iHILIC® - Fusion’

* Remplace avantageusement les colonnes HILIC Sequent

Séparations HILIC avancées
en HPLC & UHPLGC

HILICON
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Trois chimies de colonnes en une

* Colonnes HILIC de charge modulée hydroxyéthyle amide/amide

* Sélectivités complémentaires pour les analytes polaires / hydrophiles

¢ Excellente durabilité et ultra-faible relargage pour la LC-MS

¢ HILIC®-Fusion et iHILIC®-Fusion+ : pH 2-8

¢ HILIC®-Fusion(P): pH 1-10

¢ Disponible en 1.8, 3.5, 5 um et 1,2. 1,3 et 4.6 mm de diametre intérieur
* Egalement disponible en cartouches SPE (50um)

iIHILIC®-Fusion et iHILIC®-Fusion(+)
Colonnes HPLC / UHPLC HILIC

Les colonnes iHILIC sont congues pour la séparation et la purification des composes
polaires et hydrophiles a I'aide de la chromatographie liquide d'interaction hydrophile
(HILIC). Les phases stationnaires sont remplies de silice de charge modulée
hydroxyéthyle amide qui sont liees de maniére covalente avec des groupes
fonctionnels hydrophiles neutres, charges positivement, et charges négativement.
Par conséquent, le mécanisme de séparation des colonnes iHILIC est baseé sur une
combinaison d'interactions hydrophiles, de liaisons hydrogénes et d’interactions
électrostatigues faibles. Elles ont une sélectivité de séparation unique et une grande
efficacité de séparation. Les colonnes iHILIC sont disponibles en deux chimies de
surface différentes, offrant une sélectivité complémentaire, comme illustré sur la
figure 1.
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Figure 1+ a) ot ¢) : Séparation de naphtalone. uracile, ot cytosine. Phasc mobile, 80/20(v/v) acétonitrilc/acdtate
d’ammoniurm, 2omid pl 1 6.8; Débit, 0. Imi/min; Golonne, 100x2. 1mm ; Déieclion, 2b4nm. b) and d):8éparation
da naphlalane, AMF. AR, el AlP. Phase mobiie, 70/300N) acelonilrile/Ionmale o ammonium, 100mid, pH 5.6;
Debit, 0.2iml/min; Colonnie, 100x2.1mm ; Detection, 2&64nm.

DESCRIPTION TECHNIQUE

Les colonnes IHILIC sont en poly(ether-ether-cétoneg)(PEEK) cu en acier inoxydable(SS). Les embouts
de colonnes ont un filetage 10 - 32 UNF et un design de port Parker™. Le PEEK est un plastique
lechnigue.ll présente une excellente résistance chimique sur une large gamme de solvanls crganigues
couramment utilisés dans les applications HILIC, par exemple, 'acetonitrile, |'acide formique ou les
alcools.

Cependant, le gonflement du matériau PEEK se produit dans le THF | le chlorure de methylens ou le
DMSO | ils ne doivent donc pas élre utilisés pour un systéme HPLC avee une colonne et des piéces
PEEK. De plus , ne jamais utiliser de ferrules et accessoires SS pour les colonnes PEEK, puisque le
métal va couper le filetage PEEK et endommager les embouts. Les colonnes IHILIC a base de silice,
Fusion et Fusion (+), peuvent &tre utiisées entre pH 2 et 8, et la température maximale de
fonctionnement est de 60°C.

CONTRE-PRESSION MAXIMALE

DE LA COLONNE

* Colonnes HPLC PEEK remplies avec des particules de 3.5 et Spm :
<350 bar a température ambiante.

* Colonnes HPLC S5 remplies avec des particules de 3.5um :
<450 bar a la température ambiante.

¢ Colonnes UHPLC SS remplies avec des particules de 1.8um :
<650 bar a température ambiante.

P)
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SOLVANTS RECOMMANDES

Pour les séparations HILIC , I'eau et les solutions tampons sont des éluants puissants et les
solvants organigues sont plus faibles . L 'acétonitrile est le solvant le plus favorable . La force
relative des solvants pour 'HILIC est :
THF<Acetone<Acetonitrile<lsopropancl<Ethanol<Methanol<Eau

Contrairement a la chromatographie en phase inverse, les composés polaires ont une rétention
accrue lorsgu'on augmente la proportion de solvant organique en phase mobile.

TAMPONS ET ADDITIFS RECOMMANDES

Les solutions de formate d’'ammonium et d'acétate d'ammonium a 2-50mM sont les meilleurs tampons
pour I'HILIC avec la détection MS. Leur pH peut étre ajusté en ajoutant de I'acide formique, de |'acide
acetique ou de I'ammoeniac . Les tampons phosphates doivent étre utilisés avec précaution a de plus
basses concentrations en raison de la plus faible solubilité du sodium, du potassium et du phosphate
dans les phases mobiles HILIC gui contiennent de fortes concentrations de solvant organique.

Il est fortement recommande de préparer des echantillons avec une phase maobile ou des solutions
ayant une force ionique et une concentration de solvant organigue similaires. Ceci permet d'obtenir
de meilleures formes de pics . Plus de solvant organigue dans la solution échantillon permettra
d'affiner le pic en raison des effets de compression de pic.

Les réactifs TFA et de pairs d'ions modifient la sélectivité des séparations HILIC et interférent souvent
avec la détection MS. lis doivent donc étre évités ou utilisés consciemment pour réduire la polarité des
amines et |la protonation des groupes carboxyles dans un but spécifique (c'est-a-dire l'isolement des
glycopeptides a partir des peptides digestes).

ECHANTILLONS

Les échantillons complexes tels gue le plasma ou I'urine doivent étre traités avec une forte proportion de
solvant organique pour precipiter les protéines et les sels, et filtrés avec des filires seringues de 0.45 ou
0.22um compatibles avec les solvants organiques.
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Conditions de départ recommandees pour ¢ développement de la methode

Elution isooratiqua Elution gradiant

A Acdtonitiile
B 5100 mM Acétate d'ammeniam, pH 6.8
Profile du gradioal : 30% a 0% dacétonitrile
on 20 minules =29/ min}

BOV20 {wiv)

Fhaes mobite: Acotonilrile/5-100 mM scélate d'ammaniom, pH 6.8

Equilibration de Is colonne | - = 4-10 minutos
Miamétre internn calannn 3 I mm . 2.1 mm . Imm : 4.6 s
Dabit (mi/min} " 2.05-0.1 = 0.2-0.5 . 0.4-1.0 = 1.0-2.5
Injoatiam [pL) - 2.1 = 0.6-10 . 0.1-29 : 230
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NETTOYAGE OU REGENERATION DES COLONNES

Si une augmentation de la contre-pression de la colonne ou un changement du temps de rétention est
observe, la procédure suivante de lavage des colonnes peut étre utile. Le débit recommande pour le
nettoyage est de 0.1-0.4 et 0.5-2 ml/min pour les colonnes de 2.1 et 4.6 mm, respectivement.
Cependant, la contre-pression de la colonne ne doit jamais depasser 150 bars lors du nettoyage.

1. 60 minutes d'eau désionisée

2. 60 minutes d'acétate d'ammonium 0,6 M

3. 60 minutes d'eau désionisée

4. 30 minutes de phase mobile pour la prochaine experience

Si la colonne n'est pas completement régénéree, un dernier essai est de régénerer la colonne selon les
mémes procédures gue ci-dessus, mais en connectant la colonne dans la direction inverse. Sinon, il est
temps d'acheter une nouvelle colonne.

4
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PROTECTION DES COLONNES STOCKAGE
Il est fortement recommandé d'utiliser une pré-colanne ou Une nouvelle colonne iHILIC est livrée
un prefiltre lorsgue vous travaillez avec des échantillons avec de I'acétonitrile 80/20(v/v) /acétate
complexes ou sales comme les lysats cellulaires, le plasma d'ammonium 25 mM, pH 6,8, qui est
ou |'urine. lls protégent les colonnes analytiques d'un également la solution recommandée
colmatage potentiel par contamination et/ou de particules pour le stockage & long terme & une
et prolongent la durée de vie des colonnes. ternpérature inférieure a la température

ambiante. Les bouchons d'extrémités
de la colonne dolvent étre serrés avec
précaution.

INFORMATIONS DE COMMANDE

i Celonnes IHILIC*-Fusion UHPLC HILIC, 88
1.8 pm
o.e52.0110 E Colonme (HILIE®-Fasleon HILIG, 55, 50x2.1 mm, 1.8 pm, 1004
1181020110 E Colonna IHILIC*- Fuslon BILIC, 55, 100220 mm, 1.8 pm, 1004
118,152 0110 E Colonno iHILICY: Fosion MILIC, 85, 16021 mm, 1.8 em, oo
100530110 E Colonns (HILIC*-Fuslen WILIC, 55, 50x3.0 mm, 1.8 pm, 1004
110.103.0110 E Colenns FHILIC®- Fusiem HILIC, 55, 10053.0 mm, 1.8 pm, 1004
11815830110 ; Colenns IHILIC® Fusien HILIC, §8, 15053.0 mm, 1.8 pm, 1004
PrM
35 . Colonnes IHILICY-Fusion HPLC HILIC, FEEK

100220310 Celonne iBILIC®-Fusien HILIC, PEEK, 20x2.1 mm, 1.5 pm, 0ok

110.052.0310 Celomms INILIC*-Fusien HILIC, PEEK, 50521 mm. 3.5 pm, 1004

1101828310 Colonna iHILICY-Fusien HILIC, PEEK, 100x2.1 mm, 3.5 pm, 1004

Colomns IRILIC™ Fuslon HILIC, PEEX, 160x2.1 mm, 3.5 pm, 1004
Colomme IMILIE®- Fuslan HILIC, PEEK, 50x4.6 mm, 2.5 pm, 1004
Colomne IHILIC*-Fusien HILIE, PEEK, 100x4.8 mm, 1.5 pm, 1004
Colomne iHILIC"-Fusien HILIC, PEEK, 15046 mm, 1.5 g, 1004

1101628310
110.054,0310
110.104 0310
110.154 0310

L T R R

5 pm
110.022,0510
110.062,0810
110102 0610

Coleans iHILIC®-Fusian HILIG, PEEK, 2052.1 mm, 5 pam, 1004
Colenns IHILIC®-Fuslan HILIG, PEEK, 50x2.1 mm, 5 pm, 1004
Celenns iHILIC®-Fusion HILIC, PEEK, 100221 mm, 5 pm, 1004

110,152 0510 Colenna IHILIC"-Fusien HILIG, PEEK, 1502 Imm, § pm, 1004
110,252, 0510 Colonns (HILIG*-Fenion HILIG, PEEK, 250x2.1 sm, 5 ym, 1004
110.054,0610 Calonne (HILIG®Fusion HILIG, PEEK, 50x4.6 mm. § pm, 1004
10104 0580 Colonne HILIG*-Fesion HILIG, PEEK, 100x4.6 mm, 5 pm, 1004
110.154 2610 Colenns IHILIC*-Funion HILIC, PEEK, 160x4.6 mm, 5 pm, 1004

110,254, 0510 Celenne iHILIC*-Fusion HILIC, PEEK, 25054 .6 sm, 5 jim, 1000

A R T N Ty

Pré-colonns
111220550
111.322.05610

Pré-ealonme iHILIC®-Fusion HILIC, PEEK, 20x2.1 mm, 5 pm, 1004, 1 pk
Pri-ealonme (HILIC®-Fuslon HILIC, PEEK, 20521 mm, § pm, 1004, 3 pk

T
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PiN
Golonnaes IHILIC*-Fusien+) HPLC HILIC, PEEK
3.5 pm
100.022.0110 ; Colonne IHILIC®-Fusion|+) HILIC, PEEK, 20x2.1 mm, 3.5 pm, 1004
100.052.0310 : Colonna (HILIC®-Fusicn(+) HILIC, PEEK, 50x2.1 mm, 3.5 prm, 1004
100.102.0310 : Colonne iHILIC®-Fusiona(«) HILIC, PEEK, 100821 mm, 3.5 pm, 1004
100.152.0310 E Cabanne iHILIC®-Fusionf+) WILIC, PEEK, 150x2.1 mm, 3.5 ym, 1004
100.054,0310 Calonne IHILIC®-Fusion|+) HILIE, PEEK, 50x4.8 mm, 3.5 pm, 1004
100.104.0310 . Gelamne IHILIC®- Fuslon(+) HILIC, PEEK, 100x4.8 mm, 2.5 pm, 1004
100, 154.0310 E Colonne iHILIC®-Fusionfs) HILIC, PEEK, 150x4 6 mm, 2.5 pm, 1004
5 pm X
100.022.0510 ' Coloana [HILIC®-Fuslon(+) HILIG, PEER, 20221 mm, 5 pm, 1004
100.052.0510 E Coloana [HILIG®-Fusion(+) HILIG, PEEK, 50x2.1 mm, 5 pm, 100A
100,102.0510 : Colenne iNILIC®-Fuslon(s) HILIC, PEEK, 100x2.1 mm, 5 pm, 1004
100, 152.0510 : Calonne FHILIC®-Fusian{+) HILIC, PEEK, 150x2.1mm, & pm, 1004

100.262,0510
100.054.0510
100.104.0510
100.154.0510

Colenne IHILIG®-Fasion[+) HILIC, PEEK, 250x2.1 mm, & pm, 1004
Colonna IHILIC®-Fusion(+) HILIC, PEEK, S0x4.6 mm, 5 pm, 1004
Celonne IHILIC®-Fusion(+) HILIC, PEEK, 100x4.6 mm, 5 pm, 1004
Colonne iNILIC®-Fasion(+) HILIC, PEEK, 150x4.6 mm, 5 pm, 1004

AmamssEmaEm e

100.254.0510 i Colonne iHILIC®-Fusion[+} HILIC, PEEK, 250x4.8 mm, & pm, 1004
Pri-colonne
101.122.0510 b Pré-colonas |RILIC®: Fusion]s) HILIC, PEEK, 20w2 1 men, § pm, 1004, 1 pk
104.322.0510 _ Pré-colonms iHILIC® Fusion(s+) HILIC, PEEK, 20x2.1 me, § pm, 1004 3 pk
P/

Colennes iHILIG®*-Fusion{P) HPLC HILIC, PEEK
G pm

130.052.0520
130.102.0520
130.152.0520

Colonma (HILIC®*-Fusion HILIC, PEEK, 502 2.1 mm, Spm, 2ﬂ-|]'.ﬂ
Cedanne IHILIC®-Fusion HILIC, PEEK, 10:0x2.1 mm, Spm, 2004
Colanne iHILIC®-Fusion HILIC, PEEK, 150x2.1 mm, Spm, 2004

130.054 .0520 = Colonna iHILIC®-Fuslan HILIC, PEEK, 50x4.8 mm, Spm, 2004
1310.104.0520 E Calonne iHILIC®-Fusion HILIC, PEEK, 10048 mm, Spm, 200
130.164,0520 ’ Colonne iHILIC®-Fusion HILIC, PEEK, 150x4.8 mm, Spm, 2004
131,122.0520 ‘ Colomnme THILIC®-Fuslon HILIC, PEEK, 20x2.1 mm, Spm, 2004, 1 pk

CARTOUCHES iSPE®-HILIC

Les colonnes iISPE-HILIC sont congues pour la purification de composés polaires et hydrophiles a I'aide
de la chromatagraphie liquide & interactions hydrophiles (HILIC). Des groupements hydroxyethyle amide
greffés a la silice sont liés par covalence a des groupes fonctionnels hydrophiles neutres, positifs et
négatifs.

Le mecanisme de séparation des cartouches iSPE repose sur une combinaison d'interactions
hydrophiles, de liaisons hydrogénes et d'interactions électrostatiques faibles. Les colonnes ISPE-HILIC
peuvent étre utilisées pour la purification des glycopeptides, des glycanes, des toxines PSF et de
nombreux autres composes polaires.

Groupe fonctionnel : hydroxyethyle amide

Porosité : 60A
HEEHILC —3_ Fritté : Polypropyiene 20pm
Surface spécifique - 250 mi/g
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SUGGESTION DE PROTOCOLE D'UTILISATION

CARTOUCHE iSPE-HILIC (1mL, cartouche 50mg, P/N 200.001.050)

*  Conditionnement / Equilibrage :

- Laver la cartouche avec 0.2-0.5 mL d'eau cu un tampon adapté (ex : acétate/formiate d'ammonium)

- Laver la cartouche avec 0.5-1 mL de solvant organique (ex : acétonitrile)

*  Préparation de I'échantillon :

Dissoudre préalablement |'échantillon dans une solution contenant 50-95% (v/v) d'acétonitrile ou un autre
solvant organique

Déposer 'échantillen (<0.2mL) dans la cartouche SPE el laisser poser 1 minute

Evacuer la solution par vide ou pression extérieure a une frequence de 1-2 gouttes par seconde

e |avage:

Déposer le sarbant avec 0.5-1 mL d'acétonitrile ou une solution lampon/d’acétonitrile adaptée

Eliminer la solution de lavage par vide ou pression extérieure

e  FElution :

Eluer les composés polaires avec un petit volume d'eau ou une solution contenant de I'acétonitrile ou un
autre solvant organique

e  Préparation de I'échantillon final :

¢ Reconstiluer I'&luat SPE final avant la séparation. En utilisant HILIC il est important de faire en sorte
gue |'echantillon injecteé ait le plus possible de solvant organique afin d'obtenir une efficacite maximale en
raison du principe de compression de pic.

2000010025 x Celanae iSPE-HILIC, 1 ml, 25 mg, 50 ym parlicle = 100
2000010050 : Colanae ISPE-HILIC, 1 mL, 50 mg, 50 ym particlo : e
200.001.0100 : Galomns ISPE-HILIC, 1 mL, 100 mg, 50 ym particts D e
200,003 0100 E Calomne iSPE-HILIC, 3 ml, 100 mg, $0 pm parllcia . 50
200.003.0200 . Colomne ISPE-HILIC, 3 mL, 200 mg, 50 pm parlicls E 1]
200.003.0500 . Colomne [SPE-HILIC, 3 mL, 500 mg. 50 pm particle ' L1
200,005.0500 Colomne |SPE-HILIC, & mL, 500 mg, 56 pm particle : 25
200, 0081000 Colomns ISPE-HILIC, 8 mL, 1 g, 50 pm particle - 25
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