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Recomendaciones Generales para uso de columnas
en HPLC/UHPLC

Parte 1

Este resumen, que se muestra a continuacién, proporciona informacién general para todas las
columnas ZORBAX, Poroshell, Pursuit y Polaris de fase reversa. Tenga en cuenta que puede maxi-
mizar el rendimiento de su columna si la utiliza atendiendo a sus especificaciones. Por ello, le
recomendamos que revise siempre las especificaciones antes de poner en prdactica un método
final.

1. Instalacién

e La direccidn del flujo estd marcada en la columna.

e Las columnas de 1,8 um (ZORBAX RRHT, ZORBAX RRHD) solo puedenser operadas en la
direccién de flujo marcada en la columna.

Para conexiones de columna sin volumen muerto, Agilent recomienda el uso de InfinityLab
Quick Connect (conectores de conexién rdpida) y la familia Quick Turn (conectores de giro
rapido). Las opciones son:

Presion

maxima

del sistema Conectores recomendados Referencias

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

Hasta 800 bar Conector de giro rapido Conector:
InfinityLab 5067-5966

Herramienta de
montaje: 5043-0915

(con herramienta de montaje)

Conector:
5067-5965

Hasta 1300 bar Conector de conexion rapida

InfinityLab

*para mas informacion consultar el catdlogo 5991-5164EN

PR S

InfinityLab Quick Turn
fitting, p/n 5067-5966

InfinityLab Quick Connect
assembly, p/n 5067-5961

2. Acondicionamiento de columna

Todas las columnas se prueban antes del envio y se envian en el eluyente de prueba. Por lo
tanto, para el primer uso, no es necesario lavar con agua.

Si se utilizan aditivos de fase mévil (como tampones o reactivos de emparejamiento inico),
se recomienda realizar un lavado intermedio con una fase mévil de la composicién correcta,
pero sin estos aditivos. Un lavado con entre 10 y 20 volimenes de columna deberia servir para
la transicién hasta su fase movil.

En el caso de fases de cadena mds corta (por ejemplo, C8, fenil, CN), debe tenerse cuidado
para asegurarse de que la columna se haya equilibrado de forma adecuada antes de su uso.
De esta maneraq, se garantiza la reproducibilidad y se ayuda a prevenir la variabilidad en el
tiempo de retencién.

Si se utiliza dcido férmico como aditivo de fase maévil, acondicione la columna como se reco-
mienda en la tabla:

Condiciones del método de acondicionamiento de la columna para

acido formico

Dide Fasemowvil Flujo Temp. Tiempo Despuésde
columna (ml/min) columna (horas) acondicionar
(mm) ("C)

2,1 95/5 H.0/ 0,1 60 4 Lavary
CH,CN + acido guardar en
formico al 0,1% 100% CH.CN

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

46 95/5 H.0/ 04 60 4 Lavary
CH,CN + acido guardar en
formico al 0,1% 100% CH.CN

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

3. Consideraciones importantes sobre seguridad

« Todos los puntos de conexién de los sistemas de cromatografia liquida son posibles fuentes
de fuga. Los usuarios deben tener en cuenta la toxicidad o inflamabilidad de las fases movi-
les.

» Debido al pequefio tamafho de las particulas, los rellenos de las columnas secas son inhala-

bles. Solamente se deben abrir las columnas en una zona con buena ventilacidon.

« Aténgase a los limites de presién operativa designados para cada columna. Si se superan
estos limites, el rendimiento cromatografico se verd afectado, lo que podria resultar inseguro.

4. Otros consejos de uso

» Aunque, por lo general, no resulta dafino para la columna, se debe evitar el flujo invertido,
salvo para tratar de eliminar obstrucciones en la frita.

« Utilice siempre reactivos de gran pureza y disolventes de calidad cromatogrdfica para pre-
parar las fases méviles. Antes de su uso, desgasifique y filtre todas las fases moviles.

¢ Si se desmonta una columna, se reducird el rendimiento de la columna.

e Las columnas nuevas contienen una mezcla de disolventes orgdnicos y agua. Consulte el
informe de Control de Calidad (QC) de prestacién para conocer la composiciéon de los disol-
ventes de la columna. Inicialmente, se deben tomar precauciones para que ninguna fase

movil pase a través de la columna, lo que podria originar la formacién de un precipitado.

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

» Se recomienda el uso de una precolumna para proteger la columna y aumentar su vida util.

e Cuando las columnas no se utilicen, no se deben mantener con un pH elevado ni a una tem-
peratura elevada.

e Debe evitarse el uso de esta columna fuera de los intervalos de pH recomendados para la

fase de columna. Es previsible que se reduzca la vida util si se utiliza fuera de los intervalos
recomendados de pH y temperatura.

Parametros de operacion de las columnas: pH y temperatura

Intervalo de pH Temperatura maxima

recomendado de funcionamiento
Poroshell 120 CS-C18 pH10a11,0 90 °C
Columnas Poroshell HPH pH 203110 60 °C
Poroshell 120 SB-C18, pH10a80 90 °C (StableBond C18 y
StableBond C18, Poroshell 120 SB-C18)
ZORBAX SB-Aq, SB-C3 y SB-fenil)
ZORBAX SB-fenil, . ‘ .
SB-C3, Poroshell 300, 70 °C para pH <50, 40°C
300SB-C3 para pH 5,0 a 8,0 (Poroshell

300 y 300SB-C3)

ZORBAX Eclipse PlusC18 pH20a90 60°C
y CB, Eclipse XDB-C8,
XDB-C18, XDB-fenil,
Poroshell 120 Bonus-RP,
Poroshell 120 EC-C18y
EC-C8, ZORBAX Bonus-RP.
HC-C18(2) y TC-C18(2)
ZORBAX Extend C18 pH20a115 60 °C (40 °C a pH elevado)
Paroshell 120 PFP pH20a80 60 °C
Poroshell 120 fenil-hexil,
ZORBAX 0QDS,
ZORBAX Phenyl,
ZORBAX Eclipse Plus
fenikhexil,
ZORBAX XDB-CN,
ZORBAX Eclipse PAH, todas
las fases ligadas Pursuit y
Polaris
ZORBAX Eclipse PAH pH20a80 60 °C a pH <6,0
ZORBAX TMS pH20a70 60 °C
Columna de retardo pH20a90 60°C

InfinityLab PFAS

Nota: Todos los rellenos con silice son algo solubles en fases movi-
les acuosas a pH >6. Si se usan columnas basadas en silice con un
pH >6, se consigue la mdaxima vida util de la columna a tempera-
turas inferiores (40 °C madx.) con concentraciones del tampdn
bajas, entre 0,01y 0,02 M. El uso en los valores extremos de los
intervalos de pH y temperatura afectard significativamente a la
vida util de la columna.

En la préoxima newsletter recordaremos cuales son las presiones méaximas de trabajo, como hacer
la seleccion de la fase moévil y el gradiente y otras consideraciones sobre el cuidado de la columna.



