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Bitte beachten: Allen HPLC-Saulen von MACHEREY-NAGEL liegt ein Zertifikat bei, dem spezifische Daten
und Testergebnisse der Saule entnommen werden kénnen. Mit der NUCLEODUR® HILIC Séule haben Sie
ein Qualitatsprodukt auf Basis des hochreinen und sehr druckstabilen Kieselgels NUCLEODUR® erworben;
NUCLEOSHELL HILIC basiert auf hocheffizienten Core-Shell-Kieselgel. Sie sind speziell fir den Einsatz in
der chromatographischen Hochleistungsanalytik entwickelt worden. Bei sorgfaltiger und sachgerechter Ver-
wendung kénnen beste Trennresultate und eine lange Lebensdauer erzielt werden. Dieses Produkt kann zur
Trennung zahlreicher Gemische und zur quantitativen Bestimmung der darin enthaltenen Komponenten ein-
gesetzt werden. Alle HPLC-Trennsaulen sind geméaB den allgemeingliltigen Prinzipien und Arbeitstechniken
der Hochleistungs-Fllissigchromatographie zu verwenden. Der korrekte Ablauf der analytischen Metho-
dik und insbesondere die Prifung der Leistungsfahigkeit des kompletten Analysensystems, also Trennsaule
und HPLC-Anlage sowie die Anpassung der Analysenbedingungen an die Erfordernisse der jeweiligen Pro-
blemstellung liegt in der Verantwortung des Kunden und ist durch den jeweiligen Anwender sicherzustellen.
MACHEREY-NAGEL Ubernimmt keine Garantie oder Gewahrleistung fir die erfolgreiche Durchfiihrung von
Applikationen oder Trennungen. Falls Sie nach dem Lesen dieser Anleitung noch Fragen haben sollten, wenden
Sie sich bitte an unseren Service/technische Produktberatung.
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Sicherheitshinweise

Beachten Sie die allgemeinen Gefahrenhinweise fiir die jeweiligen Mobilphasensysteme (z.B. Acetonitril oder
Methanol) und treffen Sie beim Arbeiten entsprechende SchutzmaBnahmen, z.B. Augenschutz gegen austre-
tende Flissigkeiten bei plétzlichem Bruch von Kapillarverbindungen. Bitte fiihren Sie verbrauchte HPLC-Saulen
gemaB den landesspezifischen Umweltrichtlinien einer fachgerechten Entsorgung zu. Gewahrleisten Sie, dass
die Trennsdulen nur von dem dafiir zustdndigen Fachpersonal eingesetzt werden. Lassen Sie HPLC-Saulen
nicht in die Hande von Kindern gelangen. Jegliche Garantie oder Gewahrleistung von MACHEREY-NAGEL er-
lischt, falls durch unsachgeméaBe Verwendung oder Behandlung (insbesondere das Offnen der Séule und Frei-
legen des Saulenbettes) Folgeschaden auftreten.

Beschreibung der Saulen

Als stationdre Phase enthélt die NUCLEODUR®HILIC Séaule voll synthetisches, sphérisches Kieselgel (Typ B), das
mit Ammonium-Sulfonsaure-Liganden modifiziert wurde; die NUCLEOSHELL HILIC Sé&ule enthéalt entsprechend
modifiziertes Core-Shell-Kieselgel. HILIC-Saulen lassen sich speziell fir die Trennung von hydrophilen, polaren
und ionischen Analyten unter Reversed Phase-Bedingungen anwenden. Diese Analyten werden auf RP-S&ulen
nur wenig retardiert. Das Verhalten auf HILIC-Phasen ist genau umgekehrt (siehe Abbildung auf englischer Seite),
was sie zu einem wichtigen Instrument zur Verbesserung chromatographischer Trennungen macht. Die Modifizie-
rung mit starken Kationen- und Anionenaustauschern fihrt zu einer zwitterionischen Funktionalitat, die verantwort-
lich fir den hydrophilen Charakter ist. Aufgrund eines speziellen Modifizierungsschrittes bieten NUCLEODUR®/
NUCLEOSHELL HILIC Phasen einen vollstandigen Ladungsausgleich. Der hydrophile Charakter und die Még-
lichkeit der Ausbildung von nur schwachen elektrostatischen Wechselwirkungen sind Eigenschaften, welche
entscheidend fir eine breite Anwendbarkeit in der ,Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography” sind.
Installation

Der Einbau der HPLC-Sé&ulen sollte unter Berlicksichtigung der Flussrichtung, die auf dem S&ulenetikett ver-
merkt ist, erfolgen. Sie werden mit geratetypischen 1/16" Kapillaren und Verschraubungen angeschlossen.
Vorséulen

Zum Schutz und zur Verlangerung der Lebensdauer der S&ule sollten immer Vorsdulen verwendet werden. Die
Filterelemente und das Sorbens der Vorsaule halten Verunreinigungen aus der Probe oder dem Eluenten zuriick.
Der Anschluss der Vorsaule an die Trennsaule erfolgt mittels Vorsaulenhalter (siehe hierzu www.mn-net.com
oder MN Chromatographie-Katalog). Ein Wechsel der Vorséaule ist erforderlich, sobald eine Erhéhung des Séu-
lendruckes und/oder eine Verschlechterung der Trennleistung beobachtet wird.

Probe

Die Probe wird in der Regel im Eluenten geldst und vor der Aufgabe auf die S&aule durch die Verwendung eines
Spritzenvorsatzfilters (z. B. CHROMAFIL® Xtra PET, 0,45 um, 25 mm, REF 729220) gereinigt. Falls trotz Filtration
noch triibe Lésungen in die S&ule injiziert werden, kann das die Lebensdauer der Sdule betrachtlich verkirzen.
Das Probenvolumen sollte fiir eine optimale Aufldsung méglichst klein gewahlt werden.

Eluent

Das Retentionsverhalten flr HILIC ist umgkehrt zur RP Chromatographie. Daher ist auch die relative Losemittel-
starke fur HILIC umgekehrt zur RP Chromatographie:

Wasser > Methanol > Ethanol > 2-Propanol > Acetonitril > Tetrahydrofuran > Aceton

Die Sé&ule wird mit dem Eluenten Acetonitril — Wasser (80:20, v/v) ausgeliefert. Die mobile Phase fiir HILIC sollte
Acetonitril (40-98 %) und Wasser (60-2 %) enthalten. Weitere mit Wasser mischbare Losemittel wie Aceton,
THF, 2-Propanol oder Ethanol kdnnen auch fir die HILIC Saulen verwendet werden. Da eine Wasserschicht auf
der Oberflache der stationaren Phase unbedingt notwendig ist, sollten mindestens 2 % Wasser in der mobilen
Phase verbleiben. Flichtige Puffer, wie Ammoniumacetat und Ammoniumformiat werden gewdhnlich fur die
Einstellung der lonenstérke und des pH-Wertes der mobilen Phase verwendet (pH-Bereich: 2—-8,5). Eine Puf-
ferkonzentration von 0—25 mM wird fur mittelpolare und polare Verbindungen, wie Uracil, Melamin, Adrenalin,
Kreatin oder Mepiquat empfohlen. Firr extrem polare Verbindungen, wie Adenosintriphosphat, Citronensaure
oder Aminoglykoside werden hohere Pufferkonzentrationen (100-200 mM) notwendig. lonenpaarreagenzien wie
TFA sollten vermieden werden, da sie das MS-Signal unterdriicken. Niemals sollte Phosphatpuffer als Teil der
mobilen Phase oder als Lésemittel flir Proben verwendet werden! Die Eluenten sollten durch einen 0,2-0,45 pm
Membran filtriert und entgast werden.

Flussrate und Druck

Die Flussrate beeinflusst den Zeitaufwand der Trennung, die Auflésung und die Lebensdauer der Saule. Die
Flussrate flr eine optimale Trennung, Auflésung und Lebensdauer ist u.a. abhéngig von der Partikelgrée, dem
Innendurchmesser der Saule und des verwendeten Eluenten. Hierbei sollten die in der Tabelle dargestellten
Grenzwerte nicht Gberschritten werden:

Séaulen ID [mm] Maximaler Riickdruck [bar]
NUCLEODUR NUCLEOSHELL

2 900 900

3 800 800

4 600 600

4,6 600 600

Temperatur

Séaulentemperaturen zwischen 0 und 60 °C sind geeignet; fiir eine lange Lebensdauer werden 30—40 °C empfoh-
len. Sie sollten allerdings mindestens 30 °C unter dem Siedepunkt des Eluenten liegen, damit eine einwandfreie
Detektion gewahrleistet ist. Durch Variation dieser Gro3e wird die Retentionszeit, der Ruckdruck und insbeson-
dere die Peakform beeinflusst. Die optimalen Temperaturen fiir erfolgreiche Trennungen missen daher empirisch
ermittelt werden.

Detektion

Mit den Saulen kénnen spektralphotometrische, refraktometrische und elektrochemische Detektoren benutzt
werden. Bei der Verwendung elektrochemischer Detektoren muss ber(icksichtigt werden, dass einige Arbeits-
elektroden keine erhéhten Temperaturen erlauben. Falls eine héhere Empfindlichkeit erforderlich ist, kénnen
Nachsé&ulenderivatisierungen mit einem geeigneten Detektor flir die Reaktionsprodukte eingesetzt werden.
Equilibrierung

Bevor Proben gemessen werden kénnen, muss die Séule mit dem Eluenten bei gleicher Flussrate und Tempe-
ratur der anzuwendenden Methode gesplilt werden. Die Saule ist equilibriert, wenn die Basislinie des Detektors
keine Drift mehr aufweist (i.d. R. nach 10 Saulenvolumina).

Methodenentwicklung

Wenn keine Applikationsvorschrift vorliegt, wird die folgende Prozedur zur Methodenentwicklung empfohlen:

Isokratische Elution Gradientenelution

Behebung moglicher Fehler

Das folgende Schema beschreibt typische Symptome eines Leistungsverlustes und deren Ursache. Alle Saulen
unterliegen den strengen Richtlinien und Kontrollen unserer Qualitatssicherung. Séulen auf Kieselgelbasis sind
naturgeman sehr robust und halten bei korrekter Pflege und Behandlung ihre Trennleistung tUber lange Zeitrdume
aufrecht. Erfahrungsgeman sind Saulenausfélle meist auf eine Verunreinigung des Sorbensbettes zurlickzufiihren.
Verwendung einer Vorséule sowie sachgerechte Probenvorbehandlung verhindern meist diese Probleme.
Benutzen Sie folgendes Schema, um die Ursache eines moglichen Leistungsabfalls zu ermitteln:
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Symptom / Fehler / Ursache Vorbeugung / Behebung

Basislinien-Drift
nicht ausreichende Zeit zur Gleichgewichtseinstel- | l&ngeres bzw. besseres Equilibrieren
lung mit dem Eluenten
verunreinigter Eluent
Temperatur

frische Lésemittel und Reagenzien verwenden
Séaulenthermostatisierung

Breite Peaks
Mischung und/ oder Diffusion vor/hinter der Saule |L&nge und ID der Kapillaren méglichst klein halten
zu groBes Probenvolumen geringes Injektionsvolumen

Peakiiberlagerung; zu schnelle Elution
zu schnelle Elution und/oder unzureichende
Trennung durch:
nicht angemessene S&ulentemperatur oder
Eluentenflussrate
Elutionskraft des Eluenten zu hoch

entsprechenden Parameter optimieren

Eluentensystem optimieren

Steigender Riickdruck; Verschlechterung der
Trennung
Verunreinigung des Sorbens durch:
Ansammlung von Partikeln auf der Fritte oder im
Sorbensbett aus der Probe, dem Eluenten oder
dem System
Ausfall von Puffersalzen

Eluenten frisch zubereiten, Proben und Eluenten
vorher filtrieren, In-Line-Filter verwenden / LC-System
spilen, reinigen des Sorbens

Léslichkeit der Puffersalze zuvor priifen / Entfernen
durch Spllung (siehe Saulenregenerierung)

Unzureichende Trennung; Verschlechterung der
Trennung bei normalem Séaulendruck
Verunreinigung mit:

Fette, Ole, Lipide aus der Probe (Belegung der organische Substanzen durch Probenvorbereitung

Sorbensoberflache) und andere organische Sub- | entfernen / reinigen des Sorbens

stanzen aus unsachgeman aufbereiteten Eluenten | (siehe Saulenregenerierung)

und Matrices

Doppelpeaks (Totvolumen):
fehlerhafte Verschraubungen (Kapillaren, Ferrules, | Verwendung von ,PEEK Fingertight Fittings*,
Schrauben) REF 718770 oder REF 718778 / Austausch der Ver-

schraubungen

Auflésung des Kieselgels durch zu hohen pH-Wert | pH-Stabilitat der Saule beachten / Saulenaustausch

des Eluenten

Séaulenregenerierung

In einigen Féllen kann die Trennleistung der S&ule wiederhergestellt werden, indem man die Verunreinigungen
vom Sorbensbett entfernt bzw. die Phase regeneriert. Allerdings ist es wichtig, die Ursache der Verunreinigung
zu lokalisieren, bevor die S&aule wieder fiir die Analyse von Proben verwendet wird.

1. Frischen Eluenten zubereiten: In einigen Féllen wird der Leistungsabfall durch eine Verunreinigung des Elu-

2. Reinigen des Sorbens: Zur Entfernung von Verunreinigungen spulen Sie die Saule nach folgender Spulpro-

3. Séaulenaustausch: Die hier beschriebenen Vorschlage kénnen die Trennleistung der Saule leider nicht in allen

Séaulenvolumen [mL]
Lange [mm] Innendurchmesser [mm]:| 2 3 4 4,6
100 0,30 | 0,70 | 1,25 | 1,65
150 0,45 | 1,05 | 1,90 | 2,50
250 0,80 | 1,75 | 3,15 | 4,15
Zusammenfassung

Um die Lebensdauer der Séule zu verlangern, beriicksichtigen Sie bitte folgende Hinweise:
1.

NoO O~ WN

Informieren Sie sich lber alle MACHEREY-NAGEL Chromatographie-Produkte: www.mn-net.com/chromatographie

a) Acetonitril — 0 bis 25 mM Ammoniumacetat (75:25,
v/v) fir mittelpolare und polare Verbindungen, wie
Uracil, Melamin, Adrenalin, Kreatin oder Mepiquat

b) Acetonitril — 100 to 200 mM Ammoniumacetat
(70:30, v/v) fur sehr polare Verbindungen, wie
Adenosintriphosphat, Citronensaure oder Ami-
noglykosiden

Retentionszeit zu kurz —
Retentionszeit zu lang —
Séaulenaufbewahrung

90 bis 50 % Acetonitril in 20 min (2 % /min); die Puf-
fersalzkonzentration héngt von der Natur der zu ana-
lysierenden Substanzen ab, die bei der isokratischen
Elution beschrieben sind

den Gehalt an Acetonitril schrittweise um 5 bis 10 % erhéhen
den Gehalt an Puffer schrittweise um 5 bis 10 % erh6hen

Die Séaulen sollten mit Acetonitril — Wasser (80:20, v/v) oder mit Acetonitril — 5 mM NH,Ac, pH 5,3 (80:20, v/v) bei
Raumtemperatur gelagert werden. Stellen Sie bitte sicher, dass die Verschlussschrauben fest schlieBen, da an-
sonsten das Packungsmaterial austrocknen kann. In diesem Fall spiilen Sie zundchst mit ca. 10 Saulenvolumina
des Lagereluenten und einer Flussrate von maximal 0,2 mL/min.
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enten verursacht. Verwenden Sie deshalb stets frischen Eluenten und splilen Sie alle Flissigkeitsleitungen,
bevor Sie die Saule weiter benutzen. Der Eluent sollte vor Gebrauch durch eine 0,2-0,45 um Membran filtriert
und entgast werden.

zedur:
Polare Verunreinigungen:
20 Saulenvolumina deionisiertes Wasser
30 Saulenvolumina 0.5 M Ammoniumacetat, pH 6
30 Saulenvolumina deionisiertes Wasser
Unpolare Verunreinigungen:
20 Saulenvolumina Acetonitril — Wasser (50:50, v/v)
20 Saulenvolumina Acetonitril
20 S&ulenvolumina Acetonitril — Wasser (50:50, v/v)
Jedes andere Lésemittel, das mischbar mit Wasser ist (Aceton, Tetrahydrofuran, Methanol etc.), kann auch
verwendet werden.

Féallen wieder herstellen. Bestimmte organische Verunreinigungen lassen sich durch die beschriebenen Rei-
nigungsmethoden nicht immer entfernen. Auch Totvolumen durch Kompression des S&ulenbettes l&sst sich
i.d.R. nicht beheben, so dass die Saule ausgewechselt werden muss. Wir empfehlen dringend, die Ursache
des Problems zu ermitteln, bevor Sie eine neue Séule einsetzen.

Die mobile Phase sollte Acetonitril (40-98 %) und Wasser (60—-2 %) enthalten. Weitere mit Wasser misch-
bare Lésemittel (Aceton, THF, 2-Propanol, Ethanol), sowie flichtige Puffer (Ammoniumacetat, Ammonium-
formiat) kdnnen verwendet werden. Die Eluenten sollten durch einen 0,2-0,45 um Membran filtriert und
entgast werden.

. Filtrieren Sie die Proben vor der Injektion mit einem 0,2-0,45 um CHROMAFIL® Xtra PET Spritzenvorsatzfilter.
. Verwenden Sie bei verschmutzten Proben eine Vorsaule.

. Die empfohlene Flussrate betragt 0,15-0,80 mL/min.

. Stellen Sie die Flussrate so ein, dass der maximale Rickdruck lhrer Saule nicht Gberschritten wird.

. Lagern Sie die Saule in Acetonitril — Wasser oder Acetonitril — 5 mM NH,Ac, pH 5,3 (80:20, v/v).

. Benutzen Sie firr alle Arbeiten Reagenzien von mindestens p.A. Qualitat und Lésemittel in HPLC-Qualitéat.
Verwerfen Sie alle L6sungen, die Anzeichen von Bakterienwachstum zeigen.

SPE und Flash Spritzenfitter

Flaschen und
Verschliisse

... fur applikative Hilfestellungen besuchen Sie unsere Applikationsdatenbank
mit mehr als 3000 Chromatographie-Applikationen: ChromaAppDB.mn-net.com

Frankreich: USA:
MACHEREY-NAGEL SAS

1, rue Gutenberg - 67722 Hoerdt - Frankreich
Tel.: +33 388 68 22 68

sales-fr@mn-net.com

MACHEREY-NAGEL Inc.

924 Marcon Blvd., Suite 102 - Allentown, PA 18109 - USA
Tel.: +1 888 321 62 24 gebihrenfrei
sales-us@mn-net.com
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Note: All HPLC columns from MACHEREY-NAGEL are supplied with a certificate, which contains specifications
and test results of the column. NUCLEODUR® HILIC columns are quality products based on the high purity
and very pressure stable silica NUCLEODUR®; NUCLEOSHELL HILIC is based on highly efficient core-shell
silica. They are especially developed for HPLC analysis. If carefully and properly used excellent chromatographic
results and long column lifetime can be achieved. HPLC columns are designed for qualitative and quantitative
analysis of mixtures of substances and single components. They must exclusively be used in accordance with
universally accepted laboratory regulations and HPLC working methods. Before running the column the entire
analytical system (column and equipment) has to be carefully checked by the operator. Chromatographic condi-
tions (mobile phase, flow, temperature etc.) have to be adapted to the analytical problem. MACHEREY-NAGEL
does not give any warranty and is not liable for the success of a separation or application. If you have any ques-
tions after reading this manual, please call our service / technical support.
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Safety indication

Follow the general safety instructions for handling of HPLC solvents used as mobile phases (e.g., acetonitrile,
methanol) and take precautions against any kind of injuries or damage to health (e.g., skin and eye protection in
case of broken capillaries). Disposal of used HPLC columns must follow international, national and local environ-
mental protection laws. The use of HPLC columns is only permitted to staff members, who are qualified in their
field. Keep HPLC columns away from children. MACHEREY-NAGEL disclaims and excludes all warranties of any
kind or nature whatsoever and MN shall not be liable for any damages (whether direct, indirect, foreseeable, in-
cidental, compensatory, consequential or special), whether based upon warranty, contract, tort or strict liability, if
damages and/or losses occur caused by improper use, maintenance, neglect or improper treatment (especially
opening of the column and exposure of the column bed).

Description of the column

As stationary phase NUCLEODUR® HILIC columns contain fully synthetical spherical silica (type B) modified
with ammonium — sulfonic acid ligands; NUCLEOSHELL HILIC columns contain accordingly modified core-
shell silica. HILIC columns are especially suited for the separation of hydrophilic, polar and ionic analytes under
reversed phase conditions. These analytes are only poorly retained on reversed phase columns. The behavior
is truly orthogonal on NUCLEODUR® HILIC (see figure below) which makes it an ideal tool to enhance chro-
matographic separations. The stationary phase is modified with a strong cationic and anionic ion exchanger.
The zwitterionic functionality is responsible for the hydrophilic character. Due to a special modification step
NUCLEODUR®/NUCLEOSHELL HILIC provide a total charge balance. The hydrophilic character and the ability
to exhibit only weak electrostatic interactions are properties which are vital for a broad applicability in “Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography”.

Method development

www.mn-net.com ~

If no application note is available the following procedure is recommended for method development:

Isocratic elution
a) acetonitrile — 0 to 25 mM ammonium acetate (75:25,
v/v) for midpolar and polar compounds, like uracil,
melamine, adrenaline, creatine or mepiquat

Gradient elution
90 to 50 % acetonitrile in 20 min (2 %/min); the buf-
fer salt concentration depends on the nature of the
compounds analyzed as described for the isocratic

Separation of uracil and naphthalene 1 —
Orthogonal retention between HILIC and RP column
Peaks:
Columns: EC 125/4 NUCLEODUR® HILIC, 3 um \ 1. Uracil
REF 760531.40 2 2. Naphthalens
EC 125/4 NUCLEODUR® C, Pyramid, 3 pm
REF 760260.40
Eluent: acetonitrile — water (90:10, v/v)
Flow rate: 1.0 mL/min NUCLEODUR® C,, Pyramid
Temperature: 25 °C
Detection: UV, 254 nm
MN Appl. Nos. 122911/122912 0 ! 2 8 min

Installation

The column should be installed in the flow direction indicated on the column label. It is connected with 1/16"
capillaries and fittings, typical for HPLC instruments.

Guard columns

For protection and an extension of column lifetime the column should always be used with guard columns.
The filter elements and the adsorbent in the guard column retain contaminants from the sample or the elu-
ent. Connection of the guard column with the separation column is made by a suitable guard column holder
(see www.mn-net.com or MN chromatography catalog). Cartridge replacement is required when increased
column pressure and/or loss of performance is observed.

Sample

Sample solutions should be passed through a syringe filter (e.g., CHROMAFIL® Xtra PET, 0.45 um, 25 mm, REF
729220) before entering the column. If injected sample solutions are still turbid even after filtration, the lifetime
of the column may be significantly reduced. The sample volume should be as small as possible to achieve an
optimal resolution.

Eluent

The retention behavior for HILIC is inverse to RP chromatography. Therefore, the relative solvent strength for
HILIC is also inverse to RP chromatography:

water > methanol > ethanol > 2-propanol > acetonitrile > tetrahydrofuran > acetone

The columns are supplied with the eluent acetonitrile — water (80:20, v/v). A suitable mobile phase for HILIC
includes acetonitrile (40-98 %) and water (60-2 %). Other solvents miscible with water, like acetone, THF, 2-pro-
panol or ethanol can also be used for HILIC columns. In order to establish a water layer on the surface of the
stationary phase it is vital that at least 2 % water remains in the mobile phase. Volatile buffers, such as ammo-
nium acetate and ammonium formate are commonly used to control the ionic strength and the pH of the mobile
phase (pH range: 2-8.5). A buffer concentration of 0-25 mM is recommended for midpolar and polar compounds,
like uracil, melamine, adrenaline, creatine or mepiquat. For extremely polar compounds, such as adenosine
triphosphate, citric acid or aminoglycosides, higher concentrations of buffer (100-200 mM) are required. lon pair
reagents like TFA should be avoided since they suppress MS signals. Never use phosphate buffers as mobile
phase component nor as solvent for your samples! Eluents should be filtered through a 0.2-0.45 um membrane
and degassed.

Flow rate and pressure

Flow rate influences the time required, the resolution and the column lifetime. The flow rate for an optimal separa-
tion, resolution and lifetime is i. a. dependent on particle size, inner diameter and used eluents.

Thereby the maximum column back pressure should not exceed the limits listed in the table below:

Column ID [mm] Maximum back pressure [bar]
NUCLEODUR NUCLEOSHELL

2 900 900

3 800 800

4 600 600

4.6 600 600

Temperature

Column temperatures between 0 and 60 °C are possible; for a long lifetime 30—40 °C is recommended. However,
they should be at least 30 °C below the boiling temperature of the eluent, in order to ensure proper detection.
Variation of the temperature influences retention times and especially the peak shape. Optimum temperatures
for successful separations should be determined empirically.

Detection

Spectrophotometers, refractometers and electrochemical detectors can be used with the columns. If electro-
chemical detectors are used, please note that high temperatures may be incompatible with some working elec-
trodes. If a higher sensitivity is required, post-column derivatizations with an appropriate detector for the reaction
product can be used.

Equilibration

Prior to measurement of samples the column must be rinsed with the eluent at the same flow rate and tempera-
ture as the method to be applied. Column equilibration is finished, when the baseline of the detector no longer
shows a drift (generally after 10 column volumes).
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b) acetonitrile — 100 to 200 mM ammonium acetate | elution
(70:30, v/v) for extremely polar compounds, such as

adenosine triphosphate, citric acid or aminoglyco-

sides
retention time to short — increase the amount of acetonitrile stepwise by 5 to 10 %
retention time to long — increase the amount of buffer stepwise by 5 to 10 %

Column storage

The column should be stored at room temperature with acetonitrile — water (80:20, v/v) or with acetonitrile —
5 mM NH,4Ac, pH 5.3 (80:20, v/v). For column storage be sure the end fittings are tightly sealed using column
end plugs, because storage without these seals can result in drying of the packing material. Under these circum-
stances rinse the column with the eluent of storage at a flow rate of max. 0.2 mL/min.

Troubleshooting

The following outline describes the symptoms of performance loss and its cause. All columns are subject to the
strict regulation and control of our quality assurance system. Columns based on silica are robust and hold their
separation efficiency for long periods by correct maintenance and treatment. According to experience, column
failures are mostly a result of injection of contaminants to the sorbent bed. The usage of a guard column, as well
as an appropriate sample pretreatment will help to minimize these risks.

Use the outline below to help determine the cause of a possible performance loss:

Symptom / Error / Cause

Baseline drift
insufficient period for equillibration of the eluent
contaminated eluent
temperature

Broad peaks
mixing and/ or diffusion before /behind the column
too large sample volume

Peak interference; too fast elution

too fast elution and/ or insufficient separation by:
improper column temperature or flow rate
elution power of eluent is too high

Increasing back pressure; degradation of the
separation performance
contamination of sorbent by:
particulate accumulation on frit or sorbent bed from | prepare fresh eluent; prefilter samples and eluent,
sample, eluent or system use in-line filter / rinse LC system, clean the sorbent
precipitation of buffer salts check solubility of buffer salts before / remove it by
rinsing (see column regeneration)

Prevention / Remedy

longer or better equilibration
use freshly prepared solvents and reagents
column temperature control

keep length and ID of capillaries at a minimum
smaller injection volume

optimize concerned parameter
optimize eluent system

Insufficient separation; degradation of the
separation with regular column pressure
contamination with:
fats, oils, lipids from sample (coating of sorbent
surface) and other organic substances from im-
properly prepared eluent or matrices

Double peaks (dead volume)
faulty fittings (capillaries, ferrules, nuts)

remove organic substances by sample preparation /
clean the sorbent (see column regeneration)

use “PEEK Fingertight Fittings”, REF 718770 or
REF 718778 / replace fittings

dissolution of silica by too high pH value of eluent | consider pH range of column / replace column

Column regeneration

In some cases the perfomance of the column can be restored by removing contaminants from the sorbent bed

or by regeneration of the phase. It is important, however, to locate the source of contamination before using the

column for the analysis of samples again.

1. Prepare fresh eluent: In some cases the performance loss is traced to eluent contamination. Therefore, pre-
pare fresh eluent and flush all liquid lines before using the column again. The eluent should be filtered through
a 0.2-0.45 um membrane and degassed prior to use.

2. Cleaning of sorbent: To remove contamination rinse the column by using the following cleaning procedures.

Polar impurities:
20 column volumes of deionized water
30 column volumes 0.5 M ammonium acetate, pH 6
30 column volumes of deionized water

Non polar impurities:
20 column volumes of acetonitrile — water (50:50, v/v)
20 column volumes acetonitrile
20 column volumes of acetonitrile — water (50:50, v/v)

Any other solvent miscible with water (acetone, tetrahydrofuran, methanol etc.) can also be used.

3. Column replacement: Above procedures will restore performance only in certain cases. Some organic con-
taminants are particularly refractory and may not respond to treatment. Also dead volume, due to column
compression can generally not be repaired. Under these circumstances, column replacement is necessary. It
is highly advisable to locate the cause of the problem before installing a new column.

Column volume [mL]
Length [mm] Inner diameter [mm]:| 2 3 4 4.6
100 0.30 | 0.70 | 1.25 | 1.65
150 0.45 | 1.05 | 1.90 | 2.50
250 0.80 | 1.75 | 3.15 | 4.15

Abstract

To extend column lifetime, please keep in mind the following:

1. Suitable eluents for HILIC include acetonitrile (40-98 %) and water (60-2 %). Other solvents miscible with
water (e.g., acetone, THF, 2-propanol, ethanol), as well as volatile buffers (ammonium acetate, ammonium
formate) can be used. The eluents should be filtered through a 0.2-0.45 um membrane and degassed.

. Filter samples through a 0.2-0.45 um CHROMAFIL® Xtra PET syringe filter before injection.

. Use a guard column for contaminated samples.

. The recommended flow rate is 0.15-0.80 mL/min.

. Adjust flow rate to keep column pressure below the maximum value of your column.

. Store the column in acetonitrile — water or acetonitrile — 5 mM NH,Ac, pH 5.3, (80:20, v/v).

. Use analytical grade reagents and HPLC grade solvents for all work. Discard any solutions that show evi-
dence of bacterial growth.
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