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RAZLAGA KRATIC IN POJMOV

HPLC | High performance liquid chromatography (Tekocinska kromatografija visoke locljivosti)

NzZD Navodila za delo

PC Osebni racunalnik

SOP Standard Operating Procedure (Standardni operativni postopek)
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1. NAMEN IN PODROCJE UPORABE

Namen tega navodila za delo (NZD) je opisati osnovno uporabo HPLC sistema Agilent Infinity Il ali
podobnim. Uporablja se kot dodatek specificnim analitskim postopkom, le za sistem Agilent Infinity II.
Navodila za upravljanje sistema preko programske opreme OpenLAB je opisano v NZD-LAB-008 - Navodilo
za delo s programsko opremo OpenLAB CDS.

2. ODGOVORNOSTI

Seznanitev in odgovornosti osebja so povzete v tabeli 1.

Tabela 1: Odgovornosti osebja za obseg zmogljivosti organizacijske enote Analitski laboratoriji (LAB).

ODGOVORNOST ALT JLM MAN/LAB | CDO/LAB
Seznanjenje in upostevanje navodil za ravnanje z Z 7 7 |
opremo

Vpis dogodkov na opremi Z Z S

Redno mesecno preverjanje vpisov rednih

preverjanj in dogodkov na opremi S S A

ODGOVORNE FUNKCIJE OZNAKA OBSEG OZNAKA
Analytical Laboratory Tehnician ALT Zadolzen Z
Junior Laboratory Manager JLM Sodeluje S
Analytical Laboratory Manager MAN/LAB Informiran I
Chief Department Officer/LAB CDO/LAB

Funkcije posameznega osebja v LAB so podrobneje opredeljene v SOP-LAB-009 - Delovne naloge,
odgovornosti in pooblastila.

3. MATERIALI IN OPREMA
3.1 Oprema
- QC-03, Sistem za tekocCinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) Infinity 1, Agilent

3.2 Materiali

- SP-0005, Suhe krpe za brisanje Dastex
- SP-0001, 70% etanol

- OP-0023, Kapilare

- OP-0023, Peristalticna ¢rpalka

- OP-0023, Frita za ventil
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4. ZASNOVA IN FUNKCIJE NAPRAVE

Avtomatski vzorcevalnik —
AUTOSAMPLER, INJEKTOR

>
»
Mesalni ventil <> l

GRELEC ZA KOLONE-
Kolona

® @) Hl
é | b

Steklenici z mobilno fazo - na
razplinjevalniku MF - DEGASSER

Slika 1: Shematski pregled sistema HPLC

DETEKTOR

5. KARAKTERISTIKA HPLC SISTEMA

HPLC sistemi Agilent Infinity Il omogo¢&ajo delovanje pri tlakih do 600 barov. Sestavljeni so iz naslednjih
modulov:

- razplinjevalnik mobilne faze - degazer,

- Crpalka,

- avtomatski vzorCevalnik - autosampler z injektorjem,

- grelec za kolono,

- hladilnik,

- detektor.

5.1 Razplinjevalnik mobilne faze - degazer, érpalka

Voda in topila z nizjo molekulsko maso vsebujejo relativno veliko koli¢ino raztopljenega zraka, zato je
potrebno mobilne faze razpliniti. Zrak v mobilni fazi lahko povzro&i zratne mehuréke v Crpalki ali v celici
detektorja. Slednje lahko povzro¢a nihanja retencijskih ¢asov kromatografskih vrhov ali vegji Sum na bazni
liniji.

Razplinjenje z vakuumom poteka so¢asno (on-line) s ¢rpanjem mobilne faze skozi razplinjevalnik, pri ¢emer
topilo te€e po polprepustni cevi, ki se nahaja v prostoru z vakuumom. Dodatno zasc&ito pred zranimi
mehurcki nudijo stekleni filtri, ki so names¢eni na koncu cevk v mobilni fazi.

Crpalka mora zagotavljati natangen in konstanten pretok, natanéno sestavo mobilne faze v primeru
gradienta ter zadostno mo¢, s katero potiska mobilno fazo skozi kolono.

5.2 Avtomatski vzoréevalnik, injektor

Od sistema za injiciranje je zahtevano, da privede vzorec na zaCetek kolone, ne da bi se pri tem ustavilo ali
motilo pretok mobilne faze proti koloni. Injektor mora biti natan&en pri injiciranju in hkrati mora zagotoviti
ponovljivost injiciranja.

Injektor deluje po principu injektorske zanke. V €asu polnjenja injektorske zanke z vzorcem te€e mobilna
faza mimo injektorske zanke. Ko se ventil obrne, pa mobilna faza spere vzorec v zanki na kolono.
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5.3 Grelec za kolono

Stabilnost temperature je pomemben parameter za ustreznost analize. Stabilno temperaturo zagotavlja
grelec za kolono, pri tem pa je pomembno, da je pokrov grelca v ¢asu izvajanja analiz zaprt.

5.4 Hladilnik

Hladilnik zagotavlja ustrezno temperaturo vzorcev v avtomatskem vzor€evalniku. Vzorci morajo biti na
ustrezni temperaturi pred in tudi po analizi, dokler jih ne shranimo ustrezno za daljSe ¢asovno obdobje.

5.5 Detektor

Detektor je odgovoren za zaznavo substance, loene na koloni. Vsi detektorji merijo spremembo neke
fizikalne koli¢ine, ki jo povzro€i prehod substance skozi merilno preto¢no celico detektorja. Lo¢imo tri
osnovne vrste detektorja (DAD, MWD in VWD), ki se med seboj razlikujejo glede na Stevilo valovnih dolzin
zajema podatkov.

Detektor je potrebno vsaj 1 x tedensko ugasniti in ponovno vklopiti. Pri vklopu detektorja se izvede avto
kalibracija detektorja - verifikacija Stirih valovnih dolzin.

5.5.1  Merilna preto€na celica

Merilne pretocne celice se razlikujejo po dolzini optiéne poti, pri trenutni konfiguraciji sistema HPLC1
uporabljamo 60 mm pretoc¢no celico.

6. ROKOVANJE S HPLC SISTEMOM
6.1 Vklop HPLC sistema

Ko je sistem ugasnjen, ga je potrebno vklopiti v naslednjem vrstnem redu:
- osebni racunalnik - PC,
- posamezne module HPLC sistema (tipke power on/off),
- zagon programa za obdelavo kromatografskih podatkov.

Sistem je potrebno redno izklapljati in vklapljati (resetirati), saj s tem zagotovimo redno avtomatsko
kalibracijo komponent. Sistem izklopimo v obratnem vrstnem redu, kot ga vklopimo, med izklopom in
ponovnim vklopom pa mora prete€i vsaj 15 min. Sistem resetiramo vsaj 1 x tedensko.

6.2 Upravljanje s HPLC sistemom in priprava sistema na analizo

S sistemom upravljamo preko programskega paketa Agilent OpenLAB Chromatography Data System
EZChrom Edition. Upravljanje in priprava HPLC sistema za analizo je natan&no opisano v NZD-LAB-008.

7. VZDRZEVANJE
7.1 Spiranje batnih tesnil érpalke (seal wash)

HPLC sistem je opremljen s sistemom za spiranje batnih tesnil (active seal wash option), ki podaljSa
Zivljenjsko dobo batnih tesnil in batov. Agilent priporoa, da se za spiranje batnih tesnil uporablja raztopina
voda:izopropanol=9:1 (v:v). Peristalticna ¢rpalka v dolo¢enem €asovnem intervalu potisne svezo raztopino
skozi »seal wash« sistem in spere morebitne ostanke mobilne faze v odpad. Priporo¢en rezim spiranja je 0,3
min delovanja vsakih 60 min. V primeru pus¢anja moramo zamenjati peristalticno ¢rpalko. V primeru okvare
ali napake pa je potrebno poklicati pooblasc¢eni servis.
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7.2 Spiranje leziS¢a igle (needle wash)

Avtomatski vzor€evalnik sistema HPLC je opremljen s sistemom za spiranje leziS¢a igle, ki zmanjSuje carry
over med vzorci. Po priporocilih Agilenta se za spiranje leziS¢a igle uporablja organsko topilo z MQ vodo (50
- 100 %). Peristalticna ¢rpalka po vsakem injiciranju potisne svezo raztopino skozi lezis€e igle in spere
morebitne ostanke analita ter na ta nalin zmanjSuje pojav carry over-ja. V primeru pus€anja moramo
zamenjati peristalticno ¢rpalko.

7.3 Dovoljeni servisni posegi

Usposobljeno osebje v laboratoriju lahko nekatere enostavne servisne posege izvaja samo, med temi
spadajo:

- zamenjava frite na »purge« ventilu,

- zamenjava peristalti¢ne Crpalke,

- zamenjava kapilare.

Za sistem HPLC vodimo dnevnik uporabe, kjer so zajeti podatki, navedeni v obrazcu OBR1-NZD-LAB-002 v
prilogi 1 tega navodila za delo.

Poleg rednih dogodkov na opremi je potrebno voditi tudi dnevnik izrednih dogodkov, kot so servisni posegi,
kvalifikacije in ostali izredni dogodki. Podatke vpisujemo, kot je navedeno v obrazcu OBR2-NZD-LAB-002.
7.4 ResSevanje tezav

V spodniji tabeli so zbrane najpogostejsSe tezave z neustreznim delovanjem HPLC sistema.

Preglednica 1: NajpogostejSe tezave na HPLC sistemu

Vzrok/Sprememba Verjetni problem /napaka Resevanje tezav
Visok tlak Neprehodna frita na purge ventilu  Zamenijati frite na purge ventilu.
Zamasitev kapilare Sprati tako sistem kot iglo (z injiciranjem)
Zamasen injektor in ¢e ne pride do izboljSave zamenjati
kapilare.
Zamasena pretocna igla Iglo ali lezis€e igle lahko zamenija le
pooblascen servis.
Nizek tlak Pus&anje (Leak) Ponovno namestiti oziroma dobro priviti

kapilare ali kolono.

Nestabilen tlak

Zrak na sistemu

Okvara ene od ¢&rpalk

Odzracditi sistem.

Poklicati servis.

Sum bazne linije DAD
detektorja

Pregorela DAD Zarnica

Poklicati servis.

Ravna bazna linija
(DAD)

Neustrezno vstavljena preto¢na
celica (DAD)

Ponovno namestiti pretocno celico.
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REFERENCE

- 1SO 9001:2015 - Sistemi vodenja kakovosti - Zahteve

- ISO/IEC 17025:2017 - SploSne zahteve za usposoblienost preskusevalnih in kalibracijskih
laboratorijev

- IS0 22000:2018 - Sistemi vodenja varnosti zivil - Zahteve za vsako organizacijo v prehranski verigi

- ISO 22716:2007 - Kozmetika - Dobra proizvodna praksa (GMP) - Smernice za dobro proizvodno
prakso

- Prirognik za uporabo Agilent Infinity 11 1260

- Smernice z dne 19. marca 2015 o nacelih dobre distribucijske prakse za zdravilne ucinkovine za
zdravila za uporabo v humani medicini (2015/C 95/01) (GDP)

- NZD-LAB-008 - Navodilo za delo s programsko opremo OpenLAB CDS

- SOP-LAB-009 - Delovne naloge, odgovornosti in pooblastil

PRILOGE

- Priloga 1: Dnevnik uporabe

- Priloga 2: Dnevnik izrednih dogodkov

- Priloga 3: List usposabljanja/seznanjenosti
- Priloga 4: Zgodovina dokumenta
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PRILOGA 4: Zgodovina dokumenta Verzija: 03
Zamenjano z
Verzija | Razlog za spremembo Veljavno od novo verzijo
(datum, podpis)
01 Prva izdaja 19. 08. 2019 10. 08. 2020
02 Spremenjena oznaka dokumenta iz NZD-KAK-002 v NZD-
LAB-002. Dopolnjene odgovornosti s kraticami posameznih 10. 08. 2020

delovnih mest. Dodane strani v obrazcih OBR1 in OBR2.

03 Posodobljena obravnava odgovornosti osebja v poglaviju 2.
Odprava slovni€nih napak.
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