampone A) a 0,1
mL/min. Aumentare gradualmente il flusso
fino a raggiungere le condizioni operative
previste e ottenere una linea di base piatta.
Se la linea di base o la contro-pressione
della colonna fluttua, aumentare il flusso
per 3-bmin, tenendo presente il valore di
pressione massima per ciascuna dimensione
delle particelle.

. Una volta equilibrata e ottenuta la stabilita

della linea di base, la colonna é pronta per
I'iniezione del campione.

. Eluire per 5 volumi colonna con il compo-

nente a bassa forza ionica della fase mobile,
tampone A.

Scambiare il contro-ione eluendo con il
componente ad alta forza ionica della fase
mobile, tampone B. Continuare con questo
eluente fino ad avere una linea di base
stabile alla sensibilita richiesta, un minimo di
5 volumi colonna.

. Equilibrare con tampone A per un minimo di

5 volumi colonna prima dell’ utilizzo.

. Lavare con almeno 10 volumi colonna della

fase mobile legante (bassa forza ionica) a
meta del flusso di lavoro.

Lavare con almeno 10 volumi colonna

del tampone ad alta forza ionica (per es.
tampone con 1,0 0 2,0 M NaCl) a meta del
flusso di lavoro.

. Equilibrare con almeno 10 volumi colonna

(20 volumi colonna per la colonna, DEAE,
a scambio anionico debole) di fase mobile
legante (bassa forza ionica) a flusso di lavoro.
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Importanti considerazioni sulla sicurezza

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

» Poiché le particelle sono di piccole dimensioni, gli impaccamenti
a secco delle colonne possono essere inalati. Agilent sconsiglia di
smontare i raccordi terminali della colonna e di esporre all‘aria la fase.
Le colonne devono essere aperte solo da personale addestrato in zona
ben aerata.

« Si raccomanda di rispettare i limiti di pressione operativa riportati per
ogni colonna (vedi Tabella 2). Superare questi limiti influisce sulle
prestazioni della cromatografia e sulla durata della colonna e inoltre
potrebbe essere pericoloso.

Tabella 2. Max. parametri operativi — colonne
fino a 4,6 mm

Massima
Stabilita temperatura Massima pressione
Colonna del pH operativa operativa
Bio MAb 20-120 80 °C 1,7 ym = 689 bar;
3 um =551 bar;
5um =413 bar,
10 pm = 275 bar
Bio IEX (SCX, 20-120 80 °C 1,7 ym = 689 bar;
WCX, SAX, 3 um =557 bar,
WAX) 5 pm = 413 bar;
10 pm = 275 bar
PL-SAX, PL-SCX | 1,0-14,0 80 °C 207 bar
Bio-Monolith 20-130 40°C 150 bar
(QA, DEAE,

S03)
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Altri consigli operativi

* Anche se il flusso inverso generalmente non & dannoso per la colonna,
dovrebbe tuttavia essere evitato, se non nel tentativo di rimuovere
ostruzioni dal frit (vedi “manutenzione colonna”).

» Si raccomanda di iniziare il condizionamento con un flusso ridotto e
quindi aumentarlo lentamente fino alla portata operativa desiderata.

« 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.

» Smontando la colonna si riducono le prestazioni della colonna stessa.

* Un utilizzo della colonna all'esterno degli intervalli di pH raccomandati
per la fase della colonna (vedi Tabella 2) ridurra la sua durata
operativa.

« Per proteggere la colonna e aumentarne la durata operativa, si puo
utilizzare un filtro in linea o una precolonna.

* Le colonne non devono essere tenute a pH o temperatura elevata se
non sono utilizzate.

* Le nuove colonne possono contenere una miscela di solventi organici
e acqua, con |'eventuale presenza di sali tampone (vedi Tabella 3).
Inizialmente, prestare attenzione alle fasi mobili da far passare nella
colonna, poiché possono causare la formazione di un precipitato
oppure potrebbero non essere completamente miscibili.



Tabella 3. Solventi di trasporto

Colonna

Scambio cationico
Bio WCX, Bio SCX, e
Bio MAb Agilent

PL-SCX Agilent

Scambio anionico
Bio SAX e Bio WAX Agilent

PL-SAX Agilent

Bio-Monolith Agilent
QA, DEAE, SO,

Solventi di
trasporto

20 mM di tampone
fosfato, pH 6,0

0,1MNa,S0, e
sodio azide 0,02%

20 mM di tampone
fosfato, pH 6,0

0,1MNa,S0, e
sodio azide 0,02%

Etanolo 20%

ITALIANO

Compa

Tutti eluenti per scambio ionico,
tamponi e sali comunemente
utilizzati.

Compatibili con detergenti
non-ionici e zwitterionici, ma
NON compatibili con detergenti
cationici.

Tutti eluenti per scambio ionico,
tamponi e sali comunemente
utilizzati.

Compatibili con detergenti
non-ionici e zwitterionici, ma
NON compatibili con detergenti
anionici.

Tutti eluenti per scambio ionico,
tamponi e sali comunemente
utilizzati. Fino a 2,0 M NaOH e
1,0 M HCI. Soluzioni acquose
fino al 30% di 2-propanolo,
metanolo, acetonitrile. Fino

al 50% di acido acetico. Fino
al 70% di etanolo. Soluzioni
enzimatiche come pepsina,
tripsina, DNasi.
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Selezione della fase mobile e temperature operative

Lo scambio ionico utilizza tamponi acquosi per controllare il pH, piu
comunemente gradienti salini per eluizione. In alternativa, puo essere
utilizzato un gradiente di pH a forza ionica costante. Il pH del tampone di
awio dovrebbe scostarsi di almeno una unita di pH dal punto isoelettrico
per proteine e peptidi.

Manutenzione della colonna

Colonne con particelle a dimensione minore di 2 ym hanno un frit di
ingresso di 0,5 pm. Il particolato blocca i frit di ingresso della colonna e
deve essere eliminato prima di procedere all'analisi del campione. Se cio
non é possibile, si consiglia di utilizzare un filtro in linea per proteggere la
colonna analitica e aumentarne la durata operativa. Si raccomanda inoltre
di filtrare i campioni, prima di iniettarli in colonna.

Lavare la colonna per una maggiore durata
operativa

E' probabile che col tempo si verifichi un aumento di contropressione della
colonna. L'assorbimento di proteine al materiale di impaccamento o sul
frit di ingresso & causa di questo aumento in pressione e ridurra anche

le prestazioni della colonna. Lavare la colonna puo abbassare il valore di
contropressione e migliorare la prestazione.

E possibile utilizzare una precolonna o filtro precolonna, sostituire la
protezione o il filtro ed smontare la colonna principale. Per pulire la
colonna, lavarla in direzione inversa con il tampone di pulizia per almeno
15 volumi colonna a non oltre il 50% del limite massimo di pressione delle
particelle.
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Tabella 4. Istruzioni per la pulizia

Colonna Lavaggio della colonna

Bio SCX, Tampone fosfato 50 mM, 1 M NaCl, pH 10. Per proteine
Bio WCX e basiche, lavare la colonna con un tampone di lavaggio salino a
Bio MAb basso pH. Per proteine acide, lavare la colonna con un tampone

di lavaggio salino a pH pit alto. Le proteine idrofobiche possono
essere eliminate utilizzando un tampone di lavaggio contenente
solvente organico.

Bio SAX e 150 mM potassio nitrato in acetonitrile al 75%, pH 2 (regolato
Bio WAX con HCI).

PL-SAX e 11 M acido, per es. acetico o cloridrico e 1 M base, per es.
PL-SCX idrossido di sodio. Se la contaminazione & dovuta a piccole

molecole idrofobiche, per es. grassi, detergenti e peptidi, allora
la matrice dovrebbe essere lavata con un alcool organico.
L'aggiunta di acido trifluoroacetico allo 0,1% al prodotto organi-
co puo essere vantaggioso. Dopo ogni sequenza di lavaggio,
dovrebbe essere eseguita una eluizione ad alta salinita, e dopo
ogni pulizia completa, la colonna dovrebbe essere condizionata
secondo le istruzioni (vedi Tabella 1).

Bio-Monolith Lavare con almeno 2 mL di un tampone contenente 1 M di

(QA, DEAE, SO,) | NaCl a flusso da 0,5 a 1,0 mL/min. Ricondizionare la colonna
con 5 0 6 mL della fase mobile iniziale a 1 mL/min. Per avere i
migliori risultati, ripetere questi passaggi al termine di ogni ciclo
cromatografico.

Raccomandazioni di magazzinaggio

La conservazione a lungo termine di colonne a scambio ionico
puo essere eseguito in modo sicuro (vedi Tabella 5 per istruzioni
epecifiche di fase). Prima diriporla, i raccordi terminali devono
essere chiusi ermeticamente con tappi terminali per evitare che
I'impaccamento si secchi. Le colonne possono essere conservate
da 1 a parecchi giorni nella maggior parte delle fasi mobili.
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Tabella 5. Istruzioni di stoccaggio

prima dello stoccaggio a lungo

Colonna termine

Bio SCX, Bio Lavare usando un tampone fosfato da 20 mM (la soluzione di
WCX e Bio trasporto), con 0,1% NaN, (sodio azide) a pH 6,0. Eseguire un
MAb lavaggio con almeno 15 volumi colonna.

Bio SAX e Bio Lavare utilizzando 20 mM Tris con 0,1% NaN, (sodio azide) a pH
WAX 8,0. Eseguire un lavaggio con almeno 15 volumi colonna.
PL-SAX e Lavaggio con 1 M di cloruro di sodio. Dopo il lavaggio ad acqua,
PL-SCX puo essere introdotto il tampone di stoccaggio 0,1 M Na,SO,

contenente sodio azide 0,02%.

Bio-Monolith Se la colonna non sara utilizzata per piti di due giorni, lavarla

(QA, DEAE, SO,) ' con almeno 1 mL di acqua DI e quindi eseguire un lavaggio con
almeno 2 mL di una soluzione al 20% di etanolo ad un flusso
da 0,2 a 0,5 mL/min; quindi chiuderla ermeticamente con tappi
terminali da colonna, e conservarla adeguatamente ad una
temperatura trai 4 ei30 °C.

Consigli per avere i migliori risultati
cromatografici

« Ottimizza la tua strumentazione riducendo al minimo la lunghezza
dei tubi tra i componenti per ridurre il volume extra colonna e
|'allargamento della banda. Utilizza tubi rossi da 0,12 mm d.i. per
colonne ad alta efficienza/Fast LC. Per saperne di piti sulle opzioni dei
capillari vai alla pagina agilent.com/chem/Iccapillaries

« Verifica che la velocita di acquisizione dei dati sia ottimizzata per
la tua colonna.

« Per ogni campione, a seconda della matrice, utilizzare adeguate
procedure di preparazione, come la filtrazione. Per saperne di pit,
visita la pagina del sito agilent.com/chem/sampleprep

« Utilizza lampade certificate sugli
strumenti LC per avere migliori
prestazioni.




En este folleto se ofrece informacion general
sobre las columnas de intercambio i6nico Agilent
BioHPLC y AdvanceBio. Si desea obtener mas
informacion acerca de una fase o una familia
determinadas, consulte:
agilent.com/chem/biocolumnchoices

Introduccion

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 eficacia de la
columna y se garantiza un producto mas coherente. Un sistema LC
optimizado generara resultados similares al cromatograma de su
informe de Control de Calidad (QC) de rendimiento.

Si desea hacer alguna pregunta concreta, pongase en contacto con
el equipo de asistencia técnica mediante

agilent.com/chem/columnsupport
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Uso de la columna
Instalacion

» La direccion del flujo estd marcada en la columna.

« Agilent recomienda el uso de conexiones de policetona
(ref. 5042-8957) en el caso de las columnas de hasta 600 bar y
de conexiones extraibles de 1200 bar (ref. 5067-4733) en el caso
de las columnas que funcionaran a presiones UHPLC.

Conexion de policetona, Conexion extraible Agilent de
ref. 5042-8957 1200 bar, ref. 5067-4733

Acondicionamiento de la columna

Todas las columnas se prueban antes de su envio. Para el primer uso,
se debe reemplazar el disolvente de transporte por el eluyente, as
como acondicionar la columna con el contraion adecuado. Compruebe
que todos los componentes se puedan mezclar y disolver. Conviene
asegurarse de que la columna se ha equilibrado de forma adecuada
antes de su uso y antes del inicio de cada analisis en una secuencia
(consulte la Tabla 1). De esta manera, se garantiza la reproducibilidad y
se ayuda a prevenir la deriva del tiempo de retencion. Cuando se instala
una columna, es aconsejable comenzar siempre con una velocidad de
flujo baja y, a medida que la presion se estabiliza, aumentar la velocidad
de flujo hasta alcanzar la velocidad de flujo operativa que se usara para
realizar el analisis.



Tabla 1. Instrucciones: antes del primer uso

Columna

Bio IEX y Bio MADb: lavar la
solucion de transporte (tampon
de 20 mM de fosfato, pH 6,0)
y acondicionar con el contraion
necesario antes de su uso.

PL-SAX y PL-SCX: lavar la
solucion de transporte (Na,SO,
de 0,1 My azida sodica al
0,02%) y acondicionar con el
contraion necesario antes de
su uso. Se recomienda realizar
el siguiente procedimiento

a 0,5 mL/min para una
columna de 4,6 mm.

Bio-Monolith: lavar la
solucion de transporte (etanol
al 20%) y acondicionar con
el contraion necesario antes
de su uso.

N

w

)

w

N

w

. Purgue la columna con 20 volimenes de

columna del tampon de carga (tampon A)

a 0,1 mL/min. Aumente gradualmente la
velocidad de flujo hasta que alcance las
condiciones de funcionamiento adecuadas y
deje que se estabilice la linea de base.

Sila linea de base o la retropresion de la
columna fluctuan, aumente el flujo durante
3-5 min, sin olvidar la presion maxima para
cada tamario de particula.

. Una vez que se haya equilibrado vy la linea de

base sea estable, la columna esté lista para
una inyeccion de muestra.

. Eluya con 5 volumenes de columna con el

componente de fuerza ionica baja de la fase
movil, tampon A.

. Intercambie el contraion mediante elucion

con el componente de fuerza ionica alta de

la fase movil, tampon B. Contintie con este
eluyente hasta que se consiga una linea de
base estable con la sensibilidad necesaria, un
minimo de 5 volumenes de columna.

. Equilibre con el tampon A con un minimo de

5 volumenes de columna antes de su uso.

. Lave la columna con al menos 10 voltimenes

de columna de la fase movil de union (fuerza
ionica baja) a la mitad de la velocidad de
flujo operativa.

Lave la columna con al menos 10 volimenes
de columna del tampon de fuerza ionica

alta (por ejemplo, tampon con NaCl de

1,0 0 2,0 M) a la mitad de la velocidad de
flujo operativa.

. Equilibre con al menos 10 volimenes de

columna (20 volimenes de columna para
columna de intercambio aniénico débil de
DEAE) de la fase movil de union (fuerza ioni-
ca baja) a una velocidad de flujo operativa.



Consideraciones importantes sobre la seguridad

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

« Debido al pequefio tamario de las particulas, los envases de las
columnas secas son inhalables. Agilent recomienda no extraer
los terminales de conexion de las columnas ni exponer su interior.
Solamente el personal preparado puede abrir las columnas, lo que
debe efectuarse en una zona con buena ventilacion.

« Aténgase a los limites de presion operativos anotados para cada
columna (consulte la Tabla 2). Si se exceden estos limites, el

rendimiento cromatografico y la vida Util de la columna se veran
afectados, lo que podria ser inseguro.

Tabla 2. Parametros operativos maximos: columnas de

hasta 4,6 mm
Temperatura
Estabilidad operativa Presion operativa
Columna de pH maxima maxima
Bio MAb 20-120 80 °C 1,7 ym = 689 bar;
3 um =551 bar;
5um =413 bar,
10 pm = 275 bar
Bio IEX (SCX, 20-120 80 °C 1,7 ym = 689 bar;
WCX, SAX, 3 um =557 bar,
WAX) 5um =413 bar,
10 pm = 275 bar
PL-SAX, PL-SCX | 1,0-14,0 80 °C 207 bar
Bio-Monolith 20-130 40°C 150 bar

(0A, DEAE, SO,)



Otros consejos operativos

« Aunque, por lo general, no resulta dafiino para la columna, se debe
evitar el flujo inverso, excepto si se intenta extraer una frita obstruida
(consulte la seccion “cuidado de la columna”).

« Se recomienda iniciar la velocidad de flujo a una velocidad reducida
para, a continuacion, ir aumentandola progresivamente hasta alcanzar
la velocidad de flujo operativa deseada.

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

« Si se desmonta una columna, se degradara su rendimiento.

« Si se usa la columna fuera de los rangos de pH recomendados para la
fase de la columna (consulte la Tabla 2), se reducira su vida Util.

* Es posible usar un filtro en linea o una precolumna para proteger la
columna y aumentar su vida Util.

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

* Las columnas nuevas pueden incluir una mezcla de disolventes
organicos y agua, lo que puede contener sales de la solucion tampon
(consulte la Tabla 3). 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 o que no sea completamente
miscible.



Tabla 3. Disolventes de transporte

Columna

Intercambio catidnico
Agilent Bio WCX, Bio SCX
y Bio MAb

Agilent PL-SCX

Intercambio anidnico
Agilent Bio SAX'y Bio WAX

Agilent PL-SAX

Agilent Bio-Monolith
QA, DEAE, SO,

Disolventes de
transporte

Tampon de 20 mM
de fosfato, pH 6,0

Na,S0,de 0,1 M
y azida sodica al
0.02%

Tampon de 20 mM
de fosfato, pH 6,0

Na,S0, de 0,1 M
y azida sodica al
0,02%

Etanol al 20 %

Compatibilidad

Todos los tampones, sales y
eluyentes de intercambio i6nico
que se usan con frecuencia.

Compatibles con detergentes
no ionicos y zwitterionicos,
pero NO son compatibles con
detergentes cationicos.

Todos los tampones, sales y
eluyentes de intercambio i6nico
que se usan con frecuencia.

Compatibles con detergentes
no ionicos y zwitterionicos,
pero NO son compatibles con
detergentes anionicos.

Todos los tampones, sales y
eluyentes de intercambio i6nico
que se usan con frecuencia.
NaOH de hasta 2,0 My HCI de
1,0 M. Soluciones acuosas con
hasta un 30% de 2-propanol,
metanol y acetonitrilo. Hasta un
50% de acido acético. Hasta
un 70 % de etanol. Soluciones
enzimaticas como pepsina,
tripsina, DNasa.



Seleccion de la fase movil y temperaturas
operativas

El intercambio ionico utiliza tampones acuosos para controlar el pH, con
mayor frecuencia gradientes de sal para elucion. De forma alternativa,
puede usarse un gradiente de pH con una fuerza iénica constante. El
pH de tampdn inicial debe estar al menos a una unidad de pH del punto
isoeléctrico para proteinas y péptidos.

Cuidado de la columna

Las columnas con un tamafio de particula inferior a 2 ym cuentan con una
frita de entrada de 0,5 um. Las particulas bloquearan las fritas de entrada
de la columna, por lo que se deben extraer antes de analizar la muestra.
Cuando esto no sea posible, debe usarse un filtro en linea para proteger
la columna analitica e incrementar su vida Util. Se recomienda filtrar las
muestras antes de inyectarlas sobre cualquier columna.

Limpieza de su columna para incrementar su
vida util

Es probable que con el tiempo se produzca un aumento de la retropresion
de la columna. La absorcion de proteinas en el material de empaquetado o
en la frita de entrada provocara este aumento de presion, lo que hara que
disminuya el rendimiento de la columna. La limpieza de la columna puede
hacer que disminuya la retropresion y mejore el rendimiento.

Cuando se utilice un filtro de precolumna, sustituya la precolumna o el
filtro, y extraiga la columna principal. Para limpiar la columna, lavela en la
direccion inversa con el tampdn de limpieza con al menas 15 volimenes de
columna, y a no mas del 50 % del limite méaximo de presion de particulas.



Tabla 4. Instrucciones de limpieza

Colum

Bio SCX,
Bio WCX'y
Bio MAb

Bio SAXy
Bio WAX

L a de la columna

Tampon de 50 mM de fosfato, NaCl de 1 M, pH 10 En el caso
de proteinas basicas, lave la columna con un tampan de limpie-
za salino con un pH bajo. En el caso de proteinas acidas, lave la
columna con un tampon de limpieza que contenga sal con un
pH més alto. Las proteinas hidréfobas pueden eliminarse con un
tampon de limpieza que contenga disolventes organicos.

Nitrato de potasio de 150 mM en acetonitrilo al 75%, pH 2 (HCI
ajustado).

PL-SAX y PL-SCX = Acido de 1 M, por ejemplo acético o hidroclorico, y base de

Bio-Monolith
(QA, DEAE, S0O,)

1 M, como hidraxido sodico. Sila contaminacion se debe a
moléculas hidréfobas pequefias como grasas, detergentes y
péptidos, debe lavarse la matriz con un alcohol organico. Puede
resultar til afadir acido trifluoroacético al 0,1% al alcohol orga-
nico. Después de cada secuencia de lavado debe realizarse una
elucion alta de sal y después de la limpieza, la columna debe
acondicionarse segun las instrucciones (consulte la Tabla 1).

Lave con un minimo de 2 mL de un tampon que contenga NaCl
de 1 Ma0,5y1,0mL/min. Reacondicione la columna con
entre 5 mLy 6 mL de la fase movil inicial a 1 mL/min. Para
obtener los mejores resultados, repita estos pasos al final de
cada andlisis cromatografico.

Recomendaciones para el almacenamiento

El almacenamiento durante un prolongado periodo de tiempo de
columnas de intercambio iénico puede realizarse con seguridad
(consulte la Tabla 5 para conocer las instrucciones especificas
de fase). Antes de su almacenamiento, los terminales de conexion
se deben tapar firmemente con tapones terminales para evitar
que el envase se reseque. Las columnas pueden almacenarse con
seguridad entre uno y varios dias en la mayoria de fases moviles.



Tabla 5. Instrucciones de almacenamiento

Instrucciones de lavado antes del almacen: nto
Columna durante un prolongado periodo de tiempo

Bio SCX, Bio Lave con tampon de 20 mM de fosfato (solucion de transporte) con
WCXy Bio MAb | NaN, (azida sodica) al 0,1% con un pH de 6,0. Lave con al menos
15 volimenes de columna.

Bio SAX y Bio Lave con Tris de 20 mM con NaN, (azida sédica) al 0,1% con un pH

WAX de 8,0. Lave con al menos 15 volimenes de columna.
PL-SAX'y Lave con cloruro sodico de 1 M. Después del lavado con agua,
PL-SCX puede introducirse el tampon de almacenamiento de Na,S0, de

0,1 M que contiene azida sodica al 0,02%.

Bio-Monolith Sila columna no se va a utilizar en més de dos dias, debe lavarse

(QA, DEAE, SO,) ' con al menos 1 mL de agua desionizada y, después, debe lavarse
con al menos 2 mL de una solucion de etanol al 20% a una
velocidad de flujo de entre 0,2 y 0,5 mL/min, sellarse con tapones
terminales de columna y almacenarse entre 4 °C'y 30 °C.

Consejos para obtener los mejores resultados
cromatograficos

. Optimice el instrumento mediante la reduccion de la longitud de
los capilares de conexion entre los componentes; de esta forma, se
disminuye el volumen de columna adicional y el ensanchamiento
de banda. Con las columnas LC rapidas o de alta eficacia, utilice
capilares de conexion rojos con un didmetro interno de 0,12 mm.
Para obtener informacion acerca de las opciones de capilares,
visite agilent.com/chem/Iccapillaries

« AsegUrese de optimizar la velocidad de adquisicion de datos para
la columna.

« Utilice el filtrado de muestras u otros procesos de preparacion de
muestras que sean apropiados para su muestra. Para obtener mas
informacion, visite agilent.com/chem/sampleprep

« Utilice lamparas certificadas con sus T
instrumentos LC para conseguir un mejor ;
rendimiento.
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5 um =413 bar
10 pm = 275 bar

Bio IEX (SCX, 2.0~12.0 80 °C 1.7 um = 689 bar

WCX, SAX, 3 um =551 bar

WAX) 5 um = 413 bar
10 ym = 275 bar

PL-SAX, 1.0~14.0 80 °C 207 bar

PL-SCX

NAFE/YR  2.0~13.0 40 °C 150 bar

(QA, DEAE, SO3)
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PYCCKWI

B 310t 6poLutope paccMoTpeHbl 06LLve cBeeHNA
06 MoHo06MeHHbIX kKonoHkax Agilent BioHPLC
AdvanceBio. lNogpobHee:
agilent.com/chem/biocolumnchoices

Hauano paborbi

Bce konoHku Agilent nocTaBnatoTcA ¢ cepTcKaToM KayecTsa,
cofepalLM TecToBY0 Xpomatorpammy. TectoBoe o6opyaoBaHme,
NpYMEHAEMOE NpK KOHTPOSe KayecTsa, ONTUMU3MPOBAHO OTHOCH-
TenbHO CTaHAApPTHOrO 060PYA0BaHNA, YTO6bI CBECTU K MUHUMYMY
MepTBbIii 06beM cuCTeMbI. [103TOMY OHO MOXET OTIIMYaTLCA OT
1cnonb3yeMblx B nabopatopu cuctem. 1o No3BonAeT nyyllie
OLIeHMBATb KayecTBO KOJIOHKM 1 rapaHTvpyeT nosydyeHue bonee
cTabunbHoro npofykTa. PesynbTarthl, BbijaBaeMble CUCTEMOI
KUAKOCTHO xpomatorpacuu (BIXKX), ontummuanpoBaHHoii Ana
KONOHOK Manoro o6bema, 6yayT aHanornyHbl ykadaHHbIM Ha
XpomaTorpamme ceptucinkata kayectsa.

3a noapobHoii nHchopmaLmeit obpatijaiTech B 0TA€N TEXHNYECKOI
no/Aep>KKu No aapecy:
agilent.com/chem/columnsupport



PYCCKWIA

cnonb3oBanue KonoHKU
Ycranoska

* HanpaBneHme NOTOKa yKasaHo Ha KOJoHKe.

* Agilent pexomeHayet ana konoHok Ha 600 6ap ucnonb3osath
nonuketoHoBble coutHrin (Ne 5042-8957), a Takxke chbemHble
counrrn Ha 1200 6ap (Ne 5067-4733), KoTopble MOXKHO MPUMEHATL
B cuctemax BIXKX ceepxsbicokoro gasnenna (UHPLC).

1
L

b

[onukemoHroebiii pumure, CvemHbill oumuHe Agilent Ha
kam. Ne 5042-8957 1200 6ap, kam. Ne 5067-4733

YpaBHoBeluMBaHNe KONOHOK

Kaxxmas KonoHka 1cnbiTbiBaeTcA nepen Noctaskow. [inA nepsoro
1ICTIONb30BAHA TPAHCMOPTUPOBOYHbIN PACTBOPUTESTb HEOBX0AMMO
3aMEHUTb 3MHOBHTOM U BbINOMHUTL YPABHOBELLMBAHME KONOHKY

C HagnexalLym npoTuBovoHoM. Creaute 3a Tem, 4Tobbl Bee KOM-
MOHEHTbI BbINW CMELLMBAEMbIMY W pacTBOpUMbIMI. Heobxoaumo
00paTiTb 0c060€ BHUMaHHe Ha NpaBUNbHOE YPaBHOBELLIMBAHNE
KOMOHKM Nepef UCMosb30BaHWEM W Nepe/ Hauarnom Kaxaoro
aHanm3a B nocnenoBatesisHocT (cM. Tabnmuy 1). 370 obecneunsaet
BOCTIPOM3BOAMMOCTb PE3YIIbTATOB aHanu3a v npe/oTBpaLLiaert apeiid
BpeMeH yaepkvBanuA. Mpu ycraHoBke KOMOHKM Mbl peKOMeHayem
BCErfa HauMHaTb C HU3KOIA CKOPOCTY NOTOKa M MO Mepe CTabunnaaLm
[aBNeHVA YBENMUMBaTh ee 10 paboyero 3HaYeHuA, UCNoNb3yemoro npu
aHanmae.
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Tabnuua 1. Onepauum nepea nepebIM UCNONb30BaHUEM

Bio IEX

Bio MAb. Ynanut
TPaHCMOPTUPOBOYHbIN
pacteoputens (20 mM
thocchartHbiii Gydep,

pH 6,0) 1 BbINONHUTL
YpaBHOBELLWBaHHE
pacTBOPOM C HaANEeXaLLnM
NPOTMBOMOHOM.

PL-SAX u

PL-SCX. Ypanutb tpaHcnop-
TUPOBOYHBIV pacTBopuTENb
(0,1 M Na,S0, 1 0,02% a3z
HaTPWA) 1 BbIMOHUTL YpaB-
HOBELLMBaHNE PacTBOPOM C
HaZneXallym npoTMBOMOHOM
nepe Nenosb3oBaHUeM.
CneaytoLuyto npovieaypy
PEKOMEHAYETCA NPOBOANTH
npu ckopocti 0,5 MA/MuH
ANA KONOHKM C BHYTPEHHAM
mametpom 4,6 mm.

Bio-Monolith. Ynanuts
TPaHCMOPTUPOBOYHbIN
pactBoputenb (20% ataHon)
1 BbINOMHUTb YPaBHOBE-
LUMBaHWe C Haanexalum
MPOTUBOMOHOM.

N

w

)

3.

3.

Mpoueay

. MpombITb KONMOHKY 3arpy304HbIM Bychepom

(6ychepom A) ¢ pacxoaom 20 06beMOB Ko-
noHkn 1 ckopocTbto 0,1 ma/muH. MoctenentHo
MOBbILLATL CKOPOCTL MOTOKA 10 A0CTUXKEHMA
HY>KHbIX paBounx ycnoBuii 1 BbIpaBHUBaHMA
623080 NUHNM.

Ecnu 6agoBan nuHuA nnu NnpoTMBOAABNEHMe
KOMNOHKY KONEBNHOTCA, YBENNYUTb CKOPOCTb
notoka Ha 3-5 MuHyT. He 3abbiBaiite npn atom
0 MakcvManbHOM AaBNeHUH ANA Kaxaoro
pasmepa yacTuu,.

. Mocne ypaBHoBeLLnBaHuA 1 cTabunuaaumm ba-

30BOV NMHWN KONOHKA roT0Ba K BBOAY I'Ipoﬁbl.

. MpombiTb (5 06bEMOB) pacTBOPOM KOMMNOHEHTa

MOABWXKHOM (hasbl C HU3KOW MOHHOI CHION,
6Gychep A.

. 06ecneuntb obmeH NpoT1BOKOHA NOCPEACTBOM

MPOMBbIBKY PACTBOPOM KOMMOHEHTa Mof-
BIKHOI chasbl ¢ 60nee BbICOKOW MOHHOM
cunoid, 6ycpep B. Mpogomkats npouecc co
BTOPbIM 3MKOEHTOM 10 NOMYYeHUA cTabunbHoM
623080 NIMHNM NPU HYXXKHOW YyBCTBUTENBHOCTH
(MMHIMYM 5 06bEMOB KOTOHKM).

lepez cnonb3oBaH1eM ypaBHOBECHTH C MOMO-
Lbto Gychepa A (MuHUMYM 5 06bEMOB KOSIOHKM).

. HpOMbITb KOMOHKY CBA3bIBALOLLEN NOABWXKHOM

hasoii (c HU3KOI MOHHOI cUNo) ¢ pacxoaom
MUHMYM 10 06beMOB KONOHKY Ha CKOPOCTH
noToKa, PaBHOiA NonoBuHe paboyeil.

[pombITb KoNOHKY 6ydhepom ¢ BbICOKOI
MOHHOW CUAOii 1 pacxonom MuHumym 10
06beMOB KoNoHKM (Hanpumep, 6ychepom ¢ 1,0
nnv 2,0 M NaCl) Ha ckopocTi noToka, paBHoii
nonosuHe pa6oyeit.

YpaBHOBECHTL CBA3bIBAIOLLEN NOABMXKHOI
a3oii ¢ HU3KOM MOHHOIE CUNoA ¢ pacxofom
MuHuMym 10 06bemoB KonoHk (20 06bemoB
KOMOHKY ANA KOMOHKN CO cNabbiM aHMOHHbIM
o6merom, DEAE) Ha paboyeii ckopoctit noToka.
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BakHble cBepeHua no 6esonacHocTy

* Bce mecra coeauHennii B cuctemax BIXKX asnatotca
NOTEHLMAmNbHBIMK UCTOYHMKAaMM yTedeK. Heobxoanmo 03HaKoMuTb
M0/1b30BATENe C TOKCUYHbIMI UMK OTHEeOoNacHbIMI CBOMCTBAMM
NOABKHbIX ¢ha3.

* CyLiecTByeT 0NacHOCTb BAibIXaHWA MESIKMX YacTULL CyXoro Hamos-
HUTENA KonoHok. Agilent pekoMeHayeT He CHUMATb KOHLIeBbIE
(OUTUHT I KONOHOK 11 136eraTb BO3ABIACTBUA OKPY>KarOLLEN Ccpefp!
Ha HocuTenb. Bekpbitie KONOHOK JOMKEH NPOBOAWTL 06YYeHHbIi
CMeLyanvcT B XOpoLLO BEHTUNMPYEMOIA 30HE.

* He npesbilwalite paboyee faBnexe, ykasaHHoe ANA Kax o
KOMoHKY (cM. Tabmuuy 2). MNpeBbileH1e 3T X OrpaHnyeHi
YXyALLIAeT Ka4ecTBO XPOMATOrpachuy 1 CpoK CRy>KObl KOMOHOK,
a TakKe MOXKET OblTb ONaCHbIM.

Ta6nuua 2. MakcumanbHbie paboune napamerpbl —
KOJNOHKM C BHYTPEHHUM Avametpom ao 4,6 Mm

MakcumanbHaa
Cra6unbHocTb paboyan MaxkcumanbHoe
Kononka pH TemMneparypa pa6oyee nanenue
Bio MAb 2,0-12,0 80°C 1.7 Mkm = 689 6ap
3 mkm =551 6ap

5 mkm = 413 6ap
10 mkm = 275 6ap

Bio IEX (SCX, 2,0-12,0 80 °C 1,7 mkm = 689 6ap
WCX, SAX, 3 mkm =551 6ap
WAX) 5 mkm = 413 6ap
10 mkm = 275 6ap
PL-SAX, PL-SCX = 1,0-14,0 80°C 207 6ap
Bio-Monolith 2,0-13,0 40°C 150 6ap

(0A, DEAE, SO,
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"paKTVI'-IeCKVIe COBETbI

* XoTA 06bIY4HO METOZl 06PATHOV NPOMbIBKI He OMaceH AnA KOMOHOK,
n3beraiite ero NPUMEHEHNA, 3a UCKMHOYEHUEM 0YUCTKM 3acopa
BXO/IHOTO NOPUCTOro BKMafbla (cm. pasaen «06cnyxuBaHme
KOMOHOK).

* PeKomeH[yeTca HaunHaTh C NOHKEHHON CKOPOCTY NOTOKA, NNaBHo
yBenuuuBan ee o TpeGyemoii paboyeii ckopocTu.

* Beerna vcnonbayiite AnA npurotoBReHnA NOABKHON hasbl peareHTs
BbICLLIEVA CTENEHM QUMCTKW W PacTBOPUTENb XPOMATOrpacpuyeckoit
cTeneHu Ym1cToThl. epes nenonb3oBaHeM NPoOBOAMTE PUILTPALMI U
[ierazalimio Bcero 06bema nofBKHOM aabl.

° PaaﬁopKa KOJIOHKM NPUBEAET K CHMXEHWUHD ee XapaKTepuUCTuK.

+ Pabota KonoHKM 3a pamkamu PeKOMEHA0BaHHbIX /1M1A dhadbl KONOHKM
Imana3oHoB pH (cm. Tabnmuy 2) npuBeaeT K COKPaLLIeHMo cpoka
Cry>6bl.

» [InA 3aLLMTbI KONOHKM W NPOANEHNA CPOKa ee cily>Kbbl pekoMeHayeTcA
MCMONb30BaTb BHYTPUMOTOKOBBIV (hUNbTP UMM NPEKONOHKY.

* He Cneayet XpaHuTb HeMCnoJsib3yemble KOJIOHKK B Cpefie C BbICOKUMU
3Ha4yeHnAMK pH VM B YCNOBMAX MOBBILLEHHON TemMneparypbl.

* HoBble KOMoHKY MOTYT BbiTb 3aMOSTHEHbI CMECHH) OpraHUYecKuX
pacTBOpuTeneit 1 Bofbl, B KOTOPOIA MOTyT cofiepkatbea BydhepHble
conv (cm. Tabnmuy 3). Ha HauanbHol cTapuv meTofia crefyet
n3beraTb NponyckaHnA Yepes KONMOHKY NoABKHON hasbl, koTopan
MOXKET Bbl3BaTb BbINajeHne 0cajika 1 BbiTb HE MOSIHOCTbIO
pacTBOPUMOIA.
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Ta6nuua 3. TpaHcnopTMPOBOYHbIE PacTBOPUTENN

Kononka

KatnonHbiit 06meH
Agilent Bio WCX,
Bio SCX 1 Bio MAb

Agilent PL-SCX

AHVOHHbI 06MeH
Agilent Bio SAX
1 Bio WAX

Agilent PL-SAX

Agilent
Bio-Monolith
QA, DEAE, SO,

TpancnoptupoBouHble
pacTBoputenu

20 MM chocchatHblit
6ycep, pH 6,0

0.1 M Na,SO, n
0,02% a3ng Hatpua

20 MM chocchatHblit
6ycbep, pH 6,0

0,1 M Na,S0, u
0,02% aanp Hatpua

20% ataHon

CoBmectumMocTb

Bce ctanpapTHble MOHO06-
MeHHble 3oeHThI, Bychepbl
1 conu.

COBMECTUMbI C HEMOHHBIMU
11 UBUTTEP-MOHHBIMU YNCTA-
Lmmm cpeacteamu, Ho HE
COBMECTUMbI C KaTMOHHbBIMM
YUCTALLMMI CPEACTBAMN.

Bce craHpapTHble NoH006-
MEHHbIE 3MHEHTbI, Bydepbl
1 conm.

COBMECTUMbI C HENOHHbBIMM
11 UBUTTEP-MOHHBIMI YNCTA-
Lmmn cpeacteamu, Ho HE
COBMECTUMbI C aHNOHHbIMM
YUCTALWMMI CPEACTBAMN.

Bce cranpaptHble oH006-
MEeHHbIE 3Mt0eHTbI, Bychepsbl
u conu. flo 2,0 M NaOH
11,0 M HCI. BogHble
pacTBOpbI, coflepxatlme
10 30% uzonponaxona,
MeTaHona, aueToHNTpUNa.
o 50% yKcycHOM KucnoTsl.
[lo 70% ataHona.
PactBopb! hepmeHTos,
TaKiX KaK NencuH, TpUncuH,
1e30KenpnBoHykneasa.
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Bbi6op noasu>kHou ha3bl M pabounx Temneparyp

/loHHbIi 06MeH 1cnonbayeTt BofHble Bydepbl AnA KoHTpona pH, yalle
BCEr0 CONeBble rpaaneHTbl ANA antoLuu. B kauecTse anbTepHatuiBb
MOXHO MCMONb30BaTh rpaaveHT pH npyu NOCTOAHHOI MOHHON cune.
HauanbHbiii pH 6ychepa omKeH 0TNNYATLCA OT M30INEKTPUYECKOI TOUKN
[AnA 6eMK0B 1 NENTUa0B MUHAMYM Ha eauHILY pH.

06cny>xuBaHue KONMOHOK

B konoHky ¢ paaviepom YacTuL MeHee 2 MKM YCTaHaBNMBAETCA BXOAHOM
BknagbiL ¢ nopamu 0,5 mkm. MukpoyacTuubl MoryT 3akynopysarb
MOPVCTbIA BKNAAbILL UCTIapUTENA KOMOHKIA, MO3TOMY Nepesl NPOBEAeHIEM
aHanm3a npobbl WX criefyeT yaanuTb. Eciv 370 HEBO3MOXHO, HEOBX0AMMO
11CNOMb30BaTh BCTPOEHHBIVA (hnnbTP ANA 3alLMTbl aHANUTUYECKOI KOMOHKN
11 NPOANEHNA ee cpoka cy>6bl. [epea BBOAOM B MHOYHO KONOHKY MPO6bI
cnesyet unbTpoBatb.

OumcTka KONOHKM ANA yBeNnM4eHna cpoka
ee cny>6bl

Co BpemMeHeMm BEPOATHO yBeNyeHne npoTMBoaBiieHNA KOTOHKN.
HakonneHua 6ernka, CBA3aHHOTO Ha cop6eHTe VN Ha BXOOHOM
BKNajblLlle, BbI3bIBAKOT YBEJIMHEHNE [aBNeHnA U CHKarT
Npon3BOANTENBHOCTb KOJOHKN. QumcTKa KOMOHKN MOXET CHU3NTH
NnpoTMBOAaBIEHVE N YBENUYUTL NPOU3BOANTEIIbHOCTD.

[pu vcronb3oBaHWW MPEAKONOHKA AW YCTAHOBEHHOTO Nepen KOMOHKOM
hunbTpa 3aMeHUTe NPEAKONOHKY UM IULTP 1 CHUMUTE OCHOBHYH)
KOMOHKY. H4T06bI 0UMCTUTB KOMOHKY, NMPOMbIBaliTE e 06paTHbIM MOTOKOM
ounLarolero 6ychepa ¢ pacxonom MuHIMyM 15 06beMOB KONOHKW Npu
[laBfieHuu, He npesbiLuatoiem 50% makeumansHoro AnA KOHKPETHoro
pasmepa YacTuLL.
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Ta6nuua 4. PykoBoacTBO N0 0YMCTKE

Kononka Mpouepypa NpoMbIBKY

Bio SCX, 50 MM dhocdharhbii Gycoep, T M NaCl, pH 10. B cnydae
Bio WCX OCHOBHbIX 6811KOB MPOMBITb KOMIOHKY O4YMLLAIOLLMM CONEBbIM
Bio MAb 6ychepom ¢ Hu3kum pH. B cryyae kncnbix 6e5KoB npombiTh

KOMNOHKY 04MLLAIOLLIMM COneBbiM Gycepom ¢ 6omee BbICOKUM
pH. TuapodobHble 6enku MOXKHO YAAnUTL ¢ NOMOLLbH
oyuwiatoLero 6ychepa ¢ opraHNyeckim pacTBopuUTenem.

Bio SAX 1 150 MM Hutpat kanua B 75% auetonntpune, pH 2

Bio WAX (nosoautb HCI).

PL-SAX n 1 M kucnora, Hanpumep ykeycHan unn conaan, u 1 M wenous,
PL-SCX HanpyMep rMapOKCKA HaTpWA. ECRn MCTOYHMKOM 3arpA3HEHUA

ABNAIOTCA HeGOMbLUME rMAPOtOGHbIE MONIEKYTIbI, HANPUMED
KV, AETEPIEHTbI U NEMTAALI, COPBEHT CrieayeT NPOMbITb CMpP-
Tom. K opraHinyeckomy pacteoputento Ana yeunexua ahdexta
MOXHO fo6aBuTb 0,1%-Hyto TpuchtopykcycHyto kucnoty. Mocne
Ka>/10/i NOCnea0BaTeNbHOCTY NPOMbIBKM HEOBXOAMMO NPOBOATL
MPOMBIBKY PACTBOPOM C BbICOKOW KOHLIGHTpaLueii conu, nocie
TLLATENbHOI 0YMCTKY HEOBXOAVMO BbINONHUTH YPaBHOBELLMBAHME
KOMOHKY COFNacHo MHCTPYKLMK (cM. Tabnuuy 1).

Bio-Monolith Mpombitb 6ychepom, copepxatmm T M NaCl 8 06beme MuHu-

(QA, DEAE, SO,) | mym 2 mn, Ha ckopocty 0,5—1,0 Mn/MuH. ToBTopHO BbINoNHUTE
YPaBHOBELLIMBaHE KOMOHKW HayanbHoM NoaABUKHOI tha3oii
06bemom 5-6 Mn co ckopocTbo T Ma/MuH. [InA nonyderus
HaunyuLWMX pesynbTaToB NOBTOPAIATE 3TM NPOLIEAYPbI B KOHLE
KaXaoro uykna xpomarorpacdmm.

PEKOMeHAaI.IMM Nno XpaHeHuH

06ecneyeHune coXpaHHOCT MOHOOOMEHHBIX KONOHOK Mpy
ANUTENbHOM XPaHeH!N (CM. MHCTPYKLMW ANA KOHKPETHbIX (a3

B Tabnuue 5). [Tepes HanpaBneHnem KONOHKM Ha XpaHeHne
KOHLIEBble (DUTUHTM HEOBXOANMO TLLATENbHO 3aKPbITh 3arfyLLIKamMu
ANA NpeaoTBpaLleHuA BbickixaHna copbeHTa. KonoHKi MoXKHO
XpaHuUTb B 60NbLWMHCTBE MOABMXKHbIX (ha3 0T 1 10 HECKONbKMX
QHEiA.
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Ta6nuua 5. Vinctpykuuu no xpaHexuo

WHcTpykumn no npoMbiBKe nepes AnuteNbHbIM

Kononka XpaHeHuem

Bio SCX, MpombITb hocchatHbim Gydepom (TpaHCnopTMPOBOYHBIM pac-

Bio WCX u BopoM) o6bemom 20 MM ¢ 0,1% NaN, (asunom Hatpua) npu

Bio MAb pH 6,0. Mutumym 15 06beM0B KONOHKM.

Bio SAX 1 MpombiTb pactaopom Tris 20 MM, 0,1% NaN, (asua Hatpua),

Bio WAX pH 8,0. MuHumym 15 06bemM0B KOSOHKM.

PL-SAX n Mpombits T M p-pom xnopuaa Hatpua. Mocne npombIBKK BOAOM

PL-SCX octasuTb B 6ycbepe ana xpanenua 0,1 M Na,S0,, 0,02% asun
HaTpuA.

Bio-Monolith Ecnv konoHka He 6yaeT ucnonbaosatbeA 6onee ABYX AHel, ee

(QA, DEAE, S0,) HEe06X0AMMO MPOMbITb AEMOHN3NPOBAHHON B0 06bEMOM
muHamym 1 mn, a 3atem 20%-HbIM pacTBOPOM aTaHona
06beMoM MUHUMYM 2 M1 Ha ckopocTi notoka 0,2-0,5 mn/muH,
3aKPbITb 3arYLWKOA U XPaHWTL B HAANEXALUMX YCII0BUAX NP
Temnepatype ot 4 o 30 °C.

PekomeHpauum ana nonyyeHua nyqwmx
pe3ynbratoB npu Xxpomarorpacumn

* OnTMMUM3aUnA yCTAHOBKY NyTeM MaKkcUMMasnbHOr0 CoKpalieHua
ATNNHbI COBANHUTENBHbIX TPY6OK MexXay YacTaMn 060pyA0BaHMA,
4T06bl YMEHbLINTL MEPTBbIA 06bEM KONOHKN M pa3mbliBaHne
nukoB. Vicnonbayite coeanHnTeNbHbIE TPYOKM KpacHoi
MapKUpPOBKM C BHYTpeHHUM anametpom 0,12 MM 1A KonoHoK
B3XX. MoapobHee 0 pasnuyHbix KanunnApHbIX TpybKax:
agilent.com/chem/Iccapillaries

+ 06ecneyeHne onTManbHoro Temna cbopa hpakuimii
ANA NCMOMNb3YEMOIi KONOHKK.

* icnonb3oBakne AnA uccneayembix 06pasLos
huUnbTPaLAN U APYrMX MeToA0B NoAroToBkM. MoapobHee:
agilent.com/chem/sampleprep

* icnonb3oBaHye B ycTaHoBKax .
BIXKX ceptuchmumpoBaHHbix namn, 5
o6ecneynBarLLLX Nyyllee KayecTso. i\ P
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Esse guia oferece informacdes gerais sobre
as colunas de troca idnica Agilent BioHPLC
e AdvanceBio. Para obter informacées mais
detalhadas, acesse:
agilent.com/chem/biocolumnchoices

Introducéao

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 ¢ uma verséo do
sistema padrdo modificada com o objetivo de minimizar o volume morto,
por isso o resultado do teste deve diferir do que pode ser obtido no

seu sistema. Isso permite avaliar melhor a eficacia da coluna e garantir
uma maior consisténcia do produto. Um sistema de LC otimizado gera
resultados semelhantes aos do cromatograma no relatdrio de controle
de qualidade do desempenho da coluna.

Caso tenha duvidas especificas, entre em contato com a equipe
de suporte técnico em agilent.com/chem/columnsupport
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Utilizacao da coluna
Instalacao

« A direcdo do fluxo é indicada na coluna.

« A Agilent recomenda a utilizagdo de conexdes de policetona
(p/n 5042-8957) para colunas de até 600 bar e conexdes removiveis
de 1.200 bar (p/n 5067-4733) para colunas que serdo operadas
a pressoes UHPLC.

-

Conexao de policetona, Conexao removivel de 1.200 bar
p/n 5042-8957 Agilent, p/n 5067-4733

Condicionamento da coluna

Todas as colunas séo testadas antes do envio. Para usa-las pela primeira
vez é necessario substituir o solvente de envio por eluente, e a coluna
deve ser condicionada com o contraion adequado. Assegure-se de

que todos os componentes sejam misciveis e soltveis. Deve-se tomar
cuidado para garantir que a coluna seja condicionada adequadamente
antes da utilizacdo e do inicio de cada analise em uma sequéncia
(consulte a Tabela 1). Isso garantira a reprodutibilidade e evitara desvios
do tempo de retencdo. Recomenda-se fazer a instalacdo de uma coluna

a uma taxa de fluxo baixa e, @ medida que a pressao estabilizar, aumentar
a taxa de fluxo até a taxa operacional que sera usada para a analise.
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Tabela 1. Instrucdes: antes da primeira utilizacao

Coluna Procedimento

Bio IEX e Bio MAb: lave

a solucdo de envio (20 mM
de tampéo fosfato, pH 6) e
condicione com o contraion
adequado antes da utilizac&o.

PL-SAX e PL-SCX: lave a
solucéo de envio (0,1 M de
Na,S0, e 0,02% de azida de
sodio) e condicione com o
contraion adequado antes da
utilizacdo. O procedimento é
recomendado a 0,5 mL/min
para uma coluna de DI de
4.6 mm.

Bio-Monolith: lave a solucao
de envio (20% de etanol) e
condicione com o contraion
adequado antes da utilizac&o.

N

w

N

w

N

w

. Lave a coluna com 20 volumes de coluna do

tampdo de carga (tampao A) a 0,1 mL/min.
Aumente gradualmente a taxa de fluxo até
alcancar as condicoes operacionais desejadas
e estabilizar a linha de base.

. Se a pressao resultante da linha de base ou

da coluna oscilar, aumente o fluxo por 3 a5
minutos, levando em consideracéo a pressao
maxima para cada tamanho de particula.

. A coluna estd pronta para uma injecao

de amostra assim que for equilibrada
e que a linha de base estiver estabilizada.

. Faca a eluicéo de 5 volumes de coluna

com o componente de baixa forca ionica
da fase movel, tampao A.

. Troque o contraion fazendo a eluigdo com

o componente de alta forca ionica da fase
movel, tampao B. Continue com este eluente
até atingir uma linha de base estavel com a
sensibilidade necessaria, um minimo de

5 volumes de coluna.

. Equilibre com o tamp&o A para um minimo

de 5 volumes de coluna antes da utilizac&o.

. Lave a coluna com pelo menos 10 volumes

de coluna da fase mével de ligacao (baixa
forga idnica) na metade da taxa de fluxo

de funcionamento.

Lave a coluna com pelo menos 10 volumes
de coluna do tampéo de alta forga ionica
(ex.: tampao com 1,0 ou 2,0 M de NaCl) na
metade da taxa de fluxo de funcionamento.

. Equilibre com pelo menos 10 volumes de

coluna (20 volumes de coluna para a troca
anionica fraca, DEAE, coluna) da fase movel
de ligacéo (baixa forca ionica) na taxa de
fluxo de funcionamento.



PORTUGUES

Consideracoes de seguranca importantes

« Todos os pontos de conexao em sistemas de cromatografia liquida
sdo considerados 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 sdo inaldveis. A Agilent ndo recomenda a remogéo dos
adaptadores da extremidade da coluna e a exposicao do seu interior.
As colunas s6 devem ser abertas por pessoal treinado e em uma
area bem ventilada.

* Respeite os limites de pressao de operacéo designados para cada
coluna (consulte a Tabela 2). Exceder esses limites compromete
o desempenho cromatografico e a vida util da coluna.

Tabela 2. Parametros operacionais maximos:
colunas de até 4,6 mm

Maxima
Estabilidade temperatura Maxima presséo
Coluna de pH operacional operacional
Bio MAb 20-120 80°C 1,7 ym = 689 bar;
3 um =551 bar;
5um =413 bar,
10 pm = 275 bar
Bio IEX (SCX, 20-120 80°C 1,7 ym = 689 bar;
WCX, SAX, 3 um =557 bar,
WAX) 5 pm = 413 bar;
10 pm = 275 bar
PL-SAX, PL-SCX | 1.0-14.0 80°C 207 bar
Bio-Monolith 20-13.0 40°C 150 bar

(0A, DEAE, SO,)
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Outras dicas operacionais

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

* Recomenda-se iniciar a taxa de fluxo a uma taxa reduzida e aumenta-la
gradativamente até a taxa de fluxo operacional desejada.

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

* A desmontagem de uma coluna prejudica seu desempenho.

» Se a coluna for usada fora das faixas de pH recomendadas para
a fase da coluna (consulte a Tabela 2), sua vida util sera reduzida.

« £ possivel usar um filtro em linha ou 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 ndo estiverem em uso.

* As colunas novas podem conter uma mistura de solventes
organicos e agua, que pode conter sais tampdes (consulte
a Tabela 3). Em primeiro lugar, deve-se tomar cuidado para
ndo passar na coluna qualquer fase movel que possa formar
um precipitado ou ndo ser completamente miscivel.



Tabela 3. Solventes de envio

Solventes de

Coluna envio

Troca catidnica

Agilent Bio WCX, Bio SCX = 20 mM de

e Bio MAb tampéo fosfato,
pH6

Agilent PL-SCX 0,1 M de Na,SO,
€ 0,02% de azida
de sodio

Troca anidnica

Agilent Bio SAX e Bio WAX ' 20 mM de
tampao fosfato,
pH6

0.1 M de Na,SO,
€ 0,02% de azida
de sadio

Agilent PL-SAX

Agilent Bio-Monolith

QA, DEAE, SO, 20% de etanol
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Compa ade

Todos os eluentes, tampdes e
sais de troca ionica geralmente
utilizados.

Compatibilidade com detergentes
ndo idnicos e zwiteridnicos; IN-
COMPATIVEL com detergentes
anionicos.

Todos os eluentes, tampdes e
sais de troca i6nica geralmente
utilizados.

Compatibilidade com detergentes
ndo idnicos e zwiterionicos; IN-
COMPATIVEL com detergentes
anionicos.

Todos os eluentes, tampdes e
sais de troca ionica geralmente
utilizados. Até 2,0 M de NaOH e
1,0 M de HCI. Solucées aquosas
de até 30% de 2-propanol,
metanol, acetonitrila. Até 50%
de &cido acético. Até 70%

de etanol. Solugdes enziméaticas
como pepsina, tripsina e DNase.
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Escolha de fase mavel e temperaturas operacionais

A troca idnica utiliza tampdes aquosos para controlar o pH, mais
frequentemente gradientes de sal para eluicdo. Como alternativa, um
gradiente de pH pode ser usado a uma forca ionica constante. O pH do
tampdo inicial deve estar pelo menos a uma unidade de pH de distancia
do ponto isoelétrico de proteinas e peptideos.

Cuidados com a coluna

Colunas com um tamanho de particula inferior a 2 ym tém um frit de
injetor de 0,5 um. As particulas blogueiam os frits da entrada da coluna
e devem ser removidas antes de analisar a amostra. Se isso ndo for
possivel, deve-se usar um filtro em linha para proteger a coluna analitica
e aumentar sua vida Util. Recomenda-se filtrar as amostras antes

de injeta-las em uma coluna.

Limpeza da coluna para aumentar sua vida util

Com o passar do tempo, é possivel que a pressao resultante da coluna
aumente. A absorcéo de proteina no material de empacotamento ou no
frit da entrada causara o aumento da pressao e diminuira o desempenho
da coluna. A limpeza da coluna pode diminuir a pressdo resultante

e melhorar o desempenho.

Ao utilizar uma coluna de guarda ou filtro de pré-coluna, substitua

a guarda ou o filtro e remova a coluna principal. Para limpar a coluna,
lave-a na direcéo reversa com o tampao de limpeza com pelo menos
15 volumes de coluna a nao mais do que 50% do limite maximo

de presséo de particula.
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Tabela 4. Instrucées de limpeza

Coluna Limpeza da coluna

Bio SCX, 50 mM de tampéo fosfato, 1 M de NaCl, pH 10. Para proteinas
Bio WCX e basicas, lave a coluna com um tampéo de limpeza com um
Bio MAb sal de pH baixo. Para proteinas 4cidas, lave a coluna com

um tampao de limpeza com um sal de pH mais alto. Proteinas
hidrofdbicas podem ser removidas com a utilizagao de um
tampao de limpeza que contenha um composto organico.

Bio SAX e 150 mM de nitrato de potéssio em 75% de acetonitrila, pH 2
Bio WAX (HCI ajustado).

PL-SAX e 1 M de &cido, por exemplo, acético ou hidrocloridrico e 1 M
PL-SCX de base, como o hidraxido de sddio. Se ocorrer contaminagéo

devido a pequenas moléculas hidrofobicas, como gorduras,
detergentes e peptideos, a matriz deve ser lavada com um
alcool orgénico. A adicao de 0,1% de acido trifluoroacético ao
composto organico pode trazer vantagens. Apos cada sequéncia
de lavagem deve-se realizar uma eluicao com alta concentragao
de sal, e ap6s uma limpeza completa, a coluna deve ser condi-
cionada de acordo com as instrugdes (consulte a Tabela 1).

Bio-Monolith Lave com pelo menos 2 mL de um tampao com 1 M de NaCl

(QA, DEAE, SO,) | a0,5a 1,0 mL/min. Recondicione a coluna com 5 a 6 mL da
fase mavel inicial a 1 mL/min. Para obter melhores resultados,
repita estes procedimentos apds cada andlise cromatografica.

Recomendacdes de armazenamento

0 armazenamento a longo prazo de colunas de troca idnica pode ser
feito de maneira segura (consulte a Tabela 5 para obter instrucdes
especificas para a fase). Antes do armazenamento, os adaptadores
de extremidade devem ser bem fechados com plugues para evitar
que o empacotamento seque. As colunas podem ser armazenadas
de forma segura por 1 ou varios dias na maioria das fases moveis.
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Tabela 5. Instrucdes de armazenamento

s de lavagem antes do armazenamento a longo prazo

Bio SCX, Bio Faca a lavagem usando 20 mM de tampéo fosfato (solucao
WCX e Bio de envio), com 0,1% de NaN, (azida de sodio) com pH 6.

MAb Lave com pelo menos 15 volumes de coluna.

Bio SAX e Bio Faca a lavagem usando 20 mM de Tris com 0,1% de NaN, (azida
WAX de sodio) com pH 8. Lave com pelo menos 15 volumes de coluna.
PL-SAX Lave com 1 M de cloreto de sodio. Apos a lavagem com agua,

e PL-SCX o tampéo de armazenamento de 0,1 M de Na,SO, com 0,02%

de zida de sodio pode ser adicionado.

Bio-Monolith Se a coluna n&o for utilizada por mais de dois dias, ela deve ser

(QA, DEAE, SO,) | lavada com pelo menos 1 mL de 4gua deionisada e depois com
pelo menos 2 mL de uma solugéo de 20% de etanol a uma taxa
de fluxo de 0,2 a 0,5 mL/min, vedada com plugues e armazenada
de maneira adequada a uma temperatura de 4 a 30°C.

Dicas para obter os melhores resultados
cromatograficos

* Para otimizar o instrumento, diminua o comprimento da tubulacéo
entre 0s componentes para reduzir o volume extracoluna e o
alargamento da banda. Use a tubulacdo vermelha com 0,12 mm
de diametro interno para colunas de LC rapidas/de alta eficiéncia.
Obtenha mais informacdes 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 filtrac@o ou outro método de preparo adequado para sua
amostra. Obtenha mais informacdes em
agilent.com/chem/sampleprep

* Use lampadas certificadas nos B =
instrumentos de LC para obter o melhor . Pk

desempenho.




Agilent AdvanceBio Columns

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

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

Find the Right Column
for Your Separation

Try the LC Column and
Sample Prep Navigator

Get started now at agilent.com/chem/navigator



Agilent Ordering Information

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

For technical support or to place an order,
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.

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

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