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1. HPLC-Pumpe (2-Kanal Gradient)
Uberpriifung der Flussrate und der Gradientenzusammensetzung

1.a Uberpriifung der Flussrate

Materialien 5 oder 10 ml Messkolben, kalibrierte Stoppuhr
Einstellungen | Mobile Phase entgastes Wasser
Saule keine (offenes Ende), bei manchen Syste-

men kann insbesondere bei kleinen Flussra-
ten der Einsatz einer Sdule oder einer Rest-
riktionskapillare erforderlich sein, um
Ruickdruck auf die Pumpe zu geben.

Durchfihrung | Eswird eine geeignete Flussrate eingestellt und die Zeit gemessen, bis der
Messkolben bis zur Marke gefullt ist. Es ist sinnvoll, mehrere verschiedene
Flussraten zu Gberprifen, man orientiert sich dabei am Praxiseinsatz des

Detektors.
Berechnung ‘= V x 60 f  gemessene Flussrate [ml/min]
- t t  benotigte Zeit zum Befillen des Mess-
kolbens bis zur Marke [s]
V  Volumen des Messkolbens [ml]
_ f—F D Abweichung [%]

D = 100x F F eingestellte Flussrate [ml/min]
f  gemessene Flussrate [ml/min]

Akzeptanzkriterium +5%
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1.b Uberpriifung der Gradientenzusammensetzung und des Rauschens des
Gradientenmischers

Einstellungen | Stahlkapillare z.B. 2000 x 0,12 mm anstelle einer Saule
Detektion UV-Detektor 265 nm
Mobile Phase A entgastes Wasser
Mobile Phase B entgastes Wasser mit 0,5% Aceton
Flussrate 1,0 ml/min
Durchfihrung | Bei Mehrkanalsystemen werden alle Kanéle gepriift, bei einem Dreikanal-
System also z.B. A-B und A-C, bei einem Vierkanal-System z.B. A-B, A-C
und B-D.
Gradientenprogramm
Zeit [min] % mobile Phase A % mobi.le Phase B
(Wasser) (Wasser mit 5% Aceton)
0,0 100 0
0,1 90 10
10 90 10
10,1 50 50
20 50 50
20,1 10 90
30 10 90
30,1 0 100
40 0 100
40,1 100 0

Zu Beginn wird das System mit Wasser fiir mindestens 10 Minuten equilibriert. Die Basisline zu
Beginn der Priifung ist der 0%-Wert. Bei allen Schritten wird die Hohe der Linie zu Beginn des
horizontal liegenden Teils entweder elektronisch oder mit einem Lineal ausgemessen. Die
Hohe der Linie ,100% mobile Phase B” ist der 100% Wert (H) in der folgenden Berechnung:

(18)
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Berechnung o - %H berechnete Zusammensetzung
%H =100 4 h  Hoéhe der gemessenen Linie
H Hohe der,100% mobile Phase B“-Linie
d=%H-G d  Abweichung

G eingestellte Gradientenzusammenset-
zung [% mobile Phase B]

Akzeptanzkriterium

absolute Abweichung +2% des eingestell-
ten Wertes

Das Rauschen des Gradientenmischers ist der
50%-Linie der Gradientenzusammensetzung:

%-Anteil des Rauschens bezogen auf die

Berechnung %R = 100 x N
’ hso

%R Rauschen

hso Hohe der 50% Linie

N Hohe des Rauschens, gemessen Uber 1
Minute im linearen Bereich

Akzeptanzkriterium

9,2%

2. HPLC-Injektor

Beim HPLC-Injektor werden die Volumenprézision und der ,carry-over” gepruft:

Losungen Solvent A

Methanol/Wasser, 60/40

Referenzlosung (a)

je 15,0 mg Methyl-, Ethyl- und Propylpara-
ben in 100,0 ml Solvent A l6sen.

Referenzlosung (b):

1,0 ml Referenzlésung (a) werden auf
10,0 ml mit Solvent A verdinnt.

Referenzlosung (c)

1,0 ml Referenzlésung (b) werden auf
100,0 ml mit Solvent A verdunnt.

Einstellungen Saule LiChrospher® 100 RP8, 5 Um, 125 x 4 mm,
ohne Vorsaule
Mobile Phase Methanol/Wasser, 60/40
Flussrate 1,0 ml/min
Detektion 254 nm
Injektionsvolumen 20
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Durchfihrung | Injektionsschema 6 x Referenzlosung (b)

1 x Referenzlosung (a)
1 x Solvent A (Blank 1)
1 x Referenzlosung (b)
1 x Solvent A (Blank 2)
1 x Referenzlosung (c)

Akzeptanzkriterien

Wiederholbar- | Die relative Standardabweichung der Peakflachen aller Peaks im Chroma-
keit der Peak- togramm der Referenzl6sung (b) soll 4,0% sein.

flachen

Carry-over Die Flache des Propylparaben-Peaks im Chromatogramm des ,Blank 1“ ist

nicht groBer als 0,5% bezogen auf die zehnfache Peakflache des Propylpa-
raben-Peaks im Chromatogramm der Referenzlésung (b) nach der ,Blank
1“-Injektion. Die Flache des Propylparaben-Peaks im Chromatogramm der
Referenzldsung (c) ist 0,9-1,1% der Peakfldche des Propylparaben-Peaks
im Chromatogramm der Referenzlésung (b) nach der ,Blank 1“-Injektion.

3. HPLC-Autosampler

Beim HPLC-Autosampler werden Richtigkeit und Prazision der Temperierung gepriift. Die
Priifung, ob das jeweils richtige Vial injiziert wird, erfolgt im Rahmen der Uberpriifung des
UV/DAD-Detektors.

3.a Richtigkeit der Temperierung

Materialien kalibrierter Temperaturfiihler

Durchfiihrung | Man stellt eine geeignete Temperatur ein und equilibriert das System tiber
eine ausreichende Zeit. Mithilfe des kalibrierten Thermoftihlers wird die ak-
tuelle Temperatur gemessen und mit der eingestellten Temperatur vergli-
chen. Im Rahmen der Qualifizierung werden mehrere, den gesamten pra-
xisrelevanten Bereich umfassende, Temperaturen gepruft.

Akzeptanz- Die aktuelle Temperatur weicht nicht mehr als 13 °C von der eingestellten

kriterium Temperatur ab.
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3.b Préazision der Temperierung

Materialien kalibrierter Temperaturfihler

Durchfihrung | Man stellt eine geeignete Temperatur im zu tiberpriifenden Temperaturbe-
reich ein und equilibriert das System tber eine ausreichende Zeit. Mithilfe
des kalibrierten Thermofihlers wird die aktuelle Temperatur n-Mal tiber
eine vorgegebene Zeitspanne gemessen. Der Mittelwert der n Messungen
wird mit der eingestellten Temperatur verglichen.

Akzeptanzkri- | Die aktuelle Temperatur weicht nicht mehr als +3 °C von der eingestellten
terium Temperatur ab.

4. HPLC-Ofen/Kiihlung

Beim HPLC-Ofen/Kihlung wird die Richtigkeit der Temperierung tberpruft.

Materialien kalibrierter Temperaturfihler

Durchfiihrung | Die Saulenofentemperatur wird auf 40 °C eingestellt. Nach 30 Minuten
Equilibrierzeit wird der kalibrierte Thermoftihler in den Ofen eingebracht,
die Temperatur wird nach weiteren 10 Minuten abgelesen.

Akzeptanzkri- | Die gemessene Temperatur muss zwischen 38 °C und 42 °C liegen.
terium

5. HPLC-UV/DAD-Detektor

Anmerkung des Autors: Die Bezeichnung ,DAD-Detektor” ist eigentlich so nicht richtig, da
DAD (=diode array detector) das Wort ,Detektor” schon beinhaltet. Richtig ware damit ,DA-
Detektor”. Da die Bezeichnung DAD-Detektor im Sprachgebrauch aber fest verankert ist und
auch in offiziellen Dokumenten (z.B. der OMCL Richtlinie) vorkommt, wird dieser im Folgen-
den auch so verwendet.

Beim UV/DAD-Detektor werden Linearitat und Wellenldngenrichtigkeit tiberpraft.
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5.a Linearitat
Standard- Std. 1: 0,5 pg Coffein/1 ml Methanol (HPLC grade)
I6sungen Std.2: 1,0 ug Coffein/1 ml Methanol (HPLC grade)
Std.3: 5,0 ug Coffein/1 ml Methanol (HPLC grade)
Std.4: 25,0 pg Coffein/1 ml Methanol (HPLC grade)
Std.5: 50,0 ug Coffein/1 ml Methanol (HPLC grade)
Std.6:  Methanol HPLC grade (blank)
Herstellung Std.5: 9,0 bis 11,0 mg Coffein werden eingewogen und mit Methanol
der Standard- (HPLC grade) auf 200,0 ml aufgefiillt
I6sungen Std.4: 50,0 ml Std. 5 werden mit Methanol (HPLC grade) auf 100,0 ml
verdinnt.
Std.3: 10,0 ml Std. 5 werden mit Methanol (HPLC grade) auf 100,0 ml
verdinnt.
Std.2: 20,0 ml Std. 3 werden mit Methanol (HPLC grade) auf 100,0 ml
verdinnt.
Std. 1: 10,0 ml Std. 3 werden mit Methanol (HPLC grade) auf 100,0 ml
verdinnt.
Einstellungen Saule RP-18 5 m, 30-50 x 2,1-4,6 mm oder
Kapillare 2000 mm x 0,12 mm ID
Mobile Phase Methanol HPLC grade
Ofentemperatur 40 °C
Flussrate 1,0 ml/min (eingestellt mit 100% Methanol)
Detektion 273 nm
Injektionsvolumen 20 W
Durchfihrung | Injektionsschema 2 x Blank
1xStd. 1
1x5Std. 2
1x5td. 3
1x5Std. 4
1x5Std. 5
Akzeptanzkriterium r?> 0,999

Anmerkung: Da bei dieser Priifung verschiedene Lésungen injiziert werden, dient sie gleich-
zeitig der Feststellung, ob der Autosampler die jeweils richtigen Vials auswahlt.
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5.b Uberpriifung der Wellenlingengenauigkeit

Wenn esim HPLC-System interne Methoden zur Uberpriifung der Wellenldngen gibt, kénnen
diese eingesetzt werden. In den anderen Fallen kann die unten beschriebene Vorgehens-
weise verwendet werden.

Losungen DAD Coffein Std. 5 aus der Priifung auf Linearitat
UV/VIS 1,0 ug/ml Anthracen-Lésung in Wasser
Einstellungen | Mobile Phase 15% Acetonitril in Wasser
Saule RP18, 5 um, 30-50 x 2,1-4,6 mm oder
Kapillare 2,0 m x 0,12 mm ID
Ofentemperatur 40°C
Flussrate 1,0 ml/min
(eingestellt mit 15% Acetonitril in Wasser)
Detektion Scan von 230 nm bis 290 nm (DAD)

Injektionsvolumen

20ul

Durchfiihrung

DAD 20 pl der Coffein-Losung werden injiziert
und das Spektrum aufgenommen. Das Maxi-
mum liegt bei 272 nm, das Minimum bei
244 nm.

UV/VIS Die Zelle wird mit der Anthracen-Lésung ge-

fullt und die Wellenlange von 248 nm auf
254 nmin 1 nm Schritten verandert. Das Ma-
ximum der Absorption wird ermittelt. Der
theoretische Wert liegt bei 251 nm.

Akzeptanzkriterium

+2nm

Anmerkung: In der Richtlinie sind ferner Prifungen fur folgende, weitere Detektoren zu fin-

den:

+ Fluoreszenz-Detektor

+ elektrochemischer Detektor

+  Brechungsindex-Detektor

+  Zirkulardichroismus-Detektor

+  MS-Detektor (lon-Trap)

* Quadrupol-MS-Detektor (API-ESI)
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