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This booklet provides general
information for Agilent InfinityLab
Poroshell 120 Chiral columns.

For additional detailed information about
your specific phase or family, see:
www.agilent.com/chem/
poroshell-120-chiral

Getting Started

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

LC system will generate similar results to the chromatogram on your

QC Performance Report.

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

Installation
The direction of flow is marked on the column.

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

Maximum
System Pressure Recommended Fitting Part Numbers
Up to 400 bar InfinityLab Quick Turn Fitting Fitting: 5067-5966
(finger-tight)
Up to 800 bar InfinityLab Quick Turn Fitting Fitting: 5067-5966
(with Mounting tool) Mounting Tool: 5043-0915
Up to 1300 bar InfinityLab Quick Connect Fitting ~ Fitting: 5067-5965

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

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

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

Column conditioning

Every column is tested before shipment and shipped in solvent, typically
methanol. Care should be taken to not exceed pressure limits when
transitioning mobile phase compositions. Flushing with 10 to 20 column
volumes should help in transitioning to your mobile phase. The column
should be properly equilibrated prior to use. This will ensure reproducibility
and help prevent retention time drifting.



Important safety considerations

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

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

Please adhere to operating pressure limits noted for each column

(see chart). Exceeding these limits will compromise chromatographic
performance and could be unsafe.

Other operating tips

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

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

Disassembling a column will degrade column performance.

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

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

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

Avoid use of this column outside of recommended pressure, temperature,
and pH ranges for column phase (see next page). Expect reduced lifetime
when operating outside the recommended ranges.
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Column Operating Parameters: pH and Temperature

Chiral selector
(covalently bonded Max

onto Agilent Poroshell  operating Recommended
Column particles) temperature pH range

Agilent InfinityLab  Teicoplanin 45 2.5-7
Poroshell Chiral-T

Agilent InfinityLlab ~ Vancomycin 45 2.5-7
Poroshell Chiral-V

Agilent InfinityLab  Hydroxypropylated-B- 45 3-7
Poroshell Chiral-CD  cyclodextrin

Agilent InfinityLab ~ Derivatized cyclofructan 45 3-7
Poroshell Chiral-CF  (CF6)

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

Maximum Operating Pressures

Column Particle size Max pressure
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral T~ 2.7 ym 400 bar

(6,000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell ChiralV 2.7 ym 400 bar

(6,000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CD 2.7 ym 400 bar

(6,000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CF 2.7 ym 400 bar

(6,000 psi)

Mobile Phase Selection and Operating Temperatures

Agilent Chiral columns can be used in any type of organic solvents. However,
when switching to or from a normal phase condition to other mobile phases,
please use ethanol or IPA as a transition solvent. Allow at least 10 column
volumes of conditioning time before injection. Care should be taken to
not exceed the pressure limit of the column when transitioning
mobile phases.



Recommended Screening Mobile Phases

Column Screening mobile phases (isocratic)

Agilent InfinityLab  Polar ionic: 100/0.2 wt% MeOH/ammonium formate
Poroshell Chiral-T ~ Pelar organic: 60/40/0.3/0.2 ACN/MeOH/acetic acid/TEA
and Chiral-V Reversed-phase: 30/70 MeOH/20 mM ammonium formate
(pH 4)
Normal-phase: 20/80/0.3/0.2 EtOH/heptane/acetic acid/TEA

Agilent Infinitylab ~ Reversed-phase: 30/70 ACN/20 mM Ammonium formate
Poroshell Chiral-CD  buffer (pH = 4)
Polar organic: 60/40/0.3/0.2 ACN/MeQH/acetic acid/TEA

Agilent InfinityLlab ~ Polar organic: 60/40/0.3/0.2 ACN/MeOH/acetic acid/TEA
Poroshell Chiral-CF Normal-phase: 20/80/0.3/0.2 EtOH/heptane/acetic acid/TEA

Recommended Method Optimizations

Column Recommended method optimization

Agilent InfinityLab Polar ionic mode: Change concentration of salts between
Poroshell Chiral-T 0.01 wt% and 1 wt%
and Chiral-V Polar organic: Change ratio of ACN to MeOH
Reversed-phase: Change organic/buffer ratio
Change different organic solvents (ACN or MeOH)
Change pH for ionizable compounds (typically pH 3-5 for
bases and pH 5-7 for acids)
Normal-phase: Change ratio of alcohol to alkanes, change
type of alcohols

Agilent InfinityLab Reversed-phase: Change organic/buffer ratio
Poroshell Chiral-CD  Change pH for ionizable compounds
Polar organic: Change ratio of ACN to MeOH

Agilent InfinityLab Polar organic: Change ratio of ACN to MeOH
Poroshell Chiral-CF - Normal-phase: Change ratio of alcohol to alkanes, and/or
change type of alcohol




Column Care

ENGLISH
Column regeneration

Column Regeneration procedure

Agilent InfinityLab Flush the column with 50/50, ACN/60 mM ammonium
Poroshell Chiral-T and acetate at lower flow rates for at least 2 hours. Then flush
Chiral-V with pure methanol, and equilibrate with mobile phase.
Agilent InfinityLab Flush the column with 50/50, ACN/MeOH at lower flow

Poroshell Chiral-CD and  rates for at least 2 hours. Then equilibrate with mobile
Chiral-CF phase.

Storage Recommendations

Long-term storage of silica-based, bonded phase columns should be in a
pure organic solvent. If the column has previously been used with a buffered
mobile phase, the buffer should first be removed by purging the column with
20 to 30 column volumes of a 50:50 mixture of methanol or acetonitrile and
water, followed by 20 to 30 column volumes of the pure solvent. Before
storing, end fittings should be tightly capped with end plugs to prevent
packing from drying out. Columns may be safely stored for short periods in
most mobile phases. To protect equipment, is it desirable to remove salts
from the instrument and column by purging the column with the same
mobile phase without the buffer (for example, using 30/70 MeOH/H,0 to
remove a 30/70 MeOH/20 mM ammonium formate buffered mobile phase).
Re-equilibration is rapid with the original mobile phase when using this
approach and any danger of corrosion from the salts is eliminated. Refer to
recommended storage solvents in the table below.

Column Storage

Column Regeneration procedure

InfinityLab Poroshell  Pure MeOH or ethanol is recommended for long term storage.
Chiral-T and V

InfinityLab Poroshell  Pure ethanol is recommended for long term storage.
Chiral-CD and CF




Use of Chiral columns in Supercritical Fluid
Chromatography (SFC)

Agilent Poroshell 120 Chiral columns are suitable for SFC. Column pressure
and pH limits remain valid in SFC. Please keep in mind that pH in SFC is not
directly comparable with pH values of aqueous solutions. Therefore, the
apparent pH in CO,/organic modifier might differ.

Column equilibration

Before use, flush the column with 10-30 volumes of methanol or isopropy!
alcohol to completely flush out shipping solvents. Then, equilibrate the
column with approximately 10-20 column volumes of mobile phase at
starting conditions.

Column storage

Make sure that you completely remove additives such as acids, bases,
or buffers to prevent damage to the column. Flush the column with
10-20 column volumes of ethanol to remove all carbon dioxide. Do not
store columns in a mixture of CO, and MeOH, as CO, will evaporate and
dry out the stationary phase. Properly seal with end plugs to prevent
solvent evaporation.
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Tips for Getting the Best Chromatographic Results

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

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

+Use sample filtration or other sample prep as appropriate for your
sample. Learn more at agilent.com/chem/sampleprep
 Use Agilent certified lamps in your LC instruments for best performance.
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Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-T 2.7 ym 400 bar
(6,000 psi)

Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-/ 2.7 ym 400 bar
(6,000 psi)

Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CD 2.7 pm 400 bar
(6,000 psi)

Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CF 2.7 ym 400 bar
(6,000 psi)
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Cette brochure contient des informations
générales applicables a toutes les
colonnes chirales Agilent InfinityLab
Poroshell 120.

Pour des informations plus détaillées sur
la phase que vous utilisez ou une famille
de colonnes en particulier, reportez-vous

1

a.
www.agilent.com/chem/
poroshell-120-chiral

Considérations initiales

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

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

Installation
» Le sens de I'écoulement est indiqué sur la colonne.

+ Agilent recommande I'utilisation de raccords rapides Quick Connect
InfinityLab (réf. 5067-5961 pour un ensemble 0,075 x 105 mm) ou de
raccords rapides Quick Turn (réf. 5067-5966) pour les raccordements de
colonnes haute pression. Les raccords en polycétone (réf. 5042-8957)
peuvent également étre utilisés pour des pressions jusqu'a 600 bars.
Assurez-vous de commander le connecteur capillaire correspondant a
votre raccord. Pour en savoir plus, rendez-vous sur www.agilent.com/
chem/infinitylabfittings.

Agilent

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

Conditionnement de la colonne

Chaque colonne est testée avant I'expédition et livrée remplie de solvant,
en général du méthanol. Veillez a ne pas dépasser les limites de pression
lors du remplacement de ce solvant par une phase mobile de composition
différente. Un ringage avec 10 a 20 volumes de colonne facilite en général
la transition vers votre phase mobile. La colonne doit étre équilibrée
correctement avant utilisation. Cela permet de garantir la reproductibilité et
d'éviter les dérives des temps de rétention.



Consignes de sécurité importantes

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

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

Respectez les limites de pression opérationnelle indiquées pour chaque
colonne (reportez-vous au tableau ci-dessous). Tout dépassement de
ces limites pourrait compromettre la performance chromatographique et
représenter un danger pour Iutilisateur.

Autres conseils d’utilisation

Bien qu'elle soit généralement sans risque pour la colonne, I'inversion du
sens d'écoulement est a éviter.

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

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

Les colonnes neuves contiennent des solvants organiques. Reportez-vous
au rapport de contrdle-qualité de la performance pour connaitre la
composition du solvant dans votre colonne. Fvitez initialement de faire
circuler dans la colonne une phase mobile pouvant entrainer la formation
d'un précipité.

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

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

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



Parameétres opérationnels de la colonne : pH et
température

Sélecteur chiral
(greffé par liaison
covalente sur les Température

particules Agilent maximale de Plage de pH
Colonne Poroshell) fonctionnement recommandée

Agilent InfinityLab ~ Téicoplanine 45 25a7
Poroshell Chiral-T

Agilent InfinityLlab  Vancomycine 45 25a7
Poroshell Chiral-V

Agilent InfinityLab  B-cyclodextrine 45 3a7l
Poroshell Chiral-CD  hydroxypropylée

Agilent InfinityLab  Cyclofructane modifié 45 3a7l
Poroshell Chiral-CF  (CF6)

Remarque : tous les matériaux de remplissage a base de silice présentent une
certaine solubilité dans les phases mobiles aqueuses de pH > 6. En cas d'utilisation
d'une colonne a base de silice a pH > 6, vous pouvez prolonger la durée de vie de la
colonne en I'utilisant a des températures inférieures (40 °C maximum) et avec des
concentrations de tampon faibles comprises entre 0,01 et 0,02 M. L'utilisation a des
pH et & des températures a la limite des plages recommandées peut avoir un effet
significatif sur la durée de vie de la colonne.

Pression d’utilisation maximale

Colonne Granulométrie Pression max.
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-T 2,7 ym 400 bars

(6 000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-V 2,7 ym 400 bars

(6 000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CD 2,7 pm 400 bars

(6 000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CF 2,7 pm 400 bars

(6 000 psi)




Sélection de la Phase Mobile et Températures de
Fonctionnement

Les colonnes chirales Agilent sont compatibles avec tous les types

de solvant organique. Toutefois, lors du passage d'une utilisation en
phase normale & d'autres types de phases mobiles, utilisez I'éthanol

ou l'isopropanol comme solvant de transition. Prévoyez un temps de
conditionnement d'au moins 10 volumes de colonne avant |'injection.
Veillez a ne pas dépasser les limites de pression de la colonne
lors des transitions entre phases mobiles.

Phases Mobiles de Screening Recommandées

Colonne Phases mobiles de screening (mode isocratique)

Agilent InfinityLlab  Phase polaire ionique : 100/0,2 %poids MeOH/formate
Poroshell Chiral-T et d"ammonium
Chiral-V Phase polaire organique : 60/40/0,3/0,2 acétonitrile/
MeOH/acide acétique/TEA
Phase inverse : 30/70 MeOH/formiate d'ammonium 20 mM
(pH 4)
Phase normale : 20/80/0,3/0,2 EtOH/heptane/acide
acétique/TEA

Agilent InfinityLlab ~ Phase inverse : 30/70 acétonitrile/tampon formiate
Poroshell Chiral-CD  d'ammonium 20 mM (pH 4)
Phase polaire organique : 60/40/0,3/0,2 acétonitrile/
MeOH/acide acétique/TEA

Agilent InfinityLab  Phase polaire organique : 60/40/0,3/0,2 acétonitrile/
Poroshell Chiral-CF MeQOH/acide acétique/TEA
Phase normale : 20/80/0,3/0,2 EtOH/heptane/acide
acétique/TEA
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Tests d’optimisation recommandés

Colonne Test d’optimisation recommandé

Agilent InfinityLab Mode ionique polaire : faites varier la concentration en sels

Poroshell Chiral-T et entre 0,01 %poids et 1 %poids

Chiral-V Phase polaire organique : modifiez le rapport entre
|'acétonitrile et le MeOH
Phase inverse : modifiez le rapport solvant organique/
tampon. Changez de solvant organique (acétonitrile ou MeOH)
Modifiez le pH pour les composés ionisables (généralement
pH 3 a b pour les bases et pH 5 a 7 pour les acides)
Phase normale : modifiez le rapport entre I'alcool et les
alcanes, changez de type d'alcool

Agilent InfinityLab Phase inverse :modifiez le rapport solvant organique/
Poroshell Chiral-CD ~ tampon
Modifiez le pH pour les composés ionisables
Phase polaire organique : modifiez le rapport entre
|'acétonitrile et le MeOH

Agilent InfinityLab Phase polaire organique : modifiez le rapport entre
Poroshell Chiral-CF  I'acétonitrile et le MeOH
Phase normale : modifiez le rapport entre I'alcool et les
alcanes et/ou changez de type d'alcool

Entretien de la Colonne

Régénération de la colonne

Colonne Procédure de régénération

Agilent InfinityLab Rincez la colonne avec un mélange 50/50 d'acétonitrile/
Poroshell Chiral-T et acétate d'ammonium 50 mM & un débit plus faible
Chiral-V pendant au moins 2 heures. Puis rincez avec du méthanol

pur et stabilisez avec la phase mobile.

Agilent InfinityLab Rincez la colonne avec un mélange 50/50 d'acétonitrile/
Poroshell Chiral-CD et MeOH a un débit plus faible pendant au moins 2 heures.
Chiral-CF Puis stabilisez avec la phase mobile.




Recommandations de stockage

Pour un stockage a long terme, les colonnes a phase greffée a base de silice
doivent étre remplies d'un solvant organique pur. Si la colonne a été utilisée
avant le stockage avec une phase mobile tamponnée, éliminez d'abord

ce tampon en purgeant la colonne avec 20 & 30 volumes de colonne d'un
mélange 50/50 d'eau et de méthanol ou d'acétonitrile, puis continuez

avec 20 a 30 volumes de colonne du solvant pur. Avant le stockage, les
raccords aux extrémités de la colonne doivent étre fermés hermétiquement
avec des bouchons d'extrémité pour prévenir le dessechement de la

phase stationnaire. Les colonnes peuvent étre stockées sans risque dans la
plupart des phases mobiles pendant de courtes durées. Pour protéger votre
materiel, il est toutefois souhaitable d'éliminer les sels de I'instrument et de
la colonne en purgeant la colonne avec la méme phase mobile sans tampon
(par exemple, en utilisant un mélange de MeOH/H,0 30/70 pour retirer une
phase mobile tamponnée de MeOH/formiate d'ammonium 20 mM 30/70).
Cette approche permet une stabilisation rapide avec la phase mobile
d'origine et évite tout risque de corrosion due aux sels. Reportez-vous aux
solvants de stockage recommandeés dans le tableau ci-dessous.

Stockage de la colonne

Colonne Procédure de régénération

InfinityLab Poroshell  L'utilisation de méthanol pur ou d'éthanol pur est
Chiral-T et V recommandée pour le stockage a long terme.

InfinityLab Poroshell  L'utilisation d'éthanol pur est recommandée pour le stockage
Chiral-CD et CF along terme.




FRANCAIS

Conseils pour obtenir des résultats chromatographiques
optimaux

+ Optimisez votre instrument en réduisant au minimum les longueurs des
capillaires entre les composants, ce qui diminue le volume extra-colonne et
favorise |'obtention de pics étroits. Utilisez un capillaire rouge de 0,12 mm
de d.i. pour les colonnes Fast LC/a haute efficacité. Pour en savoir plus
sur les choix de capillaires, rendez-vous sur agilent.com/chem/
Iccapillaries.

« Vérifiez que le taux de collecte des données est optimisé pour votre
colonne. Utilisez un taux de collecte supérieur pour les colonnes Fast LC
(InfinityLab Poroshell 120, RRHT, et RRHD).

* Selon le type de votre échantillon, filtrez-le ou suivez une autre méthode
de préparation des échantillons. Pour en savoir plus, rendez-vous sur
agilent.com/chem/sampleprep.

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




Dieses Handbuch enthalt allgemeine
Informationen zu chiralen InfinityLab
Poroshell 120 Saulen von Agilent.

Weiterfiihrende Informationen zu
bestimmten Phasen oder Produktfamilien
finden Sie unter:
www.agilent.com/chem/
poroshell-120-chiral

Erste Schritte

Jeder Saule von Agilent ist ein QC-Saulenleistungsprotokoll mit
Testchromatogramm beigeftigt. Das fiir die QC-Tests eingesetzte
Chromatographiesystem ist ein im Hinblick auf minimales Totvolumen
modifiziertes Standardsystem, kann also von dem in lhrem Labor
verwendeten System abweichen. Dies ermdglicht eine bessere Bewertung
der Saule und sichert eine gleichbleibende Produktqualitat. Mit einem
ordnungsgemaR konfigurierten LC-System erzielen Sie jedoch vergleichbare
Ergebnisse wie im Chromatogramm des QC-Leistungsprotokolls.

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



DEUTSCH

Verwendung der Saule

Installation
« Die Flussrichtung ist auf der Saule angegeben.

« Agilent empfiehlt InfinityLab Quick Connect-Fittings (5067-5961 fiir
0,075 x 105 mm-Einheit) oder Quick Turn-Fittings (5067-5966) fur
Saulenverbindungen bei hohen Driicken. Bei einem Druck bis zu 600 bar
konnen auch Polyketon-Fittings (5042-8957) verwendet werden. Achten
Sie darauf, die richtige Kapillarverbindung fiir Ihr Fitting zu bestellen.
Weitere Informationen finden Sie unter www.agilent.com/chem/
infinitylabfittings

: - Agilent . —

InfinityLab Quick Quick Turn Fitting,
Connect-Einheit, Bestellnummer
Bestellnummer 5067-5961 5067-5966

Séaulenkonditionierung

Jede Saule wird vor der Auslieferung getestet. Der Versand erfolgt in
Losemittel, normalerweise in Methanol. Beim Ubergang der mobilen Phase
zu einer anderen Zusammensetzung muss darauf geachtet werden, die
Grenzwerte fir den Druck der Sdule nicht zu tiberschreiten. Eine Spilung der
Séule mit dem 10- bis 20-fachen Saulenvolumen sollte fir den Ubergang

z2u lhrer mobilen Phase ausreichen. Die Saule muss vor der Verwendung
ausreichend aquilibriert werden. Dies sorgt fiir Reproduzierbarkeit und
vermeidet schwankende Retentionszeiten.



Wichtige Sicherheitshinweise

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

» Aufgrund der geringen PartikelgroRe kann trockenes Packungsmaterial
der Séaulen eingeatmet werden. Die Saulen diirfen nur in einem gut
beltfteten Bereich gedffnet werden.

+ Der fiir die einzelnen Saulen angegebene maximale Betriebsdruck
muss unbedingt eingehalten werden (siehe Tabelle). Ein Uberschreiten
dieser Grenzwerte beeintrachtigt die Chromatographieleistung und kann
gefahrlich sein.

Weitere Tipps zur Bedienung
= Ein umgekehrter Fluss durch die Saule ist im Allgemeinen nicht schadlich,
sollte aber vermieden werden.

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

» Das Zerlegen der Saule verschlechtert ihre Leistung.

+ Neue Saulen enthalten organische Losemittel. Die
Losemittel-Zusammensetzung in lhrer Saule entnehmen Sie dem
QC-Saulenleistungsprotokoll. Achten Sie zunéchst darauf, dass die Saule
nicht mit einer mobilen Phase beschickt wird, die Ausfallungen bewirkt.

+ Chirale Saulen von Agilent sind mit Wasser und allen haufig verwendeten
organischen Losemitteln kompatibel.

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

= Vermeiden Sie den Betrieb dieser Saule auRerhalb der empfohlenen
Druck-, Temperatur-, und pH-Bereiche fiir die Saulenphase (siehe
nachste Seite). Bei Betrieb der Saule auBerhalb der empfohlenen
Bereiche miissen Sie mit einer verkiirzten Lebensdauer rechnen.



DEUTSCH

Saulenbetriebsparameter: pH-Wert und Temperatur

Chiraler Selektor
(kovalent an die Max.

Agilent Poroshell- Umgebungstemperatur Empfohlener
Partikel gebunden) bei Betrieb pH-Bereich
Agilent InfinityLab  Teicoplanin 45 2,5-7
Poroshell Chiral-T
Agilent Infinitylab ~ Vancomycin 45 2,5-7
Poroshell Chiral-V
Agilent InfinityLab  Hydroxypropyliertes 45 37
Poroshell Chiral-CD  B-Cyclodextrin
Agilent InfinityLab  Derivatisiertes 45 3-7

Poroshell Chiral-CF  Cyclofructan (CF6)

Hinweis: Alle auf Kieselgel basierenden Packungen besitzen eine gewisse Loslichkeit
in wassrigen mobilen Phasen mit einem pH-Wert tiber 6. Wenn Sie Kieselgelsaulen bei
pH-Werten tber 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. Ein Betrieb an den Grenzen der angegebenen pH- und Temperaturbereiche
beeintrachtigt die Lebensdauer der Séule erheblich.

Maximale Betriebsdriicke

Saule PartikelgroBe  Max. Druck
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-T 2,7 ym 400 bar
(6.000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-V 2,7 ym 400 bar
(6.000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CD 2,7 ym 400 bar
(6.000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CF 2,7 ym 400 bar

(6.000 psi)




Auswahl der mobilen Phase und der Betriebstemperatur

Bei chiralen Saulen von Agilent kénnen alle organischen Losemitteltypen
verwendet werden. Beim Wechsel von einer Normalphase zu

anderen mobilen Phasen und zurick sollten Sie Ethanol oder IPA als
Ubergangsldsemittel verwenden. Vor der Injektion sollten Sie die Saule
mit mindestens 10 Saulenvolumen konditionieren. Beim Ubergang zu
einer anderen mobilen Phase muss darauf geachtet werden, die
Grenzwerte fiir den Druck nicht zu iiberschreiten.

Empfohlene mobile Phasen fiir das Screening

Mobile Phase fiir Screening (isokratisch)

Agilent InfinityLab ~ Pelar-ionisch: 100/0,2 Gew.-% MeOH/Ammoniumformiat
Poroshell Chiral-T  Polar-organisch: 60/40/0,3/0,2 ACN/MeOH/Essigsaure/
und Chiral-V Triethylamin
Umkehrphase: 30/70 MeOH/20 mM Ammoniumformiat (pH 4)
Normalphase:20/80/0,3/0,2 EtOH/Heptan/Essigsaure/
Triethylamin

Agilent InfinityLlab  Umkehrphase: 30/70 ACN/20 mM Ammoniumformiat-Puffer
Poroshell Chiral-CD  (pH 4)
Polar-organisch: 60/40/0,3/0,2 ACN/MeQH/Essigséure/
Triethylamin

Agilent InfinityLab ~ Polar-organisch: 60/40/0,3/0,2 ACN/MeOH/Essigsaure/
Poroshell Chiral-CF  Triethylamin
Normalphase: 20/80/0,3/0,2 EtOH/Heptan/Essigsaure/
Triethylamin




DEUTSCH
Empfohlene Methodenoptimierung

Saule Empfohlene Methodenoptimierung

Agilent InfinityLab Polar-ionischer Modus: Salzkonzentration zwischen
Poroshell Chiral-T 0,01 Gew.-% und 1 Gew.-% variieren
und Chiral-V Polar-organisch: Verhaltnis von ACN zu MeOH variieren
Umkehrphase: Verhaltnis von organischem Losemittel zu
Puffer variieren
Organisches Losemittel variieren (ACN oder MeOH)
Bei ionisierbaren Verbindungen pH variieren (gewohnlich
pH 3-5 fur Basen und pH 5-7 fiir Sauren)
Normalphase: Verhéltnis Alkohol zu Alkanen variieren,
Alkoholtyp variieren

Agilent InfinityLab Umkehrphase: Verhaltnis des organischen Losemittels zu
Poroshell Chiral-CD  Puffer variieren
Bei ionisierbaren Verbindungen pH variieren
Polar-organisch: Verhaltnis von ACN zu MeOH variieren

Agilent InfinityLab Polar-organisch: Verhaltnis von ACN zu MeOH variieren
Poroshell Chiral-CF Normalphase: Verhaltnis Alkohol zu Alkanen und/oder
Alkoholtyp variieren

Pflege der Saule

Séulenregenerierung
Séule Regenerationsverfahren
Agilent InfinityLab Spiilen Sie die Saule mindestens 2 Stunden lang
Poroshell Chiral-T und bei niedrigen Flussraten mit 50/50 ACN/50 mM
Chiral-V Ammoniumacetat. Dann spulen Sie mit reinem Methanol

nach und aquilibrieren Sie die Saule mit mobiler Phase.

Agilent InfinityLab Spiilen Sie die Saule mindestens 2 Stunden lang bei
Poroshell Chiral-CD und  niedrigen Flussraten mit 50/50 ACN/MeOH. Dann
Chiral-CF aquilibrieren Sie die Saule mit mobiler Phase.




Empfehlungen zur Aufbewahrung

Zur Langzeitlagerung sollten Saulen mit an Kieselgel gebundenen Phasen mit
einem reinen organischen Losemittel befllt werden. Wenn die Séule 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 gesplt werden.
AnschlieBend wird mit dem 20- bis 30-fachen Saulenvolumen mit reinem
Losemittel nachgespdilt. Vor der Lagerung mssen die Endfittings fest

mit Endstopfen verschlossen werden, um die Saulenpackung vor dem
Austrocknen zu schitzen. Saulen kdnnen in den meisten mobilen Phasen
fur kurze Zeit sicher aufbewahrt werden. 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
30:70 MeOH/H,0, um eine gepufferte mobile Phase mit 30:70 MeOH/20
mM Ammoniumformiat-Pufferlésung zu entfernen). Mit dieser Strategie ist
eine schnelle erneute Aquilibrierung mit der urspriinglichen mobilen Phase
maglich, und die Korrosionsgefahr durch Salze wird eliminiert. Zu Lagerung
empfohlene Losemittel finden Sie in der folgenden Tabelle.

Lagerung von Saulen

Séule Regenerationsverfahren

InfinityLab Poroshell  Fiir die Langzeitlagerung wird reines MeOH oder Ethanol
Chiral-T und V empfohlen.

InfinityLab Poroshell Fir die Langzeitlagerung wird reines Ethanol empfohlen.
Chiral-CD und CF




DEUTSCH

Tipps fiir optimale Chromatographieergebnisse

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

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

+ Fuhren Sie eine Probenfiltration oder eine andere geeignete Methode
der Probenvorbereitung durch. Weiterfiihrende Informationen finden Sie
unter agilent.com/chem/sampleprep.

«+ Verwenden Sie nur zertifizierte Lampen von Agilent in Ihren LC-Geraten,
um eine optimale Leistung sicherzustellen.




Questo manuale fornisce informazioni
generali sulle colonne chirali Agilent
InfinityLab Poroshell 120.

Per altre informazioni dettagliate su
questa specifica fase o famiglia di
prodotti, vedi:
www.agilent.com/chem/
poroshell-120-chiral

Per cominciare

A ogni nuova colonna Agilent & allegato un rapporto sulle prestazioni

della colonna QC, 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
della colonna e assicura una maggiore affidabilita del prodotto. Una
corretta configurazione del sistema LC porta a risultati simili a quelli del
cromatogramma incluso nel rapporto sulle prestazioni QC.

Le colonne moderne sono robuste e progettate per funzionare per lunghi
periodi in condizioni cromatografiche standard. Si possono migliorare le
prestazioni della colonna utilizzandola rispettandone le specifiche. Prima
di considerare ottimizzato un metodo, verificare sempre le specifiche delle
colonne.



[TALIANO

Utilizzo della colonna

Installazione
* Ladirezione del flusso ¢ indicata sulla colonna.

+ Agilent raccomanda I'utilizzo di raccordi InfinityLab Quick Connect
(5067-5961 per i connessioni da 0,075 x 105 mm) o raccordi Quick Turn
(5067-5966) per connessioni alle colonne ad alta pressione. E possibile
utilizzare anche raccordi in polichetone (5042-8957) per pressioni fino a
600 bar. Assicurati di ordinare il connettore capillare corretto per il tuo
raccordo. Maggiori informazioni sono disponibili sul sito www.agilent.
com/chem/infinitylabfittings

Agilent

Gruppo InfinityLab Raccordo Quick Turn,
Quick Connect, codice codice 5067-5966
5067-5961

Condizionamento della colonna

Ogni colonna viene testata prima della spedizione e spedita in un solvente,
generalmente metanolo. Si raccomanda di prestare attenzione e non
superare i limiti di pressione quando si passa da una fase mobile a un‘altra.
Il lavaggio con volumi pari a 10 - 20 colonne dovrebbe facilitare il passaggio
alla fase mobile. La colonna deve essere correttamente equilibrata prima
dell'uso. Cio garantira la riproducibilita e aiutera a prevenire la deriva del
tempo di ritenzione.

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, le fasi impaccate ed
essiccate delle colonne sono respirabili. Le colonne devono essere aperte
solo in una zona ben aerata.

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



Altri consigli operativi

Anche se generalmente non & nocivo per la colonna, si deve evitare il
flusso inverso.

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.

Le colonne nuove contengono solventi organici. Vedere il rapporto sulle
prestazioni QC della colonna per la composizione del solvente della
colonna stessa. Inizialmente, prestare attenzione a non far passare

fasi mobili nella colonna, che potrebbero causare la formazione di un
precipitato.

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

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

Evitare di utilizzare la colonna al di fuori degli intervalli di pressione,
temperatura e pH raccomandati per la fase (vedere la prossima pagina).
Quando si lavora al di fuori degli intervalli raccomandati ci si deve
attendere una riduzione della durata di vita della colonna.



[TALIANO

Parametri operativi della colonna - pH e temperatura

Selettore chirale (legato
in modo covalente Massima Intervallo

sulle particelle Agilent Temperatura di pH
Colonna Poroshell) operativa consigliato

Agilent InfinityLab ~ Teicoplanina 45 2,5-7
Poroshell Chiral-T

Agilent InfinityLlab  Vancomicina 45 2,5-7
Poroshell Chiral-V

Agilent InfinityLab  B-ciclodestrina idrossipropilata 45 3-7
Poroshell Chiral-CD

Agilent InfinityLab  Ciclofruttano derivatizzato (CF6) 45 3-7
Poroshell Chiral-CF

Nota: Tutti gli impaccamenti 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 di tampone, con un intervallo da 0,01 a 0,02 M. L'uso
agli estremi degli intervalli di pH e temperatura ha un impatto significativo sulla durata
della colonna.

Massima pressione operativa

Dimensioni delle Pressione

Colonna particelle massima
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-T 2,7 ym 400 bar
(6.000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-V 2,7 ym 400 bar
(6.000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CD 2,7 um 400 bar
(6.000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CF 2,7 pm 400 bar

(6.000 psi)




Selezione della fase mobile e temperature operative

Le colonne chirali Agilent possono essere usate in qualsiasi tipo di solvente
organico. Quando si passa da una fase normale ad altre fasi mobili o
viceversa, usare etanolo o IPA come solvente di transizione. Attendere
almeno 10 volumi della colonna di tempo di condizionamento prima
dell'iniezione. Si deve prestare attenzione a non superare i limiti
di pressione della colonna quando si passa da una fase mobile a
un‘altra.

Fasi mobili di screening raccomandate

Colonna Fasi mobili di screening (isocratiche)

Agilent InfinityLab  loniche polari: MeOH/formiato di ammonio 100/0,2 p%
Poroshell Chiral-Te Composto organico polare: ACN/MeOH/acido acetico/TEA
Chiral-V 60/40/0,3/0,2

Fase inversa: MeOH/formiato di ammonio 20 mM 30/70

(pH 4)

Fase normale: EtOH/eptano/acido acetico/TEA 20/80/0,3/0,2

Agilent InfinityLlab  Fase inversa: Tampone ACN/formiato di ammonio 20 mM
Poroshell Chiral-CD  30/70 (pH 4)
Composto organico polare: ACN/MeOH/acido acetico/TEA
60/40/0,3/0,2

Agilent Infinitylab  Composto organico polare: ACN/MeOH/acido acetico/TEA
Poroshell Chiral-CF 60/40/0,3/0,2
Fase normale: EtOH/eptano/acido acetico/TEA 20/80/0,3/0,2




Manutenzione della colonna

[TALIANO
Rigenerazione della colonna

Colonna Procedura di rigenerazione

Agilent InfinityLab Lavare la colonna con ACN/acetato di ammonio 50 mM
Poroshell Chiral-T e 50/50 a flussi inferiori per almeno 2 ore. Quindi lavare con
Chiral-V metanolo puro ed equilibrare con la fase mobile.

Agilent InfinityLab Lavare la colonna con ACN/MeOH 50/50 a flussi inferiori per
Poroshell Chiral-CD e almeno 2 ore. Quindi equilibrare con la fase mobile.
Chiral-CF

Ottimizzazioni raccomandate del metodo

Colonna Ottimizzazione raccomandata del metodo

Agilent Infinitylab ~ Modalita ionica polare: Cambiare la concentrazione di sali
Poroshell Chiral-Te  tra 0,01 % e 1 % (in peso)
Chiral-V Composto organico polare: Cambiare il rapporto tra ACN
e MeOH
Fase inversa: Cambiare il rapporto fase organica/tampone
Cambiare diversi solventi organici (ACN o MeOH)
Cambiare il pH per composti ionizzabili (generalmente pH 3-5
per le basi e pH 5-7 per gli acidi)
Fase normale: Cambiare il rapporto alcool/alcani, cambiare
il tipo di alcoli

Agilent Infinitylab ~ Fase inversa: Cambiare il rapporto fase organica/tampone
Poroshell Chiral-CD ~ Cambiare il pH per i composti ionizzabili
Composto organico polare: Cambiare il rapporto tra ACN
e MeOH

Agilent Infinitylab  Composto organico polare: Cambiare il rapporto tra ACN
Poroshell Chiral-CF e MeOH
Fase normale: Cambiare il rapporto alcool/alcani e/o
cambiare il tipo di alcool




Raccomandazioni di conservazione

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
o acetonitrile e acqua, seguita da 20 a 30 volumi di solvente puro. Prima
della conservazione, i raccordi terminali devono essere chiusi ermeticamente
con tappi terminali per evitare che la fase impaccata si secchi. Le colonne
possono essere conservate in modo sicuro per brevi periodi nella maggior
parte delle fasi mobili. 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 (ad esempio usando una soluzione
MeQH/H,0 30:70 per eliminare una fase mobile tamponata MeOH/formiato
di ammonio 20 mM 30/70). Quando si usa questo approccio, la successiva
equilibrazione ¢ rapida con la fase mobile originale e viene eliminata
qualsiasi possibilita di corrosione causata dai sali. Fare riferimento ai solventi
raccomandati per la conservazione nella tabella seguente.

Conservazione della colonna

Colonna Procedura di rigenerazione

InfinityLab Poroshell - Per la conservazione a lungo termine & consigliato il MeOH o
Chiral-Te V I"etanolo puro.

InfinityLab Poroshell - Per la conservazione a lungo termine € consigliato |'etanolo
Chiral-CD e CF puro.
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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 I'estensione di
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 raccolta dei dati sia ottimizzata per la tua
colonna. Utilizza una velocita di raccolta piti alta per le colonne Fast LC
(InfinityLab Poroshell 120, RRHT, e RRHD).

* Impiega la filtrazione del campione o altre preparazioni, secondo
necessita, per il campione considerato. Per maggiori informazioni, visita
agilent.com/chem/sampleprep

* Utilizza lampade certificate Agilent sugli strumenti LC per avere migliori
prestazioni.




Este folleto ofrece informacion general
para las columnas quirales Agilent
InfinityLab Poroshell 120.

Si desea obtener mas informacion
acerca de una fase o una familia
determinada, consulte:
www.agilent.com/chem/
poroshell-120-chiral

Primeros pasos

Con cada columna Agilent se adjunta un informe de Control de Calidad
(QC) de prestacion 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
sistema y, por lo tanto, podria variar con respecto al sistema usado en su
laboratorio. De este modo, es posible una mejor evaluacion de la columna
y se garantiza un producto mas uniforme. Un sistema LC correctamente
configurado generara resultados similares al cromatograma de su informe
de Control de Calidad (QC) del rendimiento.

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

Instalacion
+ Ladireccion del flujo esta marcada en la columna.

+ Agilent recomienda el uso de conectores de conexion rapida InfinityLab
(5067 5961 para conjunto de 0,075 x 105 mm) o conexiones de giro
rapido (5067-5966) para conexiones de columnas de alta presion.
También se pueden usar conectores de policetona (5042-8957) para
presiones de hasta 600 bares. Asegurese de pedir la conexion capilar
adecuada para su conector. Si desea obtener mas informacion, visite
www.agilent.com/chem/infinitylabfittings

Agilent

Conjunto de conexién Conector de giro
répida InfinityLab, rapido, ref. 5067-5966
ref. 5067-5961

Acondicionamiento de la columna

Todas las columnas se prueban antes del envio y se envian con disolvente
(normalmente, metanol). Debe procurarse no superar los limites de presion
al cambiar la composicion de la fase mévil. Un lavado con entre 10y 20
vollimenes de columna deberia servir para la transicion con su fase movil. La
columna debe equilibrarse de forma adecuada antes de cada uso. De esta
manera, se garantiza la reproducibilidad y se ayuda a prevenir la variabilidad
en el tiempo de retencion.

Consideraciones importantes sobre seguridad

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

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

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



Otros consejos de uso

Aungue, por lo general, no resulta dafino para la columna, se debe evitar
el flujo invertido.

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 reducira la prestacion de la columna.

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

Las columnas quirales Agilent son compatibles con agua y con todos los
disolventes organicos habituales.

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

Debe evitarse el uso de esta columna fuera de la presion, temperatura e
intervalos de pH recomendados para la fase de columna (véase la pagina
siguiente). Es previsible que se reduzca la vida (til si se utiliza fuera de los
intervalos recomendados.
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Parametros de operacion de las columnas:
pH y temperatura

Selector quiral (unido
covalentemente Temperatura Intervalo

a particulas max. de de pH
Columna Agilent Poroshell) funcionamiento recomendado

Agilent InfinityLab  Teicoplanina 45 2,5-7
Poroshell Chiral-T

Agilent InfinityLab ~ Vancomicina 45 2,5-7
Poroshell Chiral-V

Agilent Infinitylab ~ B-ciclodextrina 45 3-7
Poroshell Chiral-CD  hidroxipropilada

Agilent Infinitylab  Ciclofructano derivado 45 37
Poroshell Chiral-CF (CF6)

Nota: Todos los rellenos con silice son algo solubles en fases maviles acuosas a pH >6.
Si se usan columnas basadas en silice con un pH >6, se consigue la méaxima vida util
de la columna a temperaturas inferiores (40 °C méax.) con concentraciones del tampon
bajas, entre 0,01 y 0,02 M. El uso en los valores extremos de los intervalos de pH y
temperatura afectara significativamente a la vida util de la columna.

Presiones operativas maximas

Tamaiio de

Columna particula Presion maxima
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-T 2,7 ym 400 bar

(6.000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-V 2,7 ym 400 bar

(6.000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CD 2,7 ym 400 bar

(6.000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CF 2,7 ym 400 bar

(6.000 psi)




Seleccion de la fase movil y temperaturas operativas

Las columnas quirales Agilent pueden usarse con cualquier tipo de
disolvente organico. No obstante, a la hora de pasar de una fase normal

a otras fases maviles, o a la inversa, debe usarse etanol o isopropanol
como disolvente de transicion. Deben usarse al menos 10 volumenes de la
columna para el tiempo de acondicionamiento antes de la inyeccion. Debe
procurarse no superar el limite de presion de la columna para la
transicion con su fase movil.

Cribado de fases maviles recomendadas

Columna Cribado de fases maviles (isocratico)

Agilent InfinityLab  lénica pelar: 100/0,2 % peso MeOH/formiato aménico
Poroshell Chiral- Ty  Compuesto organico polar: 60/40/0,3/0,2 ACN/MeOH/
Chiral-V acido acético/TEA
Fase reversa: 30/70 MeOH/formiato amonico 20 mM (pH 4)
Fase normal: 20/80/0,3/0,2 EtOH/heptano/4cido acético/TEA

Agilent InfinityLlab  Fase reversa: 30/70 ACN/tampon de formiato amonico
Poroshell Chiral-CD 20 mM (pH 4)
Compuesto organico polar: 60/40/0,3/0,2 ACN/MeOH/
acido acético/TEA

Agilent Infinitylab ~ Compuesto organico polar: 60/40/0,3/0,2 ACN/MeQH/
Poroshell Chiral-CF  acido acético/TEA
Fase normal: 20/80/0,3/0,2 EtOH/heptano/4cido acético/TEA
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Optimizaciones del método recomendadas

Columna Optimizacion del método recomendada

Agilent Infinitylab  Modo iénico polar: Cambiar la concentracion de las sales
Poroshell Chiral-Ty entre 0,01 % pesoy 1 % peso
Chiral-V Compuesto organico polar: Cambiar la relacion de ACN a
MeOH
Fase reversa: Cambiar la relacion de compuesto organico/
tampon
Cambiar a disolventes organicos diferentes (ACN o MeOH)
Cambiar el pH para compuestos ionizables (normalmente pH 3-5
para bases y pH 5-7 para acidos)
Fase normal: Cambiar la relacion de alcohol a alcanos,
cambiar el tipo de alcohol

Agilent InfinityLab  Fase reversa: Cambiar la relacion de compuesto

Poroshell Chiral-CD organico/tampon
Cambiar el pH para compuestos ionizables
Compuesto organico polar: Cambiar la relacion de ACN a
MeOH

Agilent Infinitylab  Compuesto organico polar: Cambiar la relacion de ACN a
Poroshell Chiral-CF MeOH
Fase normal: Cambiar la relacion de alcohol a alcanos y/o
cambiar el tipo de alcohol

Cuidado de la columna

Regeneracion de la columna

Columna Procedimiento de regeneracion

Agilent InfinityLab Lave la columna con 50/50, ACN/acetato de amonio 50 mM

Poroshell Chiral- Ty a velocidades de flujo bajas durante al menos 2 horas.

Chiral-V A continuacion, lave con metanol puro y equilibre con la fase
mavil.

Agilent InfinityLab Lave la columna con 50/50, ACN/MeQH a velocidades
Poroshell Chiral-CD y  de flujo bajas durante al menos 2 horas. A continuacion,
Chiral-CF equilibre con la fase movil.




Recomendaciones para el almacenamiento

El almacenamiento a largo plazo de las columnas de fase ligada y basadas
en silice se debe efectuar con disolvente organico puro. Sila columna se

ha utilizado con anterioridad con una fase movil que incluye una solucion
tampon, se debe extraer en primer lugar dicha solucion tampon mediante

el purgado de la columna. Para ello, deben emplearse entre 20y 30
vollimenes de columna de una mezcla 50:50 de metanol o acetonitrilo y
agua, seguidos de entre 20 y 30 volimenes de columna del disolvente

puro. Antes de su almacenamiento, los conectores finales se deben cerrar
herméticamente con tapones terminales para evitar que el relleno se
reseque. Las columnas pueden almacenarse con seguridad durante periodos
cortos en la mayoria de fases maviles. Para proteger el equipo, conviene
eliminar las sales del instrumento y de la columna mediante el purgado de la
columna con la misma fase movil sin la solucion tampan (por ejemplo, con
MeOH/H,0 30:70 para eliminar una fase movil con una solucién tampon de
formiato aménico 20 mM/MeOH 30:70). El reequilibrio con la fase movil
original es rapido si se utiliza este procedimiento y se elimina el peligro de
corrosion debida a las sales. Consulte los disolventes de almacenamiento
recomendados en la tabla siguiente.

Almacenamiento de la columna

Columna Procedimiento de regeneracion

InfinityLab Poroshell - Se recomienda metanol o etanol puros para su
Chiral-Ty V almacenamiento a largo plazo.

InfinityLab Poroshell - Se recomienda etanol puro para su almacenamiento a largo
Chiral-CD y CF plazo.
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Consejos para obtener los mejores resultados
cromatograficos

+Optimice el instrumento mediante la reduccion de la longitud de
los capilares entre los componentes; de esta forma, se disminuye el
volumen de columna adicional y el ensanchamiento de la banda. Con las
columnas LC rapidas o de alta eficiencia, utilice capilares rojos con un
diametro 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 una velocidad de adquisicion mas elevada en columnas
para LC rapidas (InfinityLab Poroshell 120, RRHT, y RRHD).

« Utilice la filtracion 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 de Agilent con sus instrumentos LC para
conseguir el maximo rendimiento.
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Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-T 2.7 ym 400 bar
(6,000 psi)

Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-V 2.7 ym 400 bar
(6,000 psi)

Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CD 2.7 pm 400 bar
(6,000 psi)

Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CF 2.7 pm 400 bar
(6,000 psi)
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B atom byknete npuBeaeHbl obLme
CBE/JIeHNA O XMpasbHbIX KONOHKaX
InfinityLab Poroshell 120 Chiral.

[lononHuTenbHble NoapobHble cBeAeHNA
0 KOHKPETHOI NpuBKTOiA (haze nnu
CeMencTBe KOMOHOK CM.:
www.agilent.com/chem/
poroshell-120-chiral

Hauano pa6ortbI

Bce konoHku Agilent nocraBnatoTca ¢ cepTudinkaTom KOHTPONA KayecTsa,
KOTOPbI COAEPXMT fJaHHble NPOBEPKM PaBoUMX XapaKkTepUCTUK KOMOHKM,
BKIHOYAIOLLIME TECTOBYH XpomaTorpammy. TectoBas cucTemMa, NpUMeHAEMan
npy KOHTPONe KayecTsa, ONTMMM3MPOBAHA MO CPABHEHMIO CO CTAHAAPTHOM,
4T06bI CBECTU K MUHUMYMY MepTBbIii 06beM. [103ToMy OHa MOXKET
OTNNYATLCA OT UCMOSb3YeMOii B BaLLeid nabopatopuu. 310 NO3BONAET NyyLLe
aTTecToBath paboune xapakTepucTyKy KONOHK 1 rapaHTupyet 6onee
cTabunbHoe KayecTBo NPoAyKUMM. PeaynbTarthl, BblAaBaeMble NPaBubHO
HACTPOEHHOI CUCTEMOI XKUAKOCTHOW xpomatorpadiuu, byayT aHanormyHbl
[aHHbIM XPOMaTOrpamMMbl U3 cepTudukaTa KOHTPOMNA KauecTsa.

CoBpeMeHHble KONOHKW HafieXKHbl 1 padpaboTaHbl AN ANNTeNbHOT0
1ICMONb30BaHNA B HOPMATbHbBIX YCIOBUAX XPOMATOrpachnyeckoro aHanmsa.
JKennyaTauma KONOHOK B YCHOBKAX, COOTBETCTBYHOLLMX MHCTPYKLMM MO
9KCMyaTaLum, No3BONAET A06UTHCA HaNMYYLLINX PaboUunx XxapaKTepucTuK.
[Nepen 3aneicTBOBaHMEM OKOHYATENbHOW METoAMKM 06A3aTENbHO
nepeyuTaiiTe MHCTPYKLMIO N0 3KCNMyaTauum KONoHKM.



lcnonb3oBanne KONOHKK

YcravoBka
+ HanpaBneHue notoka yka3aHo Ha KOoHKe.

+Agilent pexomenayet duturru Agilent InfinityLab Quick Connect
(5067-5961, B komnnekTe, ¢ kanunnapom 0,075 X 105 mMm) unm
cbuturrm Agilent Quick Turn (5067-5966) ana coeauHeHwii KONoHOK B
Crnydyae Ucnosb30BaHWA BbICOKOro AaBnenua. [ina aasneHuit go 600 6ap
TaKXKEe MOTYT UCMONb30BaTbCA NONMKETOHOBbIE (uTuHM (5042-8957).
Y6enutech B TOM, YTO BbIBPAHHOE KanumnApHoe coeanHeHne
COOTBETCTBYET Ballemy huTuHry. Y3Hatb noapobHee: www.agilent.
com/chem/infinitylabfittings

Yzen InfinityLab ®umure Quick Turn,
Quick Connect, kam. kam. Ne 5067-5966
Ne 5067-5961

KonauuuonmpoBanue KonoHok

Kaxnas KonoHKa nepes; NocTaBKoi NPOXOAUT UCMbITAHUA U NOCTaBNABTCA

B pacTopurene, 00bl4HO B MeTaHone. byabTe BHUMATENbHbI 1 He
npesblLLaliTe NpefenbHoe JaBfeHne Npy CMeHe CocTaBa NoaBWKHOM (hasbl.
[pu cMeHe NoBIMKHOM hasbl PeKOMEH/YETCA BbINOSHUTL MPOMBIBKY C
pacxogom 10—20 06bemos konoHkK. [epen nenonb3oBaHem KonoHKa
N0/KHa 6bITb A0MKHbIM 06pa3om ypaBHoBelUeHa. 310 obecnednBaet
BOCMPOW3BOAMMOCTb Pe3yNbTaToB aHanuaa 1 npefoTepaliaer apeiid
BPEMEH YIePKMBAHNA aHanN3MpyembixX BELLECTB.

Ba>kHble coBeTbl no 6esonacHocTu

» Bce mecta coeauHeHnii B cuctemax BIXKX AsnatoTcA noteHUManbHbIMM
MCTOYHMKaMM yTeyek. [1onb3oBaTenu 4oMKHbI 6biTb 0CBEAOMITEHbI O
TOKCHYHBIX MIIM OTHEOMACHbIX CBOICTBAX MCMOMb3YEMbIX MMM NOABUKHbIX

as.

* CyLLI,eCTByeT 0NacHOCTb BAbIXaHWA MeNKUX YacTtuL, CyXoro HanonHuTend
KOJTOHOK. OTKprBaIZTE KONOHKM TOJIbKO B XOPOLLO BeHTI/IJ'IVIp\/eMOﬁ 30He.



He npesbilwaiite paboyee aasneHue, ykasaHHoe AnA Kax/aoi KOOHKN
(cm. TaGnmuy). MpesbiLeH!e 3TX OrpaHeHIii MPUBEAET K YXYALIEHNIO
XapaKTepuCTUK XpoMaTorpacyeckoro pasaeneHua u MoxeT UMeTb
onacHble NOCHeACTBUA.

[lpyrve npaktuueckue coBeTbl

/136eraiite 06paTHOro NoTOKa, X0TA 06bIYHO OH U HE onaceH AnA
KOSOHKY.

Bcerna ncnonbayiite AnA npurotoBneHUA NoiBKXHOM hasbl peareHTl
BbICLLIEIA CTEMEHN OYMCTKIA 1 PACTBOPUTENN XPOMATOrpacuyecKoi
cTeneHu yncToTbl. [epes cnonb3osaHnem NpoBoanTe UILTPaALIIO 1
[nierasaumio Bcero o6bema nofsukHoii chasbl.

Pasfopka KOMOHKI NPUBOANT K YXYALEHUIO €€ XapaKTephCTuK.

HoBble K0MOHKM 3anosHeHbl OpraHuyeckum pacrsoputenem. Cocras
pacTBOpUTENA yKasaH B cepTiuKaTe KOHTPONA KayecTBa KONoHKM. B
Havane 1cnonb3oBaHua credyer usberarb NPOMyCKaHUA Yepes KOMoHKy
TaKoii NoJBMXHOM hasbl, KOTOpan MOXKET BbI3BaTh BbiNajeHine 0cajKa.

XupanbHble KonoHkn Agilent coBMecTMbI ¢ BOAOI 1 Bcemm
pacnpoCcTpaHeHHbIMI OpraHNYecKUMI PacTBOPUTENAMM.

B nepepbiBe Mexzay 1CNONb30BaHUAMM He CREeayeT XpaHnTb KOMOHKM
B CPeze C BbICOKMMM 3HAYEHWAMW pH 1in B yCnoBMAX NOBbILLIEHHON
TeMneparypbl.

He ncnonb3ayiite KONOHKY 3a Npeaenamu peKoMeHA0BaHHbIX ANA
NpWBNTON ha3sbl KONOHKM Anana3oHoB pH, AaBneHua 1 Temneparypbl
(cm. cneaytoLLyto cTpaHuLy). IKcnnyaTauma KONOHKY 3a npesenamu
PEKOMEHI0BaHHbIX 1NanNa3oH0B MOXKET NPUBECTU K COKPALLEHWO CpoKa
ee CNy>0bl.



Pa6ouue napameTpbl KoNoHok: 3HayeHua pH un
Temneparypbl

XupanbHblii cenekrop
(koBanenTHo NpuBUTLIA Ha  MakcumanbHaa

vactuubl copbenta Agilent pa6ovaa PekomeHpaoBaHHbI#
Kononka Poroshell) Temneparypa AnanasoH pH

Agilent InfinityLab  TeiikonnaHux 45 2,5-7
Poroshell Chiral-T

Agilent InfinityLab  Bankomuumt 45 2,5-7
Poroshell Chiral-V

Agilent InfinityLab  Tuapokcunponunuposaktblii - 45 3-7
Poroshell Chiral-CD  B-unknogexctpux

Agilent Infinitylab ~ OyHkumoHanuaupoBahublii 45 37
Poroshell Chiral-CF  unknodpykran (CF6)

Mpumeuanue. Bee copbenTbl Ha 0CHOBE CUNMKarena pacTBOPUMbI B ONPefeneHHoi
cTeneHn npy 3HaueHnax pH>6 B noaBIxXHbIX dhasax Ha BoaHow ocHose. Mpun
1CNoNb30BaHUN KONIOHOK Ha 0CHOBE CUMMKarens B cpefe co 3HayeHnamn pH>6
Hanb0oNbLIMA CPOK CRy>6bl 06eCNeYnBaeTCA NPU NOHMKEHHBIX TEMNepaTypax

(He 6onee 40 °C) 1 ncnonb3oBaHUM HU3KNX KOHLIEHTPaLWiA Gydpepa B ananasoHe ot
0,01 no 0,02 M. Pabota npu npeenbHbIx 3HaYeHnAX pH 1 Temnepatypbl 3HauUTENbHO
YMEHbLLAET CPOK CAY>KObl KONOHKM.

MakcumanbHhoe paﬁoqee AaBlieHne

Paamep yactuy  Make.
Kononka copbenta faBnexve

Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-T 2,7 mkm 400 6ap
(6 000 chyHTOB Ha KB.
Atoiim)

Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-V 2,7 mkm 400 6ap
(6 000 chyHTOB Ha KB.
atoiim)

Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CD 2,7 mkm 400 6ap
(6 000 chyHTOB Ha KB.
[toiim)

Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CF 2,7 Mkm 400 6ap
(6 000 chyHTOB Ha KB.
atoiim)




Boi6op noaBu>kHou ha3bl M paboune Temnepartypbl

XupanbHble KonoHku Agilent MOXHO 1CMONb30BaTh C NHOBIMAK

TMNamu opraHuyeckux pacteopureneid. 0aHako npu nepexofe ot
HOpMarbHO-ha30BbIX YCMOBHIA K APYTUM NOABMXKHBIM (hasam nnn Haobopot
B KayecTBe NepexofHOro pacTBOPUTENA CledyeT NCNoMb3oBaTb aTaHoN Uin
nsonponaHon. [epes BBOAOM NPo6bI OCYLIECTBUTE KOHAMUMOHNPOBaHME
KOMOHKM, CMOMb3yA pacTBopuTent B konnyectse He MeHee 10 ee 06bemoB.
ByabTe BHMMaTenbHbI U He NpeBbIlaiiTe NnpeAenbHoe AaBneHue
npy cMeHe cocTaBa NoABUXKHOIA (ha3bl.

MoaBuxHble (I)a3|:l, peKkomMmeHpayemMblie AnNA CKPUHUHTOBbIX
aHanusos

MoaBuxxHaa tha3a ANA CKPUHUHTOBBIX aHANU30B
Kononka (u3okpaTnyeckuit pexxum)

Agilent InfinityLab ~ Monapxaa nonnaa: Meraton c 0,2 macc. % chopmuata
Poroshell Chiral-Tu  ammoHua
Chiral-V MonapHaa opranuyeckaa: aLeTOHUTPUN : METaHoN :
yKeycHan kucnota : Tpuatunamut 60:40:0,3:0,2
Iina o6paweHnHo-casosoro pexkuma: vetaron : 20 MM
pacreop chopmuata ammonua (pH 4) 30:70
[ina HopmanbHo-tha30Boro pexxuma: aTaHon : renta :
yKcycHas kucnota : puatunamuy 20:80:0,3:0,2

Agilent InfinityLlab ~ [ina o6paweHHo-tha3oBoro pexkuma: aLeToHnTpun :

Poroshell Chiral-CD 20 MM 6ychepHblii pacteop chopmuat ammonma (pH 4)30:70
Monapnaa opranuyeckan: aLeTOHUTPUI | METAHON
yKcycHaa kucnota : puatunamuy 60:40:0,3:0,2

Agilent InfinityLlab ~ MonApHaa opraHnyeckaa: aLETOHUTPUN | METaHON
Poroshell Chiral-CF  ykcycHaa kucnora : Tpuatunamun 60:40:0,3:0,2
[ina HopmanbHo-tha30B0Oro pexxMma: sTaHon : reftaH :
yKcycHan kucnora : Tpuatunamud 20:80:0,3:0,2




PYCCKIW

PekomeHp0BaHHbIEe cNOCO6bLI ONTUMU3 ALK METOAUKH

Kononka PekomenpoBaHHbIe cNOCO6bI ONTUMU3ALMN METOAUKHN

Agilent Infinitylab ~ MNonapxaa nowHaa nogsukHaa casa: Bapoupyiite
Poroshell Chiral-Tu  koHueHTpaumto coneit B npegenax ot 0,01 macc. % no 1 macc.
Chiral-V %
Monapxaa opranuyeckaa noasuxkHaa dasa: Bapbupyiite
COOTHOLLIEHWE aLLeTOHNTPUN : MeTaHoN
06pawexHo-cha30BbIi pexxum: Bapbupyiite cooTHOWEHNE
opraHuyeckuii pactoputens : 6ycepHbiii pacteop
Bapbupyiite opraHnyeckuii pactBopuTens (aLeToHUTpUn unu
meTaHon)
[InA noHM3MpyembIx coeanHeHwii BapbupyiiTe aHaueHne pH
(06b14HO pH 3-5 Ana ocHoBaHwii 1 5—7 ana kucnor)
Hopmanbho-tha3zoBblii pexxum: Bapbupyiite cootHoleHne
CnvpTa 1 ankaHos, Bapbyupyiite BUA CUPTOB

Agilent InfinityLlab ~ O6pawenno-cha3oBblii pexkum: Bapbupyiite cooTHowweHNe
Poroshell Chiral-CD  opranudeckwii pacteoputens : 6ydepHbiii pacteop
[InA noHM3MpyembIx coeanHeHwii BapbupyiTe 3Hayexne pH
Monapxaa opranuyeckaa noaswxxHaa tasa: Bapbupyiite
COOTHOLLIEHWE aLLeTOHNTPUN : MeTaHoN

Agilent Infinitylab ~ Monapxaa oprannuyeckaa nogsukHaa chasa: Bapbupyiite
Poroshell Chiral-CF  cooTHoLLEHME aLETOHUTPUN : MeTaHos
Lina HopmanbHo-tha3oBoro pexxuma: Bapbupyiite
COOTHOLLIEHWE CTIMPTa W ankaHoB W/WnK BapbupyiiTe BUA
cnupToB

06cny>kuBaHue KONOHKK

PereHepauua KonoHku

Kononka Mpoueaypa perexnepauun

Agilent InfinityLab [pombiBaiiTe KONOHKY cMecbto auetoHuTpun : 50 MM
Poroshell Chiral-T n pactsop auerara ammoHua 50:50 Ha manoii ckopocTi notoka
Chiral-V He MeHee 2 YacoB. 3aTem NPOMONATE YMCTbIM METaHOSIOM U

NpVBEAMTE B pPABHOBECUE C MOABWKHOI (ha3oid.

Agilent InfinityLab [pombiBaiiTe KONOHKY CMEChH0 aLieTOHUTPUN : MeTaHon
Poroshell Chiral-CD 1 50:50 Ha manoii ckopocTv NoToka He MeHee 2 4acos. 3atem
Chiral-CF npuBEANTE B PABHOBECHE C NOABWXKHON (ha3oil.




PekomeHpauuu no XpaHeHUH

[InA LONroBPEMEHHOTO XpaHEHMA KONOHOK HA OCHOBE CUNUKarensa

C NPUBMTON (hasoii cneayet 1CMonb3oBaTh YNCTbIA OpraHUYecKmii
pacTeopuTenb. Ecnu paHee konoHka ucnonb3osanach ¢ 3abychepeHHoi
NoZBMXXHOM hasoid, cHayana cneayet yaanutb 6ycep ¢ NoMoLLbo
MPOMBIBKY CMECbH) MeTaHoNa Unu aLeToHnTpuna ¢ sogoii (50:50)

B konmyectBe 20—30 06bEMOB KOMOHKM, @ 3aTeM NOMbIBKY YNCTbIM
pactBoputeniem B konuyectse 20-30 o6bemoB konoHku. Mepen
HanpaBneHeM KONOHKM Ha XpaHeHNe KOHLIEBbIE (OUTUHI A0SKHbI ObiTh
TWATENbHO 3aKPbIThI 3arnyLIKaMu AnA NpeaoTBpaLLeHIA BbiCbIXaHUA
copbeHTa. KpaTkoBpeMEHHO KONOHKI MOXHO 6830MacH0 XpaHuTh

B 6OMbLLUMHCTBE NOABMXKHBIX (had. B uenax 3alwuutbl 060pynosaHmua
peKOMeH/YETCA YAaNUTh CONM U3 KONOHKM 11 060pYA0BaHIA, NPOMbIB
KONOHKY TOM Ke noaBWXHOI thasoit 6e3 bydepa (Hanpumep, 1cnonb3osath
cmeck 30:70 metanon:H,0 ana ynanenua sabydeperHoi noasuxHoi
asbl cocraBa metaHon : 20 MM pacteop hopmuara ammorna 30:70).
JT0T NOAXOA NO3BONAET BbICTPEE 3aHOBO YPABHOBELUMBATL KONOHKY

MpW UCMONb30BaHUM MCXOAHOM NOABUXKHONM (hasbl, yCTpaHAa npu

3TOM BO3MOXKHOCTb BO3HUKHOBEHWA KOPPO3WM, BbI3bIBAEMON CONAMN.
PekomeHn0BaHHble pacTBOPUTENM ANIA XPaHEHNA CM. B TaBNULIE HIXKE.

XpaHeHue KONOHKHU

Kononka Mpoueaypa perenepaumn

InfinityLab Poroshell [InA nonroBpemMeHHOro xpaHeHUA peKoMeHayeTcA MeTaHon
Chiral-TuV VAN 3TaHon.

InfinityLab Poroshell  [Ina aonroBpemMeHHOro xpaHeHnA peKoMeHayeTCca YnCTbIi
Chiral-CD n CF 3TaHon.




CKM

CoBeTbl ANA NONyYeHUA HaUNyYLIUX XpoMarorpathmyeckux
pe3ynbraToB

+ OnTumunanpyiiTe cUcTemy, MakcMMasbHO COKPaTHB [NMHbI
COBAMHUTENbHBIX KanuIAPOB MEXy KOMMIOHEHTaMu
Xpomarorpanyeckoro TpakTa, YToBbl YMEHbLIMTL BHEKOIOHOYHbIN
06bem cuCcTeMbI U pa3MblTiie xpomatorpadhmyeckux 3oH. Vlcnonbayiite
Kanunmiapbl ¢ KPacHO! MapKMPOBKO# ¢ BHyTpeHHUM anametpom 0,12 mm
ANA KONOHOK AnA ckopocTHoii KX 1 BIXKX. MoapobHee 0 pasnnyHbix
BapwaHTax kanunnapos: agilent.com/chem/Iccapillaries

+ (06ecneybTe oNTMManbHyK CKOpOCTb c60Pa AaHHbIX ANA UCMOMb3YEMOiA
KONOHKW. YCTaHOBMTE MOBbILLIEHHYH YacToTy cbopa AaHHbIX Npy
1CMONb30BaHNM KONOHOK AnA ckopocTHoii KX (Agilent InfinityLab
Poroshell 120, RRHT, u RRHD).

+ OunbTpyiTe Npobbl UK UCNONb3YIATE APYrie NOAXOAALLME ANA BaLLUX
npob metoabl npobonoaroToku. MoapobHee: agilent.com/chem/
sampleprep

» [Ina nyynx paboumx xapakTepucTuk 1cnonbayiite B cuctemax XX
ceptuchnumpoBaHHble namnbl Agilent.




Este guia oferece informacdes gerais
para colunas quirais Agilent InfinityLab
Poroshell 120.

Para obter informac6es mais detalhadas
sobre uma fase ou familia especifica,
acesse:

www.agilent.com/chem/
poroshell-120-chiral

Introducéo

Cada coluna Agilent traz um relatério de controle de qualidade do
desempenho da coluna, incluindo um cromatograma de teste. O sistema
utilizado para este teste de controle de qualidade é uma versao do sistema
padrao modificada com o objetivo de minimizar o volume morto, por isso
resultado do teste deve diferir do que pode ser obtido no seu sistema.

Isso permite avaliar melhor a coluna e garantir uma maior consisténcia

do produto. Um sistema de LC configurado adequadamente vai gerar
resultados semelhantes aos do cromatograma no relatorio de controle de
qualidade da coluna.

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



PORTUGUES

Utilizacao da coluna

Instalacéo
+ Adirecdo do fluxo é indicada na coluna.

+ A Agilent recomenda as conexdes InfinityLab Quick Connect (50675961
para o conjunto de 0,075 X 105 mm) ou as conexdes Quick Turn
(5067-5966) para conexdes de coluna de alta pressao. As conexdes de
policetona (5042-8957) também podem ser usadas em pressoes de até
600 bar. Solicite o conector para capilar correto para a sua conexao.
Saiba mais acessando www.agilent.com/chem/ infinitylabfittings

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

Condicionamento da coluna

Todas as colunas sao testadas antes do envio e vém com solvente,
geralmente metanol. Tome cuidado para n&o exceder os limites de presséo
ao fazer a transicdo de compostos da fase movel. A limpeza com volumes
de 10 a 20 vezes o volume da coluna deve ajudar na transicéo para a fase
movel. A coluna deve ser equilibrada antes de ser utilizada. para garantir
reprodutibilidade e evitar desvios do tempo de retencéo.

Consideracdes de seguranca importantes

+ odos os pontos de conexao em sistemas de cromatografia liquida séo
considerados como ponteciais pontos de vazamentos. Os usuarios devem
estar atentos a toxicidade ou a inflamabilidade das fases moveis.

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

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



Qutras dicas operacionais

Embora geralmente nao seja prejudicial & coluna, deve-se evitar o fluxo
reverso.

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

A desmontagem de uma coluna prejudica seu desempenho.

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

As colunas quirais Agilent sdo compativeis com &gua e com todos 0s
solventes organicos comuns.

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

Evite utilizar a coluna fora das faixas de pH, pressao e temperatura

indicadas para a fase da coluna (consulte a proxima pagina). Operar fora
das faixas recomendadas reduzira a vida Util da coluna.



PORTUGUES

Parametros operacionais da coluna: pH e temperatura

Seletor quiral (ligado
covalentemente nas Temperatura

particulas Agilent de operacédo Faixa de pH
Coluna Poroshell) maxima recomendada

Agilent InfinityLab ~ Teicoplanina 45 2,5-7
Poroshell Chiral-T

Agilent InfinityLlab  Vancomicina 45 2,5-7
Poroshell Chiral-V

Agilent InfinityLab  Hidroxipropilado-B- 45 3-7
Poroshell Chiral-CD  ciclodextrina

Agilent InfinityLab  Ciclofrutano derivatizado 45 3-7
Poroshell Chiral-CF  (CF6)

Observacéo: 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 concentracdes baixas para o tampao na faixa de 0,01 a 0,02 M.
Operar nos extremos das faixas de pH e temperatura causara um impacto significativo
sobre a vida Util da coluna.

Pressido de operacdo maxima

Coluna Tamanho de particula Pressdao max.

Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-T 2,7 pm 400 bar
(6.000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-V 2,7 pm 400 bar
(6.000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CD 2,7 pm 400 bar
(6.000 psi)
Agilent InfinityLab Poroshell Chiral-CF 2,7 pm 400 bar

(6.000 psi)




Escolha de fase movel e temperaturas operacionais

As colunas quirais Agilent podem ser usadas em qualquer tipo de solvente
organico. No entanto, ao trocar de uma condicdo de fase normal para
outras fases moveis, use etanol ou IPA como solvente de transicao. Permita
ao menos 10 volumes de coluna de tempo de condicionamento antes da
injecdo. Tome cuidado para ndo exceder o limite de pressao da
coluna ao fazer a transicéo entre fases moveis.

Fases moveis de screening recomendadas

Coluna Fases moveis de screening (isocraticas)

Agilent InfinityLab  16nico polar: 100/0,2 wt% MeQH/formiato de amdnio
Poroshell Chiral-Te  Organico polar: 60/40/0,3/0,2 ACN/MeQH/4cido acético/
Chiral-V TEA
Fase reversa: 30/70 MeOH/20 mM formiato de aménio (pH 4)
Fase normal: 20/80/0,3/0,2 EtOH/heptano/&cido acético/TEA

Agilent InfinityLlab  Fase reversa: 30/70 ACN/20 mM Tampéo de formiato de
Poroshell Chiral-CD  amonio (pH = 4)
Organico polar: 60/40/0,3/0,2 ACN/MeOH/4cido acético/
TEA

Agilent InfinityLab  Organico polar: 60/40/0,3/0,2 ACN/MeOH/acido acético/
Poroshell Chiral-CF  TEA
Fase normal: 20/80/0,3/0,2 EtOH/heptano/4cido acético/TEA




PORTUGUES
Otimizacoes de método recomendadas

Coluna Otimizacdo de método recomendada

Agilent InfinityLab Modo idnico polar: Alterar a concentracdo de sais entre

Poroshell Chiral-Te 0,01 wt% e T wt%

Chiral-V Organico polar: Alterar a proporcéo de ACN para MeOH
Fase reversa: Alterar a proporcéo organica/de tampao
Alterar solventes organicos diferentes (ACN ou MeQH)
Alterar pH para compostos ionizaveis (geralmente pH 3-5 para
bases e pH 5-7 para acidos)
Fase normal: Alterar a propor¢éo de &lcool para alcanos,
alterar o tipo de alcool

Agilent InfinityLab Fase reversa: Alterar a proporcéo organica/de tampéo
Poroshell Chiral-CD  Alterar o pH para compostos ionizaveis
Organico polar: Alterar a proporcéo de ACN para MeOH

Agilent InfinityLab Organico polar: Alterar a proporcao de ACN para MeOH
Poroshell Chiral-CF  Fase normal: Alterar a proporgéo de alcool para alcanos
e/ou alterar o tipo de alcool

Cuidados com a coluna

Regeneracdo de coluna

Coluna Procedimento de regeneracao

Agilent InfinityLab Lave a coluna com 50/50, ACN/50 mM acetato de

Poroshell Chiral-T e amonio em vazoes mais baixas por pelo menos 2 horas.

Chiral-V Em seguida, lave com metanol puro e equilibre com a
fase mavel.

Agilent InfinityLab Lave a coluna com 50/50, ACN/MeOH em vazoes mais

Poroshell Chiral-CD e baixas por pelo menos 2 horas. Em seguida, equilibre com
Chiral-CF a fase movel.




Recomendacdes de armazenamento

0 armazenamento por longos periodos de colunas a base de silica ou com
fase ligada deve ser realizado em um solvente organico puro. Se a coluna foi
usada anteriormente com uma fase movel tamponada, primeiro o tampéo
deve ser removido purgando a coluna com volumes de 20 a 30 colunas
com uma mistura de metanol ou acetonitrila e 4gua a 50:50, seguido de
volumes de 20 a 30 colunas de solvente puro. Antes do armazenamento, 0s
adaptadores de extremidade devem ser bem fechados com plugues para
evitar que o empacotamento seque. As colunas podem ser armazenadas
de forma segura por periodos curtos na maioria das fases moveis. Para
proteger o equipamento, recomenda-se remover os sais do instrumento

e da coluna, purgando a coluna com a mesma fase movel sem o tampao
(ex: utilizando ACN/H,0 a 60:40 para remover uma fase movel de tampéo
fosfato ACN/0.02 M a 60:40). Esta abordagem possibilita um rapido
reequilibrio com a fase movel original, e qualquer risco de corrosao por
causa dos sais é eliminado.

Armazenamento da coluna

Coluna Procedimento de regeneracao

InfinityLab Poroshell  MeOH ou etanol puro é recomendado para o armazenamento
Chiral-TeV alongo prazo.

InfinityLab Poroshell O etanol puro é recomendado para o armazenamento a longo
Chiral-CD e CF prazo.




PORTUGUES

Dicas para obter os melhores resultados de cromatografia

+ Otimize o desempenho do instrumento minimizando os comprimentos
da tubulacdo entre os componentes para reduzir o volume extracoluna
e a ampliagdo da banda. Use a tubulacéo vermelha com 0.12 mm de
didmetro interno para colunas de LC rapidas/de alta eficiéncia. Obtenha
mais informacdes sobre opcdes de capilar em agilent.com/chem/
Iccapillaries

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

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

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







Further Information

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

BioHPLC Column Selection Guide
agilent.com/chem/getguides

SOLUTIONS FOR YOUR REFERENCE GUIDE TO THE ANALYSIS OF
ISMALL MOLECULE SEPARATIONS BIOPHARMACEUTICALS AND BIOMOLECULES

Ry

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

agilent.com/chem/navigator

|

INAVIGATOR




Agilent Ordering Information

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

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

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

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

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

Learn more at agilent.com/chem/sampleprep
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