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This booklet provides general information
on Agilent BioHPLC and AdvanceBio
reversed-phase columns. For more detailed
information about your specific phase or
family, see:
www.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: www.agilent.com/chem/columnsupport.

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

+ 1.8 ym 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:


http://www.agilent.com/chem/columnsupport
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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. Before the first

use, the shipping solvent must be replaced with eluent,
taking care that all components are miscible and soluble. 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. Check that the
column has been properly equilibrated before 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 Flow Rate Column Time After

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

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

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

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

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

Important safety considerations

+All connection points 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 1). Exceeding these limits will
compromise chromatographic performance and column
lifetime, and could be unsafe.
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Table 1. Maximum operating parameters — columns up to 4.6 mm.

Pressure
Column Particle Size Limit
AdvanceBio Peptide Mapping 2.7 pm 600 bar
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio EC-C18
AdvanceBio Oligonucleotide
AdvanceBio Amino Acid Analysis
AdvanceBio RP-mAb 3.5um
ZORBAX 300SB 3.5um, 5pm, 7 um 400 bar
Poroshell 300 5um
ZORBAX RRHD 1.8 um 1200 bar
PLRP-S 3um 275 bar
5pum, 8 um, 10 um 207 bar
10to 15 um, 103 bar
1510 20 pm, 30 pm

Other operating tips

Reverse flow will not usually harm the column, but should
be avoided except to attempt removal of a clogged frit
(see “column care”).

+ Itis 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.

+ Aninline filter or guard column may be used to protect
your column and increase its lifetime.
If the column is used outside of recommended pH ranges

for column phase (see Table 2), a reduced lifetime will
result.



+ Columns should not be maintained at elevated pH or
elevated temperature when not in use (see Table 2).

+ New columns may contain a mixture of organic solvents
and water, which may contain buffer salts. See Table 3 for
details of the shipping solvents. 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.

+ Agilent BioHPLC and AdvanceBio columns are
compatible with all common eluents used for analysis of
biomolecules.

Table 2. Column operating parameters — pH and temperature.

Recommended Maximum Operating

Column pH Range Temperature
AdvanceBio Peptide 20t080 60°C
Mapping

AdvanceBio Peptide Plus

AdvanceBio EC-C18

ZORBAX RRHD 1.0t0 8.0 80°C
ZORBAX 300SB-C8, C3, CN
ZORBAX 300SB-C18 1.0t0 8.0 90 °C

AdvanceBio RP-mAb
Poroshell 300

Poroshell 300 Extend-C18 20t011.0 60 °C below pH 8,
40 °C above pH 8

AdvanceBio Oligonucleotide | 3.0to 11.0 65°C

AdvanceBio Amino Acid

Analysis

PLRP-S 1.0t014.0 200 °C

Note: All silica-based packings have some solubility in pH >6 aqueous
mobile phases. When using silicabased columns at pH >6, best column
lifetime is obtained at lower temperatures (40 °C max) using low buffer
concentrations in the range of 0.0 to 0.02 M.



Table 3. Shipping solvents.

Column

AdvanceBio Peptide
Plus

Shipping Solvent

100% acetonitrile

AdvanceBio Peptide
Mapping

AdvanceBio EC-C18

ZORBAX RRHD

ZORBAX 300SB

Mixture of acetonitrile
and water
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Compatibility

Water and all common
organic solvents. Avoid
tetrahydrofuran (THF).

AdvanceBio RP-mAb

Mixture of acetonitrile
and water

Poroshell 300 and
300 Extend

Mixture of methanol
and water

Water and all organic
solvents, including
N,N-dimethylformamide
and dimethyl sulfoxide

AdvanceBio
Oligonucleotide

AdvanceBio Amino
Acid Analysis

Mixture of acetonitrile
and water

Water and all common
organic solvents.
Modifiers including HFIP
and TEAA

PLRP-S

7:1 acetonitrile/water

Aqgueous organic
solvents including
N,N-dimethylformamide
and dimethyl sulfoxide.
100% aqueous is not
recommended as it

will reduce column
performance and
lifetime

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 reduces the retention time of the sample.

When the maximum temperature is used for prolonged

periods this will reduce column lifetime.

Using 100% aqueous eluents with PLRP-S columns will
significantly reduce the column lifetime and may resultin a
rapid deterioration in peak width and symmetry.




Recommended starting gradients

Separations of biological molecules typically use gradient
conditions — increasing the amount of the organic
component to achieve elution from the column. Separations
of peptides, polypeptides, and proteins, are most commonly
carried out using acidic eluents with trifluoroacetic acid (TFA)
or formic acid (FA) used as the modifier for pH control and/or
as an ion-pairing additive to achieve the desired retention

and selectivity. Organics, such as acetonitrile, methanol, and
ethanol, are used for elution, with acetonitrile being the most
commonly used.

Additional information on peptide separations can be found
in chapter 11, pages 497-508, Introduction to Modern
Liquid Chromotography, Second Edition. L.R. Snyder and

J. J. Kirkland, (John Wiley & Sons, 1979).

Column care

Columns with a particle size of 1.8 pm have a 0.5 pm inlet
frit. Particulates will block the column inlet frits and should
be removed before the sample is analyzed. Where this is
not possible, an inline filter or guard column should be used
to protect the analytical column, and increase the column
lifetime. The AdvanceBio Peptide Mapping column has a

2 ym inlet frit. Samples that contain bio particulate matter
larger than 2 pym will plug the inlet frit, so guard columns are
recommended for use with these samples. It is best to filter
your samples before injecting them onto any column. You
should also check that all eluents are freshly prepared and
filtered before use.

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


http://www.agilent.com/chem/guards
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Cleaning your column/extending column life

For columns that can be backflushed (particles >1.8 um),
clean the column in the reverse direction. 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). Run 10 to 20 column volumes through.

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

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

5. Discard column or consider stronger conditions, such as
75% acetonitrile: 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 mobile phase as it is not
miscible with aqueous).

Aggressive cleanup cycles using 80% 1 M NaOH, or 1 M HCI
with 20% organic, can be used with the PLRP-S columns.

For columns with 1.8 um particles, do not backflush the
column — you can attempt the cleanup procedure as detailed
above but maintain direction of flow.

Storage recommendations

In general, columns may be safely stored for short periods

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

of methanol or acetonitrile and water, followed by 20 to

30 column volumes of the pure solvent. Before storing,
end-fittings should be tightly capped with end-plugs to
prevent packing from drying out.



To protect equipment, it is desirable to remove salts from

the instrument and column by purging the column with the
same mobile phase without the buffer (e.g. using 60:40
ACN/H,0 to remove a 60:40 ACN/0.02 M phosphate buffered
mobile phase). Re-equilibration is rapid with the original
mobile phase when using this approach and any possibility of
corrosion from the salts is eliminated.

Tips for the best chromatographic results

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

Ensure that the data collection rate is optimized for your
column. Use a higher collection rate for Fast LC columns
(ZORBAX RRHD).

Use sample filtration or other sample preparation
techniques appropriate for your sample. Learn more at
www.agilent.com/chem/sampleprep.

Use certified lamps in your LC instruments for best
performance.



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

Mise en service

Un rapport de performance de CQ des colonnes, notamment
un chromatogramme test, est joint a chaque colonne
Agilent. Le systeme 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 systeme utilisé dans
votre laboratoire. Ceci permet une meilleure évaluation de
I'efficacité de la colonne et garantit une meilleure cohérence
du produit. Un systeme 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: www.agilent.com/chem/
columnsupport.


http://www.agilent.com/chem/columnsupport
http://www.agilent.com/chem/columnsupport

Utilisation de votre colonne
Installation
La direction du flux est indiquée sur la colonne.

- Les colonnes de granulométrie de 1.8 pm (ZORBAX RRHD)
peuvent uniqguement étre utilisées dans la direction du flux
indiguée 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 1200 bars (réf. 5067-4733)
pour les colonnes qui seront utilisées a des pressions
CLUHP.

B

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

Conditionnement des colonnes

Chaqgue colonne est testée avant expédition. Par conséquent,
pour la premiere utilisation, le solvant d'expédition doit étre
remplacé par un éluant, en veillant a ce que I'ensemble des
composants soient miscibles et solubles. Si des additifs pour
phase mobile sont utilisés (tels que des tampons ou des
agents d'appariement d'ions), il est conseillé d'effectuer un
ringage intermédiaire avec une phase mobile de composition
appropriée, mais exempte de ces additifs. Un ringage avec
10 a 20 volumes de colonne devrait favoriser la transition
vers votre phase mobile. Des précautions doivent étre

prises afin de sassurer que la colonne a été correctement
équilibrée avant utilisation. Ceci garantira la reproductibilité et
préviendra la dérive des temps de rétention.
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Mesures de sécurité importantes

+ Tous les points de connexion dans les systemes de
chromatographie liquide représentent des sources de fuite
potentielles. Les utilisateurs doivent avoir connaissance de
la toxicité ou de l'inflammabilité de leurs phases mobiles.

+ Enraison de la petite taille des particules, les matériaux de
remplissage secs des colonnes sont respirables. 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 1). Dépasser ces limites compromettra les
performances chromatographiques et la durée de vie de la
colonne, et pourrait s'avérer dangereux.

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 a 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 'ensemble de la phase
mobile avant utilisation.

+ Désassembler une colonne dégradera ses performances.

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

+ 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.



- Les colonnes ne doivent pas étre maintenues a un pH
élevé ou a une température élevée lorsqu'elles ne sont pas
utilisées (voir Tableau 2).

+ Il est possible que les colonnes neuves renferment un
mélange de solvants organiques et d'eau pouvant contenir
des sels tampon. Voir Tableau 3 pour connaitre les
particularités des solvants d'expédition. 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.

+ Les colonnes BioHPLC et AdvanceBio d’Agilent sont
compatibles avec I'ensemble des éluants couramment
utilisés pour I'analyse de biomolécules.

Tableau 1. Parametres de fonctionnement maximaux — colonnes
jusqu'a 4.6 mm.

Limite de
Colonne Taille des particules pression
AdvanceBio Peptide Mapping 2.7 um 600 bar
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio Oligonucleotide
AdvanceBio Amino Acid Analysis
AdvanceBio RP-mAb 3.5um
ZORBAX 300SB 3.5um, S5pm, 7 um 400 bar
Poroshell 300 5pum
ZORBAX RRHD 1.8um 1200 bar
PLRP-S 3um 275 bar
5pum, 8 um, 10 um 207 bar
10-15um, 103 bar
15-20 pm, 30 pm
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Tableau 2. Parametres de fonctionnement des colonnes — pH et
température.

Température de

Gamme de pH fonctionnement

Colonne recommandée maximale
AdvanceBio Peptide 2.0-8.0 60 °C
Mapping

AdvanceBio Peptide Plus

ZORBAX RRHD 1.0-8.0 80 °C
ZORBAX 300SB-C8, C3, CN

ZORBAX 300SB-C18 1.0-8.0 90°C

AdvanceBio RP-mAb

Poroshell 300

Poroshell 300 Extend-C18 2.0-11.0 60 °C en-dessous de
pH 8,
40 °C au-dessus de pH 8
AdvanceBio Oligonucleotide | 3.0-11.0 65°C
AdvanceBio Amino Acid
Analysis
PLRP-S 1.0-14.0 200 °C

Remarque : 'ensemble des remplissages a base de silice possede une
certaine solubilité dans les phases mobiles aqueuses de pH >6. Lorsque
des colonnes a base de silice sont utilisées a pH >6, la durée de vie
optimale d'une colonne est obtenue a des températures plus basses

(40 °C max.) en utilisant des concentrations de solutions tampons faibles
comprises dans la gamme de 0.07 a 0.02 M.



Tableau 3. Solvants d’expédition.

Colonne

AdvanceBio Peptide
Mapping

AdvanceBio Peptide
Plus

ZORBAX RRHD

ZORBAX 300SB

Solvant d'expédition

Mélange d'acétonitrile
et deau

Compatibilité

Eau et tous les solvants
organiques courants.

AdvanceBio RP-mAb

Mélange d'acétonitrile
et d'eau

Poroshell 300 et
300 Extend

Mélange de méthanol
et deau

Eau et tous les

solvants organiques
courants, notamment le
N,N-diméthylformamide
et le diméthylsulfoxyde.

AdvanceBio
Oligonucleotide

AdvanceBio Amino
Acid Analysis

Mélange d'acétonitrile
et deau

Eau et autres solvants
organiques classiques.
Adjuvants incluant le
HFIP et la TEAA.

PLRP-S

7:1 acétonitrile/eau

Solvants organiques
aqueux, notamment le
N,N-diméthylformamide
et le diméthylsulfoxyde.
Lutilisation d'un solvant
100 % aqueux n'est

pas recommandée car
les performances et

la durée de vie de la
colonne s'en trouveront
réduites.
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Sélection de la phase mobile et températures
de fonctionnement

La phase stationnaire greffée est non polaire par nature et
la plus efficace avec des phases mobiles polaires, telles que
les mélanges méthanol/eau ou acétonitrile/eau. Augmenter
la quantité du composant organique réduit le temps de
rétention de I'échantillon.

Une utilisation de la température maximale pour des périodes
prolongées réduira la durée de vie de la colonne.

Utiliser des éluants 100 % aqueux avec des colonnes PLRP-S
réduira significativement la durée de vie de la colonne et
pourra entrainer une détérioration rapide de la largeur et de la
symeétrie des pics.

Gradients de base recommandés

Les séparations de molécules biologiques utilisent
généralement des conditions de gradient, augmenter la
quantité du composant organique permet d'obtenir une
élution de la colonne. Les séparations de peptides, de
polypeptides et de protéines, sont le plus souvent effectuées
a l'aide d'éluants acides, contenant de l'acide trifluoroacétique
(TFA) ou de I'acide formique (FA), utilisés comme
modificateurs pour le contrdle du pH et/ou comme additifs
d'appariement d'ions afin d'obtenir le temps de rétention

et la sélectivité souhaités. Les solvants organiques, tels

que I'acétonitrile, le méthanol et I'¢thanol, sont utilisés pour
I'élution, l'acétonitrile étant le plus fréquemment utilisé.

Des informations supplémentaires sur les séparations

de peptides peuvent étre consultées au chapitre 11,

pages 497-508, du livre « Introduction to Modern

Liquid Chromotography », deuxieme édition. L. R. Snyder et
J. J. Kirkland, (John Wiley & Sons, 1979).



Entretien des colonnes

Les colonnes présentant une granulométrie de 1.8 um
possedent un fritté d'entrée de 0.5 um. Les particules
boucheront les frittés d'entrée des colonnes et doivent étre
retirées avant d'analyser I'échantillon. Lorsque cela n'est

pas possible, un filtre en ligne ou une colonne de garde
doivent étre utilisés pour protéger et prolonger la durée de
vie de la colonne analytique. La colonne AdvanceBio Peptide
Mapping possede un fritté d'entrée de 2 pm. Les échantillons
contenant des bioparticules supérieures a 2 pm obstrueront
le fritté d'entrée. Avec de tels échantillons, I'utilisation de
colonnes de garde est recommandée. Il est conseillé de filtrer
les échantillons avant de les injecter sur une colonne quelle
qu'elle soit et d'utiliser des éluants fraichement préparés

et filtrés.

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

Nettoyer votre colonne/Prolonger la durée de vie de

la colonne

Pour les colonnes pouvant étre rétrobalayées (particules
>7.8 um), nettoyez la colonne dans la direction inverse.
Démarrez avec un solvant plus fort (moins polaire).

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

2. Démarrez avec votre phase mobile sans sels tampon
(eau/solvant organique). Faites passer 10 a 20 volumes
de colonne.

3. Ensuite, utilisez un solvant 100% organique
(méthanolou acétonitrile).

4. Vérifiez que la pression est revenue a un niveau normal ;
sinon, alors :

5. Mettez la colonne au rebut ou envisagez des conditions
plus fortes, par ex. 75% acétonitrile:25% isopropanol.
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6. Augmentez jusqu'a 100% d'isopropanol, 100% de chlorure
de méthyléne ou 100% d’hexane (si vous utilisez du
chlorure de méthylene ou de I'hexane, vous devrez rincer la
colonne avec de l'isopropanol avant utilisation et avant de
revenir a votre phase mobile car ces solvants ne sont pas
miscibles a l'eau).

Des cycles de nettoyage agressifs employant 80% de NaOH

1 Mou de HCI T M avec 20% de solvant organique peuvent

étre utilisés avec les colonnes PLRP-S.

Ne pas rétrobalayer les colonnes possédant une
granulométrie de 1.8 um, vous pouvez essayer d'appliquer la
procédure de nettoyage décrite ci-dessus mais maintenez la
direction du flux.

Recommandations pour le stockage

En général, il est possible de stocker les colonnes en toute
sécurité pour de courtes périodes dans la plupart des phases
mobiles. Pour un stockage a long terme, les colonnes a
phase greffée, a base de silice, doivent étre placées dans

un solvant organique pur. Si la colonne a été préalablement
utilisée avec une phase mobile tamponnée, le tampon

doit d'abord étre éliminé en purgeant la colonne avec 20 a
30 volumes de colonne d'un mélange 50:50 de méthanol ou
d‘acétonitrile et d'eau, suivis de 20 a 30 volumes de colonne
du solvant pur. Préalablement au stockage, les raccords
doivent étre soigneusement obturés par des bouchons afin
d'empécher I'asséchement du remplissage.

Pour protéger I'tquipement, il est conseillé d'éliminer les

sels de l'instrument et de la colonne en purgeant la colonne
avec la méme phase mobile exempte de tampon (par ex. en
utilisant un mélange 60:40 ACN/H,0 pour éliminer une phase
mobile tamponnée avec un mélange 60:40 ACN/phosphate
0.02 M). Lorsque cette approche est utilisée, le rééquilibrage
avec la phase mobile d'origine est rapide et tout risque de
corrosion due aux sels est éliminé.



Conseils pour obtenir des résultats
chromatographiques optimaux

+ Optimisez votre instrument en minimisant les longueurs
des connexions entre les composants afin de réduire
le volume extra colonne ainsi que I'élargissement des
bandes. Utilisez des capillaires rouges de d.i. 0.172 mm
pour les colonnes de CPL rapide/haute efficacité. Pour en
savoir plus sur les différents capillaires, consultez le site
www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

+ Assurez-vous que la fréquence de collecte des données
est optimisée pour votre colonne. Utilisez une fréquence
de collecte plus élevée pour les colonnes de CPL rapide
(ZORBAX RRHD).

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

Utilisez des lampes certifiées dans vos instruments de
CPL pour bénéficier de performances optimales.
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DEUTSCH

Dieser Leitfaden enthalt allgemeine
Informationen zu den Agilent

BioHPLC-und AdvanceBio-Saulen fir

die Umkehrphasen-Chromatographie.
Weiterfiihrende Informationen zu
bestimmten Phasen oder Produktfamilien
finden Sie unter:
www.agilent.com/chem/biocolumnchoices.

Erste Schritte

Jeder Agilent Saule ist ein QC-Leistungsprotokoll mit
Testchromato gramm beigefiigt. Das fiir die QC-Tests
eingesetzte Chromatographiesystem ist ein im Hinblick
auf minimales Totvolumen modifiziertes Standardsystem,
kann also von dem in Ihrem Labor verwendeten System
abweichen. Dies ermoglicht eine bessere Bewertung

der Sauleneffizienz 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 www.agilent.
com/chem/columnsupport.
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Verwendung der Saule

Installation
Die Flussrichtung ist auf der Saule angegeben.

+ 1.8-um-Saulen (ZORBAX RRHD) kénnen nur in der
Flussrichtung betrieben werden, die auf der Saule
angegeben ist.

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

B

Polyketon-Fitting, Abnehmbarer 1200-bar-Fitting von
Best.-Nr. 5042-8957 Agilent, Best.-Nr. 5067-4733

Sadulenkonditionierung

Jede Saule wird vor dem Versand gepriift. Daher muss

das Transportldsungsmittel vor dem ersten Einsatz durch
lhren Eluenten ersetzt werden. Achten Sie darauf, dass

alle Komponenten mischbar und I16slich sind. Wenn in der
mobilen Phase Additive verwendet werden (z. B. Puffer oder
lonenpaarreagenzien), ist es ratsam, eine Zwischenspilung
mit der mobilen Phase in der richtigen Zusammensetzung,
jedoch ohne diese Zusatze, vorzunehmen. Eine Spulung der
Séaule mit dem 10- bis 20-fachen Saulenvolumen sollte fiir
den Ubergang zu Ihrer mobilen Phase ausreichen. Es muss
sichergestellt sein, dass die Saule vor dem Gebrauch richtig
aquilibriert wurde. Dadurch wird die Reproduzierbarkeit
sichergestellt und eine Retentionszeitverschiebung
vermieden.



Wichtige Sicherheitshinweise

DEUTSCH
+ Anallen Verbindungsstellen in

Flissigkeitschromatographie- Systemen konnen Leckagen
auftreten. Der Benutzer muss

daher hinsichtlich der Toxizitat und Brennbarkeit

der eingesetzten mobilen Phasen geeignete
Sicherheitsvorkehrungen treffen.

+ Aufgrund der geringen PartikelgroRRe bildet trockenes
Packungsmaterial der Saulen einatembare Staube. Agilent
empfiehlt daher, die Endfittings nicht zu entfernen, damit
das Packungsmaterial nicht freigesetzt werden kann. Die
Séaulen dirfen nur von geschultem Personal unter einem
Abzug geoffnet werden.

Der fUr die einzelnen Saulen angegebene maximale

Betriebsdruck muss unbedingt eingehalten werden

(siehe Tabelle 1). Ein Uberschreiten dieser Grenzwerte

beeintrachtigt die Chromatographieleistung und

Lebensdauer der Saule und kann gefahrlich sein.
Weitere Tipps zur Bedienung

In der Regel schadet das Riickspiilen der Saule zwar nicht,
es sollte aber dennoch vermieden werden, es sei denn,

die Fritte ist verstopft und muss gereinigt werden (siehe
,Pflege der Saulen”).

Es wird empfohlen, mit einer geringeren Flussrate zu
beginnen und diese dann allméhlich auf die gewlinschte
Flussrate zu steigern.

+ Verwenden Sie fir die Herstellung der mobilen Phase
stets hochreine Reagenzien und Chromatographie-
Losungsmittel. Entgasen und filtern Sie die mobile Phase
vor dem Gebrauch.

Das Zerlegen einer Saule verschlechtert ihre Leistung.

Mit einem In-Line-Filter oder einer Vorsaule konnen Sie lhre
Saule schiitzen und die Lebensdauer erhohen.

+ Wenn die Saule mit einer mobilen Phase aulterhalb des

empfohlenen pH-Bereichs betrieben wird (siehe Tabelle 2),
verkulrzt sich ihre Lebensdauer.



Saulen, die nicht in Gebrauch sind, sollten nicht bei
erhohtem pH-Wert oder erhohter Temperatur aufbewahrt
werden (siehe Tabelle 2).

+ Neue Saulen kdnnen eine Mischung aus organischen
Losungsmitteln und Wasser enthalten, in der Puffersalze
geldst sind. Einzelheiten zu den Transportlosungsmitteln
finden Sie in Tabelle 3. Achten
Sie zunachst darauf, dass die Saule nicht mit einer mobilen
Phase beschickt wird, die Ausfallungen bewirkt oder nicht
vollstandig mischbar ist.

+ Agilent BioHPLC- und AdvanceBio-S&ulen sind mit allen
gangigen Eluenten kompatibel, die fir die Analyse von
Biomolekdilen geeignet sind.

Tabelle 1: Maximale Betriebsparameter — Saulen bis 4.6 mm.

Maximaler
Sdule PartikelgroRe Druck
AdvanceBio Peptide Mapping 2.7 um 600 bar
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio Oligonucleotide
AdvanceBio Amino Acid Analysis
AdvanceBio RP-mAb 3.5um
ZORBAX 300SB 3.5um, S5pm, 7 um 400 bar
Poroshell 300 5um
ZORBAX RRHD 1.8um 1200 bar
PLRP-S 3um 275 bar
5pm, 8 ym, 10 um 207 bar
10-15um, 103 bar
15-20 pm, 30 pm
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Tabelle 2: Sdulen-Betriebsparameter — pH-Wert und Temperatur.

Empfohlener Maximale
Saule pH-Bereich Betriebstemperatur
AdvanceBio Peptide 2.0t08.0 60 °C
Mapping
AdvanceBio Peptide Plus
ZORBAX RRHD 1.0t0 8.0 80°C
ZORBAX 300SB-C8, C3, CN
ZORBAX 300SB-C18 1.0t08.0 90 °C
AdvanceBio RP-mAb
Poroshell 300
Poroshell 300 Extend-C18 20t011.0 60 °C unter pH 8,
40 °C Uber pH 8
AdvanceBio Oligonucleotide | 3.0t0 11.0 65°C
AdvanceBio Amino Acid
Analysis
PLRP-S 1.0t0 14.0 200°C

Hinweis: Alle auf Kieselgel basierenden Packungen weisen eine gewisse
Loslichkeit in wassrigen mobilen Phasen mit einem pH-Wert tber 6 auf.
Wenn Sie Kieselgel-basierte Sdulen bei pH-Werten ber 6 einsetzen, erreicht
die Saule die hochste Lebensdauer bei tieferen Temperaturen (max. 40 °C)
und niedrigen Pufferkonzentrationen im Bereich von 0.01 bis 0.02 M.



Tabelle 3: Transportlosungsmittel.

Séaule

AdvanceBio Peptide
Mapping

AdvanceBio Peptide
Plus

ZORBAX RRHD

ZORBAX 300SB

Transport
I6sungsmittel

Mischung aus
Acetonitril und Wasser

Kompatibilitat

Wasser und alle
gebrauchlichen
organischen
Losungsmittel

AdvanceBio RP-mAb

Mischung aus
Acetonitril und Wasser

Poroshell 300 und

Mischung aus

Wasser und alle
organischen
Losungsmittel
einschlieBlich

Oligonucleotide

AdvanceBio Amino

Acetonitril und Wasser

300 Extend Methanol und Wasser N,N-Dimethylformarnid
und Dimethylsulfoxid
AdvanceBio Mischung aus Wasser und alle

gebrduchlichen
organischen
Losungsmittel.

Acid Analysis Modifikatoren beinhalten
HFIP und TEAA.
PLRP-S Acetonitril/Wasser 7.1 | Mischungen aus Wasser

und organischen
Losungsmitteln
einschlieBlich
N,N-Dimethylformamid
und Dimethylsulfoxid.
100 % wassrige Phasen
werden nicht empfohlen,
da sie die Leistung und
Lebensdauer der Saule
reduzieren.
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Auswahl der mobilen Phase und Betriebstemperaturen

Gebundene stationare Phasen sind unpolar und sind am
besten in Kombination mit polaren mobilen Phasen wie z. B.
Methanol/Wasser- oder Acetonitril/Wasser-Mischungen zu
verwenden. Eine Erhohung des organischen Anteils verkirzt
die Retentionszeit der Probe.

Wenn Sie die Saule langere Zeit bei maximaler Temperatur
einsetzen, verkirzt sich ihre Lebensdauer.

Die Verwendung von rein wassrigen Eluenten in
PLRP-S-Saulen fiihrt zu einer deutlichen Verkirzung der
Lebensdauer und kann eine schnelle Verschlechterung der
Peakbreite und -symmetrie bewirken.

Empfohlene Anfangsgradienten

Die Trennung von biologischen Molekulen erfolgt in

der Regel mithilfe von Gradientenelution: Der Anteil der
organischen Komponente wird dabei allmahlich erhoht,

um die Elution von der Saule zu erreichen. Trennungen von
Peptiden, Polypeptiden und Proteinen werden meistens
unter Verwendung saurer Eluenten mit Trifluor essigsaure
(TFA) oder Ameisenséure (FA) als Modifizierungsmittel zur
pH-Steuerung und/oder als lonenpaar-Additiv durchgefiihrt,
um die gewlinschte Retention und Selektivitat zu erzielen. Fir
die Elution werden organische Losungsmittel wie Acetonitril,
Methanol und Ethanol verwendet, am haufigsten Acetonitril.

Weiterfiihrende Informationen ber die Peptidtrennung finden
Sie in Kapitel 11, S. 497 bis 508 des Buches ,Introduction to
Modern Liquid Chromotography, Second Edition” von L.R.
Snyder und J. J. Kirkland, (John Wiley & Sons, 1979).

Pflege der Saulen

S&ulen mit einer PartikelgrolRe von 1.8 um verfligen Uber
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
oder eine Vorsaule verwendet werden. Die AdvanceBio



Peptide Mapping-Saule hat eine 2-um-Einlassfritte. Proben,
die Biopartikel mit einer Grole Uber 2 um enthalten,
verstopfen die Einlassfritte. Bei solchen Proben wird

der Einsatz von Vorsaulen empfohlen. Fir alle Saulen

wird empfohlen, die Proben vor dem Injizieren zu filtern,
alle Eluenten frisch anzusetzen und vor dem Gebrauch

zu filtrieren.

Weiterfiihrende Informationen tber Vorsaulen finden Sie
unter www.agilent.com/chem/guards.

Sadule reinigen und Lebensdauer verlangern

Riickspiilbare Saulen (Partikel > 1.8 um) werden in
umgekehrter Richtung gereinigt. Beginnen Sie mit einem
starkeren (weniger polaren) Losungsmittel.

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

2. Beginnen Sie die Spulung mit Ihrer mobilen Phase ohne
Puffersalze (Wasser/organisches Losungsmittel). Lassen
Sie das 10- bis 20-fache Saulenvolumen durchlaufen.

3. Als Nachstes verwenden Sie rein organisches
Losungsmittel (Methanol oder Acetonitril).

4. Priifen Sie, ob sich der Druck wieder normalisiert hat.
Wenn nicht, dann:

5. Verwerfen Sie die Saule, oder wahlen Sie eine wirksamere
Losungsmittelmischung, 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 dem Gebrauch und
vor dem Ubergang zu Ihrer mobilen Phase mit Isopropanol
spilen, da diese Losungsmittel nicht mit wassrigen
L6sungen mischbar sind).
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Bei PLRP-S-Saulen konnen Sie auch aggressive
Reinigungszyklen mit 80% 1 M NaOH oder T M HCI und 20 %
organischem Losungsmittel durchfihren.

Bei Sdulen mit 1.8-um-Partikeln dirfen Sie keine Riickspulung
durchfihren. Fiihren Sie die Reinigung nach dem oben
beschriebenen Verfahren durch, aber in FlieRrichtung.

Empfehlungen zur Aufbewahrung

Im Allgemeinen konnen Saulen in den meisten mobilen
Phasen fur kurze Zeit sicher aufbewahrt werden. Bei der
Langzeitlagerung von Saulen mit Kieselgel-basierten,
gebundenen Phasen sollten diese mit rein organischem
Losungsmittel beflillt werden. Wenn die Saule zuvor mit einer
gepufferten mobilen Phase verwendet wurde, muss das
Puffersalz zuerst mit dem 20- bis 30-fachen Saulenvolumen
einer 50:50-Mischung aus Methanol oder Acetonitril und
Wasser aus der Saule gespult werden. Anschliellend wird
mit dem 20- bis 30-fachen Saulenvolumen mit reinem
Losungsmittel nachgespilt. Vor der Lagerung miissen die
Endfittings fest mit Endstopfen verschlossen werden, um die
Saulenpackung vor dem Austrocknen zu schitzen.

Empfehlungen zur Aufbewahrung (Fortsetzung)

Zum Schutz Ihres Systems sollten Salze aus dem Gerat

und aus der Saule entfernt werden. Dazu wird die Saule mit
der gleichen mobilen Phase, jedoch ohne Puffer, gespiilt

(z. B. mit Acetonitril/Wasser 60:40, um eine gepufferte mobile
Phase mit 60:40 Acetonitril/0,02 M Phosphatpufferlosung

zu entfernen). Nach diesem Verfahren ist eine schnelle
Re-Aquilibrierung mit der urspriinglichen mobilen

Phase moglich, und die Korrosionsgefahr durch Salze

wird eliminiert.



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 fiir Fast
LC/High Efficiency LC-Saulen rote Kapillaren (0.12 mm
Innendurchmesser). Weitere Informationen zu unseren
Kapillaren unter www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

Optimieren Sie die Datenerfassungsrate fir Ihre Saule.
Verwenden Sie fur Fast LC-S&aulen (ZORBAX RRHD) eine
hohere Erfassungsrate.

Flhren Sie eine Probenfiltration oder eine andere

geeignete Methode der Probenaufbereitung durch. Weitere

Informationen unter www.agilent.com/chem/sampleprep.
+ Verwenden Sie nur zertifizierte Lampen in Ihren

LC-Geraten, um eine optimale

Leistung sicherzustellen.

I %1
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ITALIANO

Questo opuscolo fornisce informazioni
generali sulle colonne a fase inversa
BioHPLC e AdvanceBio Agilent. Per altre
informazioni dettagliate su questa fase
specifica o famiglia di prodotti, vedi: www.
agilent.com/chem/biocolumnchoices.

Introduzione

A ogni nuova colonna Agilent ¢ allegato un report QC sulle
prestazioni della colonna, che include un cromatogramma

di prova. Il sistema di prova QC & stato modificato partendo
da una configurazione standard, al fine di ridurre al minimo

il volume morto pertanto puo differire dal sistema utilizzato
nel tuo laboratorio. Cid consente una migliore valutazione
dell'efficienza della colonna e assicura una maggiore
affidabilita del prodotto. Lottimizzazione 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 www.agilent.com/chem/columnsupport.



Utilizzo della tua colonna

Installazione
La direzione del flusso & indicata sulla colonna.

+ Lecolonne da 1.8 um (ZORBAX RRHD) possono essere
utilizzate solo nella direzione di flusso indicata sulla
colonna.

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

B

Raccordi in PEEK Raccordo rimovibile 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, avendo cura che tutti

i componenti siano miscibili e solubili tra loro. Se sono
utilizzati additivi per fase mobile (come tamponi o reagenti
per coppia ionica), & consigliabile procedere a un lavaggio
intermedio con una fase mobile della composizione corretta,
ma senza questi reagenti. Il lavaggio con 10-20 volumi
colonna dovrebbe consentire il passaggio alla fase mobile
desiderata. Prima di utilizzare la colonna, accertarsi che sia
stata equilibrata correttamente. Cid garantira la riproducibilita
e aiutera a prevenire la deriva del tempo di ritenzione.
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Importanti considerazioni sulla sicurezza

+ Tutte le connessioni nei sistemi per cromatografia liquida
sono potenziali fonti di perdite. Gli utenti devono tenere
conto della tossicita o inflammabilita delle fasi mobili
utilizzate.

+ Poiché le particelle sono di piccole dimensioni, il
materiale di impaccamento delle colonne puo essere
inavvertitamente inalato. Agilent sconsiglia di smontare
i raccordi terminali della colonna e di esporre all'aria
il mezzo. Le colonne devono essere aperte solo da
personale addestrato in zona ben aerata.

+ Siraccomanda di rispettare i limiti di pressione operativa
riportati per ogni colonna (vedi Tabella 1). Superare questi
limiti influisce sulle prestazioni cromatografiche e sulla
durata della colonna e inoltre potrebbe essere pericoloso.

Altri consigli operativi

+ Anche se il flusso inverso generalmente non € dannoso
per la colonna, dovrebbe tuttavia essere evitato, se non
nel tentativo di rimuovere del particolato da un frit ostruito
(vedi “manutenzione colonna”).

+ Siraccomanda di avviare il flusso a una portata ridotta 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.

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

+ Un utilizzo della colonna all'esterno degli intervalli di pH

raccomandati per quella colonna (vedi Tabella 2) ridurra la
sua durata operativa.



+ Le colonne non devono essere tenute a pH o temperatura
elevata se non sono utilizzate (vedi Tabella 2).

+ Le nuove colonne possono contenere una miscela di
solventi organici e acqua, con I'eventuale presenza di
sali tampone. Vedi Tabella 3 per i dettagli sui solventi di
trasporto. Inizialmente, prestare attenzione all'uso di fasi
mobili adeguate per evitare la formazione di un precipitato
oppure potrebbero non essere completamente miscibili
tra loro.

- Le colonne BioHPLC e AdvanceBio Agilent sono
compatibili con tutti i comuni eluenti utilizzati per I'analisi
delle biomolecole.

Tabella 1. Max. parametri operativi — colonne fino a 4.6 mm.

Limite di
Colonna Dimensione particelle pressione
AdvanceBio Peptide Mapping 2.7 um 600 bar
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio Oligonucleotide
AdvanceBio Amino Acid Analysis
AdvanceBio RP-mAb 3.5pum
ZORBAX 300SB 3.5um, 5pm, 7 um 400 bar
Poroshell 300 5um
ZORBAX RRHD 1.8 um 1200 bar
PLRP-S 3um 275 bar
5pum, 8 um, 10 um 207 bar
10-15pm, 103 bar
15-20 ym, 30 pm




ITALIANO

Tabella 2. Parametri operativi della colonna - pH e temperatura.

Intervallo di pH Massima temperatura

Colonna consigliato operativa
AdvanceBio Peptide 2.0-8.0 60 °C
Mapping

AdvanceBio Peptide Plus

ZORBAX RRHD 1.0-8.0 80°C
ZORBAX 300SB-C8, C3, CN

ZORBAX 300SB-C18 1.0-8.0 90 °C

AdvanceBio RP-mAb

Poroshell 300

Poroshell 300 Extend-C18 2.0-11.0 60 °C, pHinf. a 8,
40°C,pHsup.a8

AdvanceBio Oligonucleotide | 3.0-11.0 65°C

AdvanceBio Amino Acid

Analysis

PLRP-S 1.0-14.0 200°C

Nota: Tutti gliimpaccamenti a base di silice hanno un certa solubilita nelle
fasi mobili acquose con pH >6. Quando si utilizzano colonne a base di
silice con un pH >6, per ottimizzare la durata della colonna sono necessarie
temperature pit basse (40 °C max.) e basse concentrazioni tampone, con
un intervallo da 0.01 a 0.02 M.



Tabella 3. Solventi di trasporto.

Colonna

AdvanceBio Peptide
Mapping

AdvanceBio Peptide
Plus

ZORBAX RRHD

ZORBAX 300SB

Solvente di trasporto

Miscela di acetonitrile
eacqua

Compatibilita

Acqua e tutti i comuni
solventi organici.

AdvanceBio RP-mAb

Miscela di acetonitrile
eacqua

Poroshell 300 e
300 Extend

Miscela di methanol
eacqua

Acqua e tutti i solventi
organici, inclusa la
N,N-dimetilformammide
e il dimetilsolfossido.

AdvanceBio
Oligonucleotide

AdvanceBio Amino
Acid Analysis

Miscela di acetonitrile
eacqua

Acqua e tutti i comuni
solventi organici.
Modificatori organici
inclusi 'HFIP e il TEAA.

PLRP-S

Acqua/acetonitrile 7:1

Acqua e tutti i solventi
organici, inclusa la
N,N-dimetilformammide
e il dimetilsolfossido.
Un solvente acquoso

al 100% non &
raccomandato, poiché
riduce le prestazioni
della colonna e la sua
durata.
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Selezione della fase mobile e temperature operative

La fase stazionaria legata & per sua natura “non polare” ed

e utilizzata al meglio con fasi mobili polari, come miscele
metanolo/acqua o acetonitrile/acqua. Aumentare la quantita
di componente organico riduce il tempo di ritenzione del
campione.

In caso di utilizzo a temperature massime per periodi
prolungati, la durata della colonna sara ridotta.

Impiegando eluenti acquosi al 100% con colonne PLRP-S, la
durata operativa della colonna sara drasticamente ridotta,

il che puo causare un rapido degrado dellampiezza e della
simmetria del picco.

Gradienti di avvio raccomandati

Per la separazione di molecole biologiche sono generalmente
usate condizioni di gradiente: aumentare la quantita di
componente organico per ottenere eluizione dalla colonna.
Le separazioni di peptidi, polipeptidi e proteine sono quelle
pitu comunemente eseguite utilizzando eluenti acidi con
acido trifluoroacetico (TFA) o acido formico (FA), impiegati
come modificatori per il controllo del pH e/o come additivo
in coppia ionica per ottenere la ritenzione e la selettivita
desiderate. Per I'eluizione sono impiegati composti organici,
come acetonitrile, metanolo e etanolo. L'acetonitrile e il
solvente di uso pit comune.

Ulteriori informazioni sulle separazioni dei peptidi si possono
trovare al capitolo 11, pagine 497-508, del libro Introduction
to Modern Liquid Chromatography, Second Edition. L.R.
Snyder e J. J. Kirkland, (John Wiley & Sons, 1979).



Manutenzione della colonna

Colonne con particelle della dimensione di 1.8 um hanno un
frit di ingresso di 0.5 um. Il particolato blocca i frit di ingresso
della colonna e deve essere eliminato prima di procedere
all'analisi del campione. Se cio non e possibile, si consiglia

di utilizzare un filtro in linea o una precolonna per proteggere
la colonna analitica e aumentarne la durata operativa. La
colonna per mappatura di peptidi AdvanceBio dispone

di un frit di ingresso da 2 um. Campioni contenenti del
bio-particolato, con dimensioni maggiori di 2 ym, ostruiranno
il frit di ingresso. Con tali campioni, si raccomanda 'impiego
di precolonne. Si raccomanda inoltre di filtrare i campioni,
prima di iniettarli nella colonna e verificare che tutti gli eluenti
siano preparati di fresco e filtrati prima dell'utilizzo.

Per ulteriori informazioni sulle precolonne vai alla pagina
www.agilent.com/chem/guards.

Pulizia della colonna/estensione della durata della colonna
Per colonne che possono essere sottoposte a backflush

(particelle >1.8 um), pulire la colonna in direzione inversa.
Iniziare con un solvente piu forte (meno polare).

1. Scollegare la colonna dal rivelatore e versare i solventi di
lavaggio in un beaker.

2. Avviare con la fase mobile senza sali tampone
(acqua/solvente organico). Usare da 10 a 20 volumi
colonna.

3. Poi, utilizzare un solvente organico al 100% (metanolo o
acetonitrile).

4. Verificare la pressione per vedere se € ritornata a
condizioni normali; in caso contrario:

5. Eliminare la colonna oppure considerare condizioni piu
estreme, per es. 75% acetonitrile:25% isopropanolo.
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6. Aumentare le concentrazioni: 100% isopropanolo, 100%
cloruro di metilene oppure 100% esano (se si usa il cloruro
di metilene o I'esano, sara necessario lavare la colonna
con isopropanolo prima di utilizzarla e prima di tornare alla
fase mobile contenente acqua, poiché non e miscibile con
campioni acquosi).

Con le colonne PLRP-S, possono essere utilizzati cicli di

pulizia aggressivi con NaOH 1 M oppure HCI 1 M all'80% con

solventi organici al 20%.

Nel caso di colonne con particelle di 1.8 um, non procedere
al backflush della colonna; si puo tentare la procedura di
purificazione come precedentemente illustrato in dettaglio,
ma mantenendo la direzione del flusso.

Raccomandazioni di conservazione

In generale, le colonne possono essere conservate in modo
sicuro per brevi periodi, nella maggior parte delle fasi mobili.
La conservazione a lungo termine di colonne a fase legata,
a base di silice, deve avvenire in un solvente organico puro.
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
o0 acetonitrile e acqua, seguita da 20 a 30 volumi di solvente
puro. Prima dello stoccaggio, i raccordi terminali devono
essere chiusi ermeticamente con tappi terminali per evitare
che limpaccamento si asciughi e di 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 (es. usando una
soluzione ACN/H,0 60:40 per eliminare una fase mobile
tampone fosfato ACN/0.02 M 60:40). Quando si usa questo
approccio, la nuova equilibrazione ¢ rapida con la fase mobile
originale e viene eliminata qualsiasi possibilita di corrosione
causata dai sali.



Consigli per avere i migliori risultati
cromatografici

Ottimizza la tua strumentazione riducendo al minimo la
lunghezza dei tubi tra i componenti del sistema per ridurre
il volume extra colonna e I'estensione di banda. Utilizza
tubi rossi da 0.12 mm d.i. per colonne ad alta efficienza/
Fast LC. Per saperne di piu sulle opzioni dei capillari vai alla
pagina www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

Verifica che la velocita di acquisizione dei dati sia
ottimizzata per la tua colonna. Utilizza un velocita di
acquisizione piu elevata per le colonne Fast LC (ZORBAX
RRHD).

| mpiega la filtrazione del campione o altre preparazioni,
secondo necessita, per il campione considerato. Per
saperne di piu, visita la pagina del sito: www.agilent.com/
chem/sampleprep.

Utilizza lampade certificate sugli strumenti LC per avere
migliori prestazioni.
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Esta guia ofrece informacion general de las
columnas de fase reversa Agilent BioHPLC
y AdvanceBio. Si desea obtener mas
informacion acerca de su fase o una familia
determinadas, consulte: www.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
rendimiento de QC.

Si tiene alguna pregunta concreta, péngase en contacto con
el equipo de asistencia técnica mediante www.agilent.com/
chem/columnsupport.


http://www.agilent.com/chem/biocolumnchoices
http://www.agilent.com/chem/biocolumnchoices
http://www.agilent.com/chem/columnsupport
http://www.agilent.com/chem/columnsupport

Uso de la columna

Instalacion
La direccion del flujo estda marcada en la columna.

- Las columnas de 1.8 pm (ZORBAX RRHD) solamente
pueden funcionar en la direccion del flujo 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.

B

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. Por lo
tanto, para el primer uso, se debe reemplazar el disolvente
de transporte con el eluyente, para lo que es necesario tener
en cuenta que todos los componentes son miscibles y
solubles. Si se usan aditivos de fase movil, como soluciones
tampon o reactivos de par iénico, se aconseja efectuar un
lavado intermedio con una fase mavil de la composicion
correcta, pero sin dichas adiciones. Un lavado con entre 10
y 20 volumenes de columna deberia servir para realizar la
transicién hacia la fase movil. Conviene asegurarse de que
la columna se ha equilibrado de forma adecuada antes de
su uso. De esta manera, se garantiza la reproducibilidad y se
ayuda a prevenir la deriva del tiempo de retencion.
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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 tamafio 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 presién operativos anotados
para cada columna (consulte la Tabla 1). Si se exceden
estos limites, el rendimiento cromatogréfico y la vida
util de la columna se veran afectados, lo que podria ser
inseguro.

Otros consejos operativos

+ Aunque, por lo general, no resulta dafino para la columna,
se debe evitar el flujo inverso, excepto si se intenta
eliminar las particulas de una frita obstruida (consulte la
seccion “cuidado de la columna”).

- Serecomienda 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 méviles.
Antes de su uso, desgasifique y filtre todas las fases
moviles.

+ Sise desmonta una columna, se degradara su
rendimiento.

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



+ Sise 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.

+ Cuando las columnas no se utilicen, no se deben mantener
a una temperatura elevada ni con un pH elevado (consulte
la Tabla 2).

+ Las nuevas columnas pueden incluir una mezcla de
disolventes organicos y agua, lo que puede contener sales
de la solucién tampon. Consulte la Tabla 3 para obtener
mas informacion acerca de los disolventes de transporte.
Inicialmente, se deben tomar precauciones para que
ninguna fase mavil pase a través de la columna, lo que
podria original la formacién de un precipitado que no sea
completamente miscible.

+ Las columnas Agilent BioHPLC y AdvanceBio son
compatibles con todos los eluyentes habituales usados
para el andlisis de biomoléculas.

Tabla 1. Parametros operativos maximos: columnas de hasta 4,6 mm.

Limite de
Columna Tamaiio de particula presion
AdvanceBio Peptide Mapping 2.7 pm 600 bar
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio Oligonucleotide
AdvanceBio Amino Acid Analysis
AdvanceBio RP-mAb 3.5um
ZORBAX 300SB 3.5um, 5um, 7 pm 400 bar
Poroshell 300 5um
ZORBAX RRHD 1.8 um 1200 bar
PLRP-S 3um 275 bar
5pum, 8 um, 10 um 207 bar
10-15pm, 103 bar
15-20 pm, 30 pm
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Tabla 2. Parametros operativos de las columnas: pH y temperatura.

Rango de pH Temperatura operativa

Columna recomendado  méxima
AdvanceBio Peptide 2.0-8.0 60 °C
Mapping

AdvanceBio Peptide Plus

ZORBAX RRHD 1.0-8.0 80°C
ZORBAX 300SB-C8, C3, CN

ZORBAX 300SB-C18 1.0-8.0 90 °C

AdvanceBio RP-mAb

Poroshell 300

Poroshell 300 Extend-C18 2.0-11.0 60 °C por debajo de un
pHde 8,
40 °C por encima de un
pHde 8

AdvanceBio Oligonucleotide | 3.0-11.0 65°C

AdvanceBio Amino Acid

Analysis

PLRP-S 1.0-14.0 200 °C

Nota: odos los envases basados en silice son algo solubles con fases
moviles acuosas de pH > 6. Si se usan columnas basadas en silice con
un pH > 6, se obtiene la mejor vida (til de las columnas a temperaturas
inferiores (40 °C max.) y con concentraciones bajas de las soluciones
tampon, es decir, entre 0.01 y 0.02 M.



Tabla 3. Disolventes de transporte.

Columna

AdvanceBio Peptide
Mapping

AdvanceBio Peptide
Plus

ZORBAX RRHD

ZORBAX 300SB

Disolvente de
transporte

Mezcla de acetonitrilo
y agua

Compatibilidad

Aguay todos los
disolventes organicos
habituales

AdvanceBio RP-mAb

Mezcla de acetonitrilo
y agua

Poroshell 300 y
300 Extend

Mezcla de metanol y
agua

Aguay todos

los disolventes
organicos, incluidos
N,N-dimetilformamida y
dimetilsulféxido

AdvanceBio
Oligonucleotide

AdvanceBio Amino
Acid Analysis

Mezcla de acetonitrilo
y agua

Aguay todos los
disolventes organicos
comunes. Modificadores
como el HFIP y el TEAA

PLRP-S

Acetonitrilo y agua (7:1)

Disolventes organicos
acuosos, incluidos
N,N-dimetilformamida
y dimetilsulféxido

No se recomiendan
disolventes
completamente
acuosos, ya que se
reduciria el rendimiento
y la vida util de la
columna




ESPANOL

Seleccion de la fase movil y temperaturas operativas

La fase estacionaria ligada es de naturaleza apolar y su
mejor rendimiento se consigue con fases moviles polares
como, por ejemplo, mezclas de metanol y agua o acetonitrilo
y agua. El aumento de la cantidad de componente orgdnico
reduce el tiempo de retencion de la muestra.

Si se utiliza la temperatura maxima durante periodos
prolongados, se reducira la vida Util de la columna.

El uso de eluyentes completamente acuosos con columnas
PLRP-S reducira significativamente la vida util de la columna
y es posible que se produzca un rapido deterioro de la
anchura de pico y de la simetria.

Gradientes iniciales recomendados

Las separaciones de moléculas bioldgicas usan, por lo
general, condiciones de gradiente, es decir, se aumenta

la cantidad de componente organico para alcanzar la
elucion en la columna. La forma mds habitual de realizar
las separaciones de péptidos, polipéptidos y proteinas es
mediante eluyentes dcidos con &cido trifluoroacético (TFA)
o0 acido formico (FA), que se emplean como modificadores
para controlar el pH o como aditivos de par iénico a fin

de conseguir la retencion y la selectividad deseadas. Los
compuestos organicos, como el acetonitrilo, el metanol y el
etanol, se utilizan para conseguir la elucion. De entre estos
compuestos, el acetonitrilo es el mas usado.

Para obtener mas informacion sobre las separaciones de
péptidos, consulte el capitulo 11, paginas 497-508, de
Introduction to Modern Liquid Chromotography (segunda
edicién), por L. R. Snyder y J. J. Kirkland (John Wiley y Sons,
1979).



Cuidado de la columna

Las columnas con un tamafio de particula de 1.8 um cuentan
con una frita de entrada de 0.5 pm. Las particulas bloquearan
las fritas de entrada de la columna, por lo que se deben
extraer antes de analizar la muestra. En caso de que esto no
sea posible, se debe usar un filtro en linea o una precolumna
para proteger la columna analitica e incrementar su vida

util. La columna de mapa de péptidos AdvanceBio incluye
una frita de entrada de 2 um. Las muestras que contengan
materia bioparticulada mayor de 2 pm obstruiran la frita

de entrada. Es recomendable el uso de precolumnas con
estas muestras. Asimismo, se recomienda que se filtren las
muestras antes de inyectarlas sobre cualquier columna 'y que
todos los eluyentes estén recién preparados y se filtren antes
de usarlos.

Consulte www.agilent.com/chem/guards para obtener mas
informacion acerca de las precolumnas.

Limpieza de la columna y prolongacion de su vida dtil

En el caso de las columnas que permitan retroflujo

(particulas > 1.8 um), efectue la limpieza en la direccién

inversa. Empiece con un disolvente mds potente (menos

polar).

1. Desconecte la columna del detector y vierta los
disolventes de lavado dentro de un vaso de precipitados.

2. Empiece con la fase mavil sin sales de la solucién tampon
(agua o compuestos organicos). Haga pasar entre 10 y
20 volumenes de columna.

3. A continuacion, use componentes organicos al 100 %
(metanol o acetonitrilo).

4. Compruebe si la presion vuelve a ser normal; si no es as:

5. Descarte la columna o tenga en cuenta condiciones

mas fuertes, por ejemplo, acetonitrilo al 75%:isopropanol
al 25%.
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6. Aumente a isopropanol al 100%, cloruro de metileno al
100% o hexano al 100% (si utiliza cloruro de metileno o
hexano, deberd lavar la columna con isopropanol antes
de usarla y antes de volver a la fase movil dado que no es
miscible con componentes acuosos).

Con las columnas PLRP-S, se pueden utilizar ciclos de
limpieza agresivos con 1 M de NaOH al 80% o 1 M de HCI
con componentes organicos al 20%.

No utilice el retroflujo en el caso de las columnas con
particulas de 1.8 um; puede intentar el procedimiento de
limpieza detallado con anterioridad si mantiene la direccién
del flujo.

Recomendaciones para el almacenamiento

Por lo general, las columnas se pueden almacenar con
seguridad durante periodos breves en la mayoria de las fases
moviles. El almacenamiento a largo plazo de las columnas
de fase ligada y basadas en silice se debe efectuar en un
disolvente organico puro. Sila columna se ha utilizado con
anterioridad con una fase movil que incluye una solucién
tampon, se debe extraer en primer lugar dicha solucion
tampodn 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 terminales de conexion se
deben tapar firmemente con tapones terminales para evitar
que el empaquetado 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 60:40 ACN/H,0 para eliminar una fase
movil con una solucién tampon de 0.02 M de fosfato/60:40
ACN). El nuevo equilibrio con la fase mévil original es répido
si se utiliza este enfoque y se elimina cualquier posibilidad de
corrosion debida a las sales.



Consejos para obtener los mejores resultados
cromatograficos

+ Optimice el instrumento mediante la reduccion de la
longitud de los tubos 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 tubos rojos con un diametro
interno de 0.12 mm. Para obtener informacion acerca de
las opciones de capilares, visite www.agilent.com/chem/
Iccapillaries.

+ Asegurese de optimizar la velocidad de adquisicion
de datos para la columna. Utilice una velocidad de
adquisicion mayor para las columnas LC rapidas
(ZORBAX RRHD).

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

+ Utilice lamparas certificadas con sus instrumentos LC
para conseguir un mejor rendimiento.
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h3L hF2 EARF

AdvanceBio Peptide Mapping 2.7 um 600 bar

AdvanceBio Peptide Plus

AdvanceBio Oligonucleotide

AdvanceBio Amino Acid Analysis

AdvanceBio RP-mAb 3.5pm

ZORBAX 300SB 3.5um, 5um, 7 pm 400 bar

Poroshell 300 5um

ZORBAX RRHD 1.8 um 1200 bar

PLRP-S 3um 275 bar
5pm, 8 ym, 10 um 207 bar
10-15pm, 103 bar

15-20 pm, 30 pm
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AdvanceBio Peptide 2.0-8.0 60 °C

Mapping

AdvanceBio Peptide Plus

ZORBAX RRHD 1.0-8.0 80°C

ZORBAX 300SB-C8, C3,CN

ZORBAX 300SB-C18 1.0-8.0 90°C

AdvanceBio RP-mAb

Poroshell 300

Poroshell 300 Extend-C18 2.0-11.0 pH 8 i 60 °C
pH8 Lk 40°C

AdvanceBio Oligonucleotide | 3.0-11.0 65°C

AdvanceBio Amino Acid

Analysis

PLRP-S 1.0-14.0 200°C

EDUAR—IDFIEANS TN T pH >6 DKABEIEICH ZIRE AL F
FoPUAR—RDAT L% pH>6 TEAYT25E. NTLDFBERARIC
FRIXTICIEAER (40 °C LUF) T.0.01~0.02 M DEFEDERERE R ZHE

ALTIET L,
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L.R.Snyder and J. J. Kirkland, Introduction to Modern Liquid
Chromotography, Second Edition, Chapter 11, pages 497-
508. (John Wiley & Sons, 1979).
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B aTOM HpoLLtOpe pacCMOTPEeHbI 0bLLme
CBelleHMs O KOMMOHKax obpalleHHON Basbl
Agilent BioHPLC n AdvanceBio. MNogpobHee:
www.agilent.com/chem/biocolumnchoices.

Hauyano pa6otbli

Bce konoHku Agilent noctaBnstoTes ¢ cepTUdUKaTOM
KayecTBa, cCofep KalLyM TECTOBYHO XPOMaTOrpamMmy.
TecToBOE 060PYAOBaHME, MPUMEHAEMOE MPU KOHTPOSe
KayecTBa, ONTVMU3NPOBAHO OTHOCK-TEfIbHO CTaHAAPTHOIO
060pyaoBaHus, YTOBbI CBECTU K MUHKUMYMY MEPTBbIN 06beM
cucTeMbl. [10STOMY OHO MOXET OT/IMYaTbCH OT UCMONb
3yeMblIx B nabopaTopuun cuctemM. 3TO NO3BONSET NyYLle
OLle HMUBATb Ka4eCTBO KOJIOHKM ¥ rapaHTvpyeT NnosyyeHne
6onee cTabubHOro NPoAyKTa. PesynbTaThl, BbljaBaeMble
CUCTEMOW XKNAKOCTHOM xpomaTorpadum (BIXKX),
ONTUMW3MPOBAHHOW AN KOIOHOK Manoro o6bema, 6yayT
aHanorMyYHbl yKasaHHbIM Ha XpomMaTorpamme ceptTudvikaTta
KayecTBa.

Ha BONpoCbI OTBETAT B OTAESE TEXHUYECKOWK NOALEPXKKM:
www.agilent.com/chem/columnsupport.



MUcnonb3oBaHue KOMIOHKU

YcTaHoBKa
+ HanpaBneHune NOTOKa yka3aHO Ha KOSIOHKeE.

+ [pun paboTe ¢ KOMOHKaMW C pa3mMepoMm YacTul, 1.8 MKM
(ZORBAX RRHT 1 ZORBAX RRHD) HanpaBneHue notoka
[IOIKHO COBMafaTh C yKasdaHHbIM Ha KOSOHKe.

-+ Agilent pekomeHayeT 415 KONoHOK Ha 600 6ap
MCMOMb30BaThb MNOMMKETOHOBbIE GUTUHIU (KaT. N2 5042-
8957), a Takxke cbemHble GUTUHIMM Ha 1200 6ap (kaT. N2
5067-4733), KOTOPble MOXHO NMPUMEHSATL B CUCTEMAX
BIXX cBepxBbicokoro Aasnenus (UHPLC).

YpaBHOBeLUMBaHNE KONTOHOK

MoNMKETOHOBbIN (UTUHT, CbemHblit uTUHr Agilent Ha
KkaT. N° 5042-8957 1200 6ap, kaT. N2 5067-4733

Kakgan KonoHka ncnbiTbiBaeTcs nepes nocTaBkow. MNepea
Haya oM 1CMOJb 30BaHNsA pacTBOPUTESb, B KOTOPOM

OHa MoCTaBNAeTCs, HEOOXOAMMO 3aMEHNUTb Ha AJHOEHT,
obpalllast BHUMaHWe Ha CMeLLMBaeMOCTb U PacT BO-PUMOCTb
BCEX KOMMOHeHTOB. Ecnn ncnonbaytotes fo6aBKm

K nofBmKHoO hase (Hanpvmep, 6ydbepbl N MOHOTEHHbIE
BelLecTBa), peKo MeHAyeTCs MPOBOANTL NPOMEXKYTOUHYHD
NPOMbIBKY MOABWKHOM hasoi He06XOAMMOro CocTara,

Ho 6e3 Taknx Ao6aBoK. [1pn cMeHe nof B Hol dasbl
peKOMeHYEeTCs BbIMOMHUTb MPOMbIBKY C PACXOA0M

10-20 06beMOB KONOHKM. [Nepes Ncrosib3oBaHnem
KONIOHKM HEOBX0AMMO 0653aTeNIbHO YOeaUTbCS, YTO

OHa ypaBHOBeLLeHa Haanexalym o6pa3om. 1o
obecrneynBaeT BOCNPOM3BOAMMOCTb pedyibTaToB aHanmaa
1 Npefo T BpalaeT M3MeHeHNe BPEMEHN YeP>KMBaHMA
aHanM3npyemMblx BeLLecTB.
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+ Bce MecTa coeamHeHuin B cuctemax BOXKX asnatotes
noTeHUManbHbIMU UCTOYHUKaMK yTedek. Heobxoammo
03HaKOMWTb NONb30BaTeNEN C TOKCUYHBIMU 1
OorHeonacHbIMM CBOMCTBaMM NoABMIKHbIX d)as.

Ba)kHble cBeieHUs Mo 6e30MacHOCTH

+ CyLecTByeT ONacHOCTb BAbIXaHWUA MENKMX YaCTuL, Cyxoro
HaNoNHWTENSI KONOHOK. Agilent pekoMeHayeT He CHUMaTb
KOHLEBblE PUTUHIM KOMOHOK 1 n36eratb BO34eNCTBUA
OKPY>KatoLLEeN cpefibl Ha HOCUTENb. BCKPbITVE KONIOHOK
[IOSI>XEH NPOBOAMTL 0BYYEHHbIM CNeumanucT B XOPOLUO
BEHTWAVPYEMOW 30HE.

+ He npeBbiluaiiTe paboyee faBneHve, ykasaHHoe Anq
KaXk[0i KoMoHKM (cM. Tabn. 1). MpeBblleHMe 9TUX
OrpaHnyeHnii CHXKAET KayecTBO XxpomMaTtorpadum 1 Cpok
CNy>K6bl KONMOHOK, @ TaKXXe MOXET ObITb ONaCHbIM.

npaKTI/NeCKVIe COBEeTbI

+ XOT4 06bI4HO METOZ 06paTHON NMPOAYBKM HE onaceH a1
KOJOHOK, M36eranTe ero NpUMEeHeHUs 3a UCKFOYEHEM
0YMCTKM 3acopa Nopwc Toro BrkAadbliia (CM. pasaen
«OBCNYXKMUBAHME KOMOHOK»).

+ PeKkoMeHyeTcs HaunHaTb MeTO[ C MOHMKEHHOM
CKOPOCTM MOTOKa, MIaBHO YBENNYMBas ee 10 TPeBYEMON
paboueit CKOPOCTY.

+ Bceraa ncnonbayiTe Ana NPUroTOBEHWS MOABUKHOM
(hasbl peareHTbl BbICLIEN CTENEHN OUUCTKM U
pacTBOpUTENb XpOMaTOrpatyYecKoi CTENEHN YACTOTbI.
Mepe Mcnofb3oBaHneM NpoBoAUTE GUNLTPALMIO U Aera
3a LMo Bcero o6bema NofABMKHOM hasbl.

. Pa36opKa KOJTOHKW NMPUBELET K CHVXEHUKO ee
XapPaKTEPUCTUK.

+ [1n9 3aWMTbl KONOHKM W NMPOASIEHNSA CPOKa ee Cryx6bl
PEKOMEH[YETCA 1CMOMb30BaTb BHYTPUMOTOKOBbI
GUNBTP MW NPEAKONOHKY.

+ Pa6oTa KOMOHKM 32 paMKaMmU PEKOMEHOBaHHbIX /19
(hasbl KOMOHKM AnanasoHoB pH (cM. Tabn. 2) NpuBeaeT K
COKpALLEHMIO CPOKa CY>KObl.



+ He cneayeT xpaHuTb HEMCTIONb3YEMble KOSIOHKM B
cpefie C BbICO KUMW 3HAYEHUAMU PH UK B YCNIOBUAX
NoBbILLEHHO TeMmnepaTypbl (CM. Tabn. 2).

+ HoBble KOMOHKM MOTYT 6bITb 3aN0fIHEHbI CMECHIO
OpraHu4yeckmx pacTBopuTenei 1 Bodbl, B KOTOPOW MOTYT
cofiepykaTbest BydepHble conn. MoapobHble cBeAeHNs
0 TPaHCMNOPTUPOBOYHbIX PACTBOPUTENSX CM. B Tabn.

3. Ha HauyanbHol cTagmMmn MeTofa cnefyeT nsberatb
NponycKaHWs Yepes KOMOHKY MOABWXKHOM da3sbl, KoTopas
MOXET Bbl3BaTb BbINafeHne ocaaka nnm 6biTb He
MOJIHOCTBIO PACTBOPUMONA.

+ KonoHku Agilent BioHPLC 1 AdvanceBio coBmecTvimbl
CO BCEMM 3MOEHTAMMU, MPUMEHSIEMbIMU 15
BVMOMONEKYNSPHOro aHanmaa.

Tabn. 1. MakcumanbHoe pabodee iaBneHne — KOMOHKM C
BHYTPEHHUM AnamMeTpoM A0 4.6 MM.

MpepenbHoe
KonoHka Pa3mep vactuy AaBneHne
AdvanceBio Peptide Mapping 2.7 MKM 600 6ap
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio Oligonucleotide
AdvanceBio Amino Acid Analysis
AdvanceBio RP-mAb 3.5 MKM
ZORBAX 300SB 3.5 MKM, 5 MKM, 7 MKkM | 400 6ap
Poroshell 300 5 MKM
ZORBAX RRHD 1.8 MKM 1200 6ap
PLRP-S 3 MKM 275 6ap
5 MKM, 8 MKM, 10 MKM | 207 6ap
10-15 MKMm, 103 6ap
15-20 MKM, 30 MKM




PYCCKWNN

Tabn. 2. Paboune napaMeTpbl KONOHOK — pH v TeMnepaTypa.

MakcumanbHas

PekoMeHf0BaHHbIi#  pabovas
KonoHnka Anana3soH pH Temnepartypa
AdvanceBio Peptide Mapping| 2.0-8.0 60 °C
AdvanceBio Peptide Plus
ZORBAX RRHD 1.0-8.0 80°C
ZORBAX 300SB-C8, C3, CN
ZORBAX 300SB-C18 1.0-8.0 90 °C

AdvanceBio RP-mAb

Poroshell 300

Poroshell 300 Extend-C18 2.0-11.0 60 °C npu pH
MeHee 8,
40 °C npv pH
6onee 8
AdvanceBio Oligonucleotide | 3.0-11.0 65°C
AdvanceBio Amino Acid
Analysis
PLRP-S 1.0-14.0 200°C

MpumMeyanue. Bce COpOGEHTLI Ha OCHOBE CUMKarens pacTBOPUMbI B
onpefeneHHoNn CTeneHr Npu 3Havernsx pH > 6 B NOABMXKHbIX (hasax Ha
BOAHOI OCHOBE. 1pK MCNONb30BaHUM KONOHOK Ha OCHOBE CUnKarens B
cpefe Co 3HayeHVsIMK pH > 6 HanGONbLLKI CPOK CNYX6bl obecneynsaeTcs
MPU MOHMKEHHBIX TeMmepaTypax (He 6onee 40 °C) 1 UCnonb30BaHUN
HU3KWMX ByPepHbIX KOHLEeHTpauuii B ananasoxe ot 0.01 go 0.02 M.



Ta6n. 3. TpaHCMOPTMPOBOYHbIE PACTBOPUTENN.

TpaHCNOPTUPOBOYHbIN

KonoHka pacTBopuUTenb CoBMECTUMOCTb

AdvanceBio Peptide Cmech aueToHuTpuna Bopna v Bce

Mapping C BOZOW pacnpocTpaHeHHble
; ; opraHuyeckume

AdvanceBio Peptide pacTEopUTENI.

Plus

ZORBAX RRHD

ZORBAX 300SB

AdvanceBio RP-mAb | Cmecb aueToHnTpuna Bopna v Bce

C BOJOWA

Poroshell 300 u
300 Extend

Cmecb MeTaHona ¢
BO/0W

opraHu4eckume pacTBo
puv TENW, B TOM
uncne N,N-gumetmn

77

hopmamug n
anmMeTuncynbpokens.
AdvanceBio Cmech aleToHuTpuna Bopga v Bce 06bluHble
Oligonucleotide C BOLOW opraHuyeckue
; A pacTBopuTENN.
ﬁd_\éazce?lo.Ammo MogaundukaTopsbl,
cid Analysis BK/IOYas rekcadTop-
2-nponaHon v auetat
TPUSTUNAMMOHWS.
PLRP-S ALETOHUTPUI C BOAOW OpraHuyeckue

pacTBOpUTENN Ha BOA
HOI OCHOBE, B TOM
uncne N,N-gumeTnn-
dhopmammna n
AUMETUN cynbdoKeHA,,
He pekomeHayeTcs
1CNoNb30BaTh
yuctyto (100%) soay,
Tak Kak 9TO CHU3UT
Ka4yecTBO KOMOHKM

1 COKPaTUT CPOK ee
Cnyx6bl.
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Bbi6op nogBukHOI a3bl U pabouux TeMmnepaTtyp

MpuBKTaa HenoaBMKHas hala No CBOeN Npupose SBNSETCS
HemnonsIPHO 1 Yallie BCEro UCMosb3yeTcs C NMOAsSPHbIMM
NOABWXHBbIMUN (ha3amu, TaknMu Kak CMecy MeTaHona

C BOJOWN UK aLleTOHUTPKUAA C BOAOK. YBennyeHmne

[l0/11 OPraHMYecKoro KOMMOHEHTa YMeHbLLIaeT BpeMs
yAep>KrBaHust 06pa3LoB.

[nuTenbHas paboTa Npy MakcUMMarbHOM TeMnepaType
COKpAaLLi@eT CPOK CYXKBbl KOMOHKM.

Mlcnonb3oBaHue 3M0eHTOB Ha OCHOBE YWCTOM BObI C
KonoHkamu PLRP-S 3HaunTenbHO CokpallaeT CPOK Cy>KObl
KOMOHKM 11 MOXET MPUBECTU K ObICTPOMY Pa3MblBaHMIO
MUKOB MO LUVPUHE Y aCUMMETPUU.

PekoMeH0BaHHbIe HayaslbHble rpagueHTbl

Mpu pasgeneHny GMoNOrnYecKX MoNekyn Ans ynyylleHus
3MOLUMM 13 KOTOHKM 0BbIYHO MCMONb3YHOTCA rPaAneHTHble
YCNOBWA — yBeNNYEHVE KONMYECTBA OPraHN4ecKow
cocTaBnstoLLen. PasgeneHve nentnaos, NOAU-NENTUAOB U
6e1KOB Yallie NPOV3BOAUTCH C MOMOLLbIO KUCAbIX S/FOEHTOB
C MCMO/b30BaHNEM TPUMTOPYKCYCHOM KCNoTbl (TFA) uin
MypaBbUHOI KcnoTbl (FA) B kadecTBe MoandukaTopa ans
n3MeHeHus pH 1 (MKn) B KauecTBe MOHOTEHHOM 106aBKM
ANS nonyYeHnst Tpebyemoit cTeneHn yaep>KnBaHus v
CeneKTUBHOCTW. [1na antonpoBaHns NCnob3yoTcs
OpraHnyecKune pacTBOPUTENW, Takue KaK alleTOHUTPUN
(4aule Bcero), MeTaHoN 1 ATaHON.

C LONONHWTENbHBIMU CBEAEHWSIMI O Pa3fieNeHnn NenTuaos
MOXXHO 03HaKO MWUTbCA B YacTi 11 (cTp. 497-508) KHUMM
Introduction to Modern Liquid Chromoto graphy, Second
Edition. L.R. Snyder, J. J. Kirkland (John Wiley & Sons, 1979).



O6cny)XMBaHMe KOMOHOK

B KONOHKK ¢ pasmepom YacTuy 1.8 MKM yCcTaHaBnMBaeTCs
BXOAHOM BKNaAbIWw ¢ nopamu 0.5 MKM. MnkpoyacTumLbl,
coaepallmecs B Npobe, MOryT 3aKynopuBaTh BXOAHOM
NOPUCTbI BKNaAbILL KOMIOHKYM; Nepes NpOBeAeHeM aHanmsa
obpasua ux cneayeT yaanuTb. Ecnm aTo HEBO3MOXHO,
HeoBX0AVMO VCMOMb 30BaTb BHYTPUMOTOKOBbLIN GUALTP
NV NPeAKONOHKY 415 3aLLUMTbl aHau TUHECKON KONIOHKM

1 NPOANEeHNs ee cpoka Cny>6bl. B konoHkn AdvanceBio
Peptide Mapping ycTaHaBn1BaeTcs BXOAHOW BKAaAbILW C
nopamu 2 MkM. O6pasLibl, cofiepKaLle 6MoNornyecKme
MUKPO 4aCTULbl pa3MepoM 6osee 2 MKM, MOryT
3aKynopvBaTb BXOAHOV MOPWC Thivt BKNaAbIW. [ns Takux
06pa3LoB peKOMeHAYETCS UCNOb30BaTh Npef, KOMOHKM.
PekomMeHAyeTcA BbINOAHATL UNbTPaLmio 06pasLioB

nepea 1x BBOAOM B KOJOHKY, @ TakXKe NCMOob30BaThb
CBEXEMNPUrOTOB/EHHbIE U (DUBT POBaHHbIE Nepej pPaboTo
3/0EHTbI.

Moapo6Hee o NpeakonoHkax: www.agilent.com/chem/
guards.

MpombiBKa 1 yBeJsinyeHue cpoka cﬂy)K6bI KOJIOHKM

KonoHku, nognexatiye o6paTHO NpoMbiBKe (C padamepomM
yacTuy 6onee 1.8 MKM), TPOMbIBAOTCS B 06PaTHOM
HanpasneHun. CneayeTt HayaTb NPOMbIBKY 60ree CUTbHbBIM
(MeHee NonapHbIM) PacTBOPUTENEM.

1. OTCOEAMHUTb KONOHKY OT ieTekTopa U HanpaBuTb
NPOMbIBOYHbIE PACTBOPUTENN B N1aGOPATOPHbI CTaKaH.

2. CnepyeT Ha4YMHaTb NPOMbIBKY C paboyei NoABUXKHON
thasbl 6e3 BydepHblx conelt (BOAHOM MW OPraHNYecKon).
MponyctuTb oT 10 A0 20 06HEMOB KOMOHKMN.

3. MpombITb 100% OpraHn4ecKMM pacTBoOpUTENEM
(MeTaHONOM UMK aLETOHUTPUIOM).

4. Y6eanTbCs, YTO BOCCTAHOBMUNOCH paboyee AaBneHue;
€C/M 3TOr0 He NPOW30LLSO, BbINOMHUTL CReaytoLime
NencTems:



PYCCKWNN

5. 3abpakoBaTb KOJIOHKY WK MCMONb30BaTh Gonee
CUMbHble
pacTBO pU TeNN, HaNpUMep aueTOHUTPUN C
nsonponaHonom (75:25).

6. YBeNMunTb KoHUeHTpauunio o 100% nsonponaHona,
100% avxnopmeTana nnm 100% rexcaHa (aMxnopmeTaH
1 rekcaH HepacTBO-pUMbI B BOAE, B Clly4ae 1x
MCNONb30BaHMA HEO6XOAMMO TLLATENIbHO MPOMbITb
KOJOHKY 130MPONaHo/ioM Nepes NocneyoLLmm
MCNoNb3oBaHMEM [0 nepexoaa K padoyer NoABMKHOM
tbasze).

[nsa KonoHok PLRP-S MOXHO NpYMeHHATL arpeccuBHble

LIMKbI OYNCTKKM ¢ nomoLbto cmecn 80% 1T M NaOH nan 1M

HCI ¢ 20% opraHu4yeckoro pacTBOpUTENS.

He cneayeT NpoBOAMTL 06PaTHYO MPOMbIBKY KOTOHOK C
pasmepom yacTuy 1.8 MKM. 115t HUX MOXHO MCMOb30BaTh
onncaHHyto BbllLE NMPOLefypy C COXpa He HUeM
HamnpasfeHusa NoToka.

PekoMeHpauum no xpaHeHUo

KpaTkoBpeMeHHO XpaHUTb KOMOHKM MOXHO B 60/bLUMHCTBE
noaBWXHbIX Ga3. [1a AoNroBPEMEHHOIrO XpaHeEHNA KOOHOK
C NpVBWTOI (ha3ol Ha OCHOBE CunMKarens cnemyer
MCMNONb30BaTb YUCTbIN OpraHu Yec Knii pactBopuTens. Ecnm
paHee KOMOHKa MCnonb3oBanach ¢ 6ydep HOM NOABUKHON
basoit, cHa4Yana cnemyeT yaanuTb 6ydep NpoMbIBKON
CMECbhIO MeTaHoMa UK aueToHnTpuna ¢ Bogol (50:50)

¢ pacxogom 20-30 06beMOB KOTOHKM, @ 3aTEM NPOMbITb

ee 20-30 o6beMaMM KOTOHKM YUCTOrO pacTBOPUTENS.
MNepes HanpaBneHeM KOTOHKM Ha XpaHeHWe KOHLEeBble
DUTWHMV LOMKHbI ObITh TLATENBHO 3aKPbIThl 3ar1yLLUKaMn
AN NpeaoTBpaLLeHns BbICbixaHWs copbeHTa. B uensx
3aLUMTbl 060PYAOBaHUS peKOMEHAYETCA yaanuTb CONu 13
KONOHKM 11 060pYyA0BaHNA NYyTEM NMPOMbIBKIM KOTIOHKN TOW
e NMofBUX HoM dasoii 6e3 Bytdepa (Hanprmep, NCNob3ys
cMmecb aleToHnTpun:H,0 (60:40) Ansa yaaneHus noaBUXKHOM
dasbl 60:40 ayeToHuTpUuna ¢ 0,02 M docdaT Horo Gydepa).
STOT NOAXOA NO3BONSAET ObICTPEE NPOBOAUTL MOBTOP HOE



ypaBHOBeLLVBaHWe Npu UCMonb30BaHUN UCXOAHOM MOABMXK
HOI hasbl 1 yCTpaHAET BO3MOXHOCTb BO3HUKHOBEHWS
KOpPPO3WK, BbI3bIBAEMOA HANIMYMEM COSIM.

PekoMeHpauum ans nonyvyeHus nyymx
pe3ynbTaToB NpU Xpomarorpadum

+ ONTMM3auWs yCTaHOBKM NyTeM MaKCVManbHOro
COKpALLEHNS ANINHbI COeANHUTENBHbBIX TPYOOK
MeX Ay 4aCTIMN 060PYAOBaHNS, YTOObI YMEHbLLUUTL
[IOMNONHUTENBHBIA 06 bEM KOOHKN 1 pasMblBaHue
MUKOB. MicnonbayiiTe coeAMHUTENbHbIE TPYOKM KpacHOM
MapKUPOBKM C BHYTPEH HUM AnameTpom 0.12 MM ans
KonoHoK BOXX. MoapobHee 0 pasnnyHbIX KanuansapHbIx
Tpy6kax: www.agilent.com/chem/Iccapillaries.

ObecneyeHne onTMasnbHOM YacToTbl cbopa GpakLmii
[151 UICNOMb3YeMOM KONOHKN. CneayeT yCTaHOoBUTb
60MbLUYHO YacTOTy (hpaKLMOHMPOBaHWSA AN KOMOHOK,
o06ecrneynBaroLLMX BbICOKYH CKOPOCTb BOXX

(ZORBAX RRHD).

Vlcnonb3oBaHne Ans nccnegyemMbix 06pa3Los
bunbTpaLUmMn 1 ApYrnx METOAOB NOArOTOBKY. [oapobHee:
www.agilent.com/chem/sampleprep.

+ Wcnonb3yiTe B ycTaHoBKax BOXXX cepTuduumpoBaHHble
namnbl, obecnevnBatoLLme nyyliee Ka4yecTBo.
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Esse folheto oferece informacoes gerais
sobre as colunas de fase reversa Agilent
BioHPLC e AdvanceBio. Para obter
informagdes mais detalhadas sobre uma
fase ou linha especifica, acesse:
www.agilent.com/chem/biocolumnchoices.

Inicio

Cada coluna Agilent vem com um relatério de QC do
desempenho da coluna, incluindo um cromatograma de
teste. Um sistema padrao foi modificado para gerar o
sistema de teste de QC que minimiza volume morto, que
pode diferir do sistema utilizado em seu laboratério. Este
sistema permite avaliar melhor a eficdcia da coluna e
garantir uma maior consisténcia do produto. Um sistema
de LC otimizado ird gerar resultados semelhantes ao do
cromatograma no relatério de QC do desempenho.

Caso tenha duvidas especificas, entre em contato com a
equipe de suporte técnico pelo site www.agilent.com/chem/
columnsupport.


http://www.agilent.com/chem/columnsupport
http://www.agilent.com/chem/columnsupport

Utilizagao da coluna

Instalagao
A diregéo do fluxo € marcada na coluna.

-+ Colunas de 1.8 um (ZORBAX RRHD) s6 podem ser
operadas na diregao do fluxo marcada na coluna.

A Agilent recomenda o uso de conexdes de policetona
(p/n 5042-8957) para colunas de até 600 bar, e conexdes
removiveis de 1200 bar (p/n 5067-4733) para colunas que
serdo operadas a pressoes de UHPLC.

Condicionamento da coluna

B

Conexdo de policetona, Conexdo removivel de 1200 bar
p/n 5042-8957 Agilent, p/n 5067-4733

Todas as colunas sao testadas antes do envio. Portanto, para
a primeira utilizagao, o solvente de envio deve ser substituido
por um eluente, assegurando que todos os componentes se
misturem e se dissolvam. Caso utilize aditivos na fase movel
(como tampdes ou reagentes de par idnico), recomenda-se
fazer uma limpeza intermediaria com uma fase maével do
composto correto, mas sem estas adigdes. A limpeza com
volumes de 10 a 20 colunas devem ajudar na transigao para
a fase moével. Deve-se tomar cuidado para garantir que a
coluna seja equilibrada adequadamente antes da utilizagao.
Isso garantira a reprodutibilidade e evitara desvios do tempo
de retengdo.



PORTUGUES
Consideracoes de seguranga importantes

+ Todos os pontos de conexdo em sistemas de
cromatografia liquida sdo possiveis fontes de vazamentos.
Os usuarios devem estar atentos
a toxicidade ou a inflamabilidade das fases moveis.

+ Devido ao pequeno tamanho de particula, os pacotes de
coluna seca séo inalaveis. A Agilent ndo recomenda a
remocao dos adaptadores da extremidade da coluna e a
exposi¢ao ao meio. As colunas s6 devem ser abertas por
pessoal treinado e em uma area bem ventilada.

+ Respeite os limites de pressado de operagdo designados
para cada coluna (consulte a Tabela 1). Exceder esses
limites compromete o desempenho cromatografico e a
vida Util da coluna, e pode néo ser seguro.

Outras dicas operacionais

+ Embora geralmente ndo seja prejudicial a coluna, deve-se
evitar o fluxo reverso, exceto para tentar remover o frit
entupido (consulte a segéo “Cuidados com a coluna”).

+ Recomenda-se iniciar a taxa de fluxo a uma taxa reduzida
e depois aumenta-la levemente até a taxa de fluxo
operacional desejada.

+ Sempre use reagentes de alta pureza e solvente de
cromatografia de boa qualidade para preparar a fase
mével. Degaseifique e filtre toda a fase moével antes da
utilizagéo.

+ A desmontagem de uma coluna prejudica seu
desempenho.

« E possivel usar um filtro em linha ou uma coluna de
guarda para proteger a coluna e aumentar sua vida Util.
+ Se a coluna for usada fora das faixas de pH

recomendadas para a fase da coluna (consulte a Tabela 2)
sua vida util serd reduzida.



+ As colunas ndo devem ser mantidas a temperatura ou
pH elevados quando ndo estiverem em uso (consulte a
Tabela 2).

+ Colunas novas podem conter uma mistura de solventes
organicos e dgua, que pode conter sais tamponados.
Consulte a Tabela 3 para obter mais informagdes sobre
os solventes de envio. Em primeiro lugar, deve-se tomar
cuidado para ndo passar pela coluna qualquer fase movel
que possa formar um precipitado ou que ndo esteja
completamente misturada.

+ As colunas Agilent BioHPLC e AdvanceBio sao
compativeis com todos os eluentes comuns para a analise
de biomoléculas.

Tabela 1. Parametros operacionais maximos — colunas de até
4,6 mm.

Limite de
Coluna Tamanho de particula pressao
AdvanceBio Peptide Mapping 2.7 um 600 bar
AdvanceBio Peptide Plus
AdvanceBio Oligonucleotide
AdvanceBio Amino Acid Analysis
AdvanceBio RP-mAb 3.5pum
ZORBAX 300SB 3.5um, 5um, 7 pm 400 bar
Poroshell 300 5um
ZORBAX RRHD 1.8 um 1200 bar
PLRP-S 3um 275 bar
5pm, 8 um, 10 um 207 bar
10-15pm, 103 bar
15-20 pm, 30 pm
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Tabela 2. Parametros operacionais da coluna — pH e temperatura.

Faixa de pH Maéxima temperatura
Coluna recomendada  operacional
AdvanceBio Peptide 2.0-8.0 60 °C
Mapping
AdvanceBio Peptide Plus
ZORBAX RRHD 1.0-8.0 80 °C
ZORBAX 300SB-C8, C3, CN
ZORBAX 300SB-C18 1.0-8.0 90 °C
AdvanceBio RP-mAb
Poroshell 300
Poroshell 300 Extend-C18 2.0-11.0 60 °C abaixo de pH 8,
40 °C acimade pH 8
AdvanceBio Oligonucleotide | 3.0-11.0 65°C
AdvanceBio Amino Acid
Analysis
PLRP-S 1.0-14.0 200 °C

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



Tabela 3. Solventes de envio.

Coluna

AdvanceBio Peptide
Mapping

AdvanceBio Peptide
Plus

ZORBAX RRHD

ZORBAX 300SB

Solvente de envio

Mistura de acetonitrila
e dgua

Compatibilidade

Agua e todos os
solventes organicos
comuns.

AdvanceBio RP-mAb

Mistura de acetonitrila
e dgua

Poroshell 300 e
300 Extend

Mistura de metanol
e dgua

Agua e todos

os solventes

organicos, incluindo
N,N-dimetilformamida e
dimetilsulfoxido.

AdvanceBio
Oligonucleotide

AdvanceBio Amino
Acid Analysis

Mistura de acetonitrila
e dgua

Agqua e todos os
solventes organicos
comuns. Modificadores
incluindo HFIP e TEAA.

PLRP-S

Acetonitrila/agua 7:1

Solventes organicos
aquosos, incluindo
N,N-dimetilformamida

e dimetilsulfoxido.
Solventes 100%
aquosos Nao sao
recomendados, pois
reduzem o desempenho
e a vida util da coluna.
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Escolha de fase mével e temperaturas operacionais

A fase estacionaria ligada é ndo 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 reduz o tempo de retengéo da
amostra.

A vida Util da coluna sera reduzida se a temperatura maxima
for usada em periodos prolongados.

A utilizagao de eluentes 100% aquosos com colunas PLRP-S
reduzira consideravelmente a vida Util da coluna e podera
provocar uma rapida deterioragéo da largura e da simetria
do pico.

Gradientes iniciais recomendados

A separagao de moléculas biologicas geralmente emprega
condigdes de gradiente, aumentando a quantidade do
componente organico para obter a eluigdo da coluna. As
separagoes de peptideos, polipeptidios e proteinas sao
realizadas mais frequentemente com a utilizagéo de eluentes
com &cido trifluoroacético (TFS) ou dcido férmico (FA),
usados como modificadores para o controle de pH

e/ou como aditivos de pareamento idnico para obter a
retengao e a seletividade desejadas. Os componentes
organicos — como a acetonitrila, 0 metanol e o etanol — sao
usados para a eluigdo (a acetonitrila ¢ o componente usado
com mais frequéncia).

Mais informagdes sobre separagbes de peptideos podem ser
encontradas no capitulo 11, paginas 497-508, de Introduction
to Modern Liquid Chromotography, segunda edig&o. L.R.
Snyder e J. J. Kirkland, (John Wiley & Sons, 1979).



Cuidados com a coluna

Colunas com um tamanho de particula de 1.8 pm tém
um frit de injetor de 0,5 um. As particulas bloqueiam os
frits do injetor da coluna e devem ser removidas antes de
analisar a amostra. Se isso nédo for possivel, deve-se usar
um filtro em linha ou uma coluna de guarda para proteger
a coluna analitica e aumentar sua vida Util. A coluna de
mapeamento de peptideos AdvanceBio tem um frit de injetor
de 2 um. As amostras que contém matéria bioparticulada
maior que 2 um obstruirdo o frit do injetor. Recomenda-se
utilizar colunas de guarda com essas amostras. Também
recomenda-se filtrar as amostras antes de injeta-las em
qualquer coluna, e preparar e filtrar todos os eluentes
momentos antes da utilizagao.

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

Limpeza da coluna/Prolongamento da vida ttil da coluna

Limpe na direcéo reversa as colunas que podem ser
submetidas ao processo de backflushing (particulas maiores
que 1.8 ym). Comece com um solvente mais forte (menos
polar).

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

2. Inicie com a fase movel sem sais tampdes
(dgua/organico). Execute volumes de 10 a 20 colunas.

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

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

5. Descarte a coluna ou considere condigdes mais, como por
exemplo, 75% de acetonitrila:25% de isopropanol.



6. Aumente para 100% de isopropanol, 100% de cloreto
de metileno ou 700% de hexano (caso utilize cloreto
de metileno ou hexano, sera necessario lavar a
coluna com isopropanol antes de usa-la e antes de
retornar a fase movel, pois eles ndo sdo misciveis com
solugdes aquosas).

Ciclos de limpeza agressiva usando 80% 1 M NaOH ou TM
HCI com 20% de componentes podem ser usados com
colunas PLRP-S.

N&o submeta colunas com particulas de 1.8 um ao processo
de backflush; é possivel utilizar o procedimento de limpeza
detalhado acima, mas mantendo a diregao do fluxo.

Recomendagodes de armazenamento

Em geral, as colunas podem ser armazenadas de forma
segura por periodos curtos na maioria das fases moveis.

O armazenamento por longos periodos de colunas a base
de sflica ou com fase ligada deve ser realizado em um
solvente orgénico puro. Se a coluna foi usada anteriormente
com uma fase maovel tamponada, primeiro o tampéao deve
ser removido purgando a coluna com volumes de 20 a

30 colunas com uma mistura de metanol ou acetonitrila e
agua a 50:50, seguido de volumes de 20 a 30 colunas de
solvente puro. Antes do armazenamento, os adaptadores
de extremidade devem ser bem fechados com plugues para
evitar que o empacotamento seque.

Para proteger o equipamento, recomenda-se remover 0s
sais do instrumento e da coluna, purgando a coluna com a
mesma fase mével sem o tamp&o (ex: utilizando ACN/H,0
a 60:40 para remover uma fase maével de tampéo fosfato
ACN/0.02 M a 60:40). Esta abordagem possibilita um
rapido reequilibrio com a fase maovel original, e qualquer
possibilidade de corrosdo por causa dos sais € eliminada.



Dicas para obter os melhores resultados
de cromatografia

+ Otimize o desempenho do instrumento minimizando os
comprimentos da tubulagéo entre os componentes para
reduzir o volume extracoluna e o alargamento da banda.
Use a tubulagéo vermelha com 0.12 mm de didmetro
interno para colunas de LC rapidas/de alta eficiéncia.
Conhega as opgoes de capilar no site www.agilent.com/
chem/Iccapillaries.

+ Assegure-se de que a taxa de coleta de dados esteja
otimizada para a sua coluna. Use uma taxa de coleta mais
alta para colunas de LC répidas (ZORBAX RRHD).

Utilize filtragao ou outro método de preparo adequado
para sua amostra. Obtenha mais informagdes em
www.agilent.com/chem/sampleprep.

+ Use ldmpadas certificadas nos instrumentos de LC para
obter o melhor 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 www.agilent.com/chem/navigator.


http://www.agilent.com/chem/navigator







Agilent ordering information

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

For technical support or to place an order,
visit www.agilent.com/chem/columnsupport

To place an order,
visit www.agilent.com/en-us/contact-us/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
bioseparation, such as stainless steel-coated PEEK capillaries
for high-pressure bio-inertness and robustness, visit
www.agilent.com/chem/Icsupplies

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