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Shimadzu / Liquid Chromatography Troubleshooting Guide

Uvod

Odstavka pristroje je casto nakladna a ¢asové narocna, ale
problémy Ize mnohdy rychle odstranit pomoci znalosti
resSeni problému.

Tato prirucka pro feSeni potizi s kapalinovou chromatografii je navrzena tak, aby pomohla
uzivateldm vyhodnotit bézné problémy s LC. Brozura obsahuje informace o tom, jak tyto
problémy efektivné FeSit a opravit, abyste mohli systém znovu spustit a pokracovat v
analyzach.

Prevence je lepsSi nez Iécba - zakladni tipy zabranuji béznym problémim s LC

Mnohym bé&znym problémudm Ize zabranit pravidelnou vyménou spotfebnich polozek, napf. tésnéni,
aby systém fungoval hladce. Projdéte si nize uvedené tipy, aby vase pfistroje pracovaly spravné:

» Pouzivejte oplach tésnéni a roztok pravidelné vymériujte, aby byla zachovana Zivotnost
tésnéni Cerpadla.

» Neuchovavejte vodné pufry pfili§ dlouho, abyste zabranili ristu mikroobu.

« Zaijistéte uzavreni organickych mobilnich fazi, aby se zabranilo zménam slozeni.

« Pouzivejte vhodné tfidy kvality rozpoustédel. V idealnim pfipadé by se jako minimalni standard mél
pouzivat stupefi HPLC, vyhnete se ¢asticim v mobilni fazi, které mohou blokovat ¢asti LC nebo
zpusobit poruchy v zakladni linii.

» Proplachujte pfistroj (a kolonu) mobilni fazi bez pufru, jako je H20 / MeCN (1: 1 v/ v), abyste
zabranili srazeni soli nebo degradaci kolony.

« Zaijistéte, aby detektor nebyl skladovan v koncentrované mobilni fazi a nenechavejte lampu
zapnutou, pokud ji nepouzivate, aby nedoslo ke zkraceni zivotnosti lampy.

» Méjte odpovidajici zaruku nebo kryti udrzby, které vam pomUze snizit prostoje v dusledku
neoc¢ekavanych probléma.




Osvédcené postupy pro odstrariovani problémii

Je problém reprodukovatelny nebo ob&asny?

<

Vedte peclivé zaznamy

-

Vizualné zkontrolujte pfistroj a provérte tésnost, vzduchové bubliny,
spravnou instalaci kolony, apod.

<

Ujistéte se, ze metoda je spravna, rozpoustédla jsou spravné pfipojena, kolona je
spravna a ve spravné pozici a nastaveni pratoku a teploty je v pofadku, atd.

<

Provedte test vhodnosti systému. Test by mé&l mit znamy robustni vysledek.

-

Chcete-li zZjistit, o jaky problém jde, ménte proménné po jedné. Pracujte systematicky.

-

Zkuste nahradit podeziely vadny element dilem, o kterém vite, Ze je v poradku.
Pokud se tim problém nevyresi, nezapomerite zménu vratit.
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Uchovavejte zaznamy

Zaznamy mohou byt klicem k lokalizaci problémG a také zdrojem informaci. Zaznamenavani
pouziti pfistroju, kolon i pfipravy vzork(l a mobilni faze mize byt zdrojem informaci, kdyz dojde k
problému. | jednoduchy zaznam pouzité mobilni faze a kolony mufe odhalit, pro¢ doslo k
zablokovani nebo zméné tlaku.

Typ zdznamu Typ zaznamenanych informaci

Pfiprava vzorku /
mobilni faze

Jak se pfipravuji mobilni faze.
Cisla Sarzi rozpoustédla

Kalibrace zafizeni, jako jsou pipety a vahy.
PFiprava vzorku v¢etné objem0 a fedicich medii.

PFistroj - Moduly, velikost sméSovace, sériova Cisla, informace o zaruce.
Protokol udrzby véetné dat k nahradnim dilim.

Charakteristiky LC, jako je mrtvy objem, disperze, pfesnost a
reprodukovatelnost autosampleru, typické tlaky.

Kolona - Test vhodnosti systému vyrobce / chromatografické vlastnosti.
- Datum pofizeni a datum prvniho pouZiti.
- Informace o ulozeni.
- Shrnuti vyuzZiti kolony, pocet nastfika, tlak b&éhem provozu, typ
pouzitych mobilnich fazi.

Problém trva?

Stale bojujete? Dejte nam védét na Ic@shimadzu.co.uk
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A4

Zadne piky

Pfiéina Reseni

Problémy s nastavenim
detektoru Zkontrolujte, zda je zapnuta lampa detektoru.

Zkontrolujte, zda jsou pfipojeny elektrické kabely.

kontrolujte Zivotnost lampy a v pfipadé prekroceni ji vymérnte.
Zaijistéte, aby byl dle fyzikalné chemickych vlastnosti analytu pouzit
vhodny detektor .

Zkontrolujte, zda metoda pouziva vhodné nastaveni detektoru
odpovidajici hledanym latkam.

Eluéni ¢as analytd Zkontrolujte slozeni mobilni faze.
delSi nez doba analyzy Zkontrolujte, zda se pouziva spravna kolona.

Prodluzte ¢as analyzy
Zvyste elucni schopnost mobilni faze.

Problémy se vzorkem Zaijistéte, aby se vzorek nezménil. Pfipravte Eerstvé vzorky.
Ujistéte se, Ze je vzorek v autosampleru je ve spravné poloze.
Problém se adsorpci vzorku.

Pokuste se odstranit ucpani nebo vymeénit jehlu, zjistéte, proc je
Ucpana jehla jehla ucpana (napt. septem nebo $patnou pfipravou vzorku).

Zadny priitok mobilni faze, pfipadné proplachovaci ventil ponechan
Pristroj otevreny.

Odvzdusnéte systém, abyste odstranili mozné vzduchové bubliny v

Cerpadle.

Proplachnéte vstfikovac, abyste odstranili vzduchové bubliny v

davkovacim Cerpadle.




Zdvojene piky

Pfi€ina

Reseni

Znecistény vstup kolony
nebo ochranné kolony

Rozpoustédlo vzorku je
nekompatibilni
s mobilni fazi

Vlastnosti analytu

- Vyménte ochranny kryt nebo viozenou filtracni fritu; proplachnéte
kolonu zpétnym tokem (pokud Ize)

Vymeérite rozpoustédlo vzorku. Pouzijte po€ate¢ni slozeni mobilni faze

(pokud Ize). Pouzijte funkci vstfikovani Co-Solvent nebo POISe.

- Moznost zmény izomeru nebo analytu - zmérite podminky.
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Chvostujici piky

PFi€ina

Reseni

Sekundarni interakce

Mrtvy objem

Degradace kolony

Vakance v koloné
Interferujici pik

Nevhodné pH mobilni faze

Chelatace vzorku na
aktivnich mistech

Nedostate¢na pufrace

Nastfik vzorku

U zasad zvyste pH (jak Ize); u kyselin snizte pH; zvyste
iontovou silu pufru (jak I1ze); zmérite kolonu.

- Znovu pripojte kolonu s fitinky pro redukci mrtvého objemu.

Vymeérite kolonu.

- Vyplnite trhlinu (pravdépodobné ale vlastnosti kolony uz nebudou
dobré).

Pouzijte delSi kolonu; dalSi vyvoj metody.

Upravte pH (doporucuji se 2 jednotky pH od pKa).

Omezte interakci pomoci ion parového &inidla, modifikatoru nebo
sekvestracniho Cinidla, zmérite kolonu nebo pritokovou cestu za
injektorem.

Pouzijte koncentraci pufru 50-100 mM (UV metody).

Snizte koncentraci vzorku.




Celni chvostovani

Pri¢ina Reseni

Degradace kolony - Vymérnite kolonu.

Mobilni faze/

rozpoustédlo vzorku - Upravte slozeni mobilni faze. Pouzijte pocatecni slozeni mobilni
nejsou kompatibilni faze (pokud lIze).

Pretizeni vzorkem - Snizte koncentraci vzorku.
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Siroké piky

P¥ic¢ina Reseni

Nastfik vzorku Snizte koncentraci vzorku nebo nastfik.

Problém s kolonou Degradace kolony, kolona by méla byt vyménéna.

Problém s nastavenim

termostatu kolony Zkontrolujte spravnou teplotu termostatu. Vyssi teplota kolony
Obvykle vede k rychlejSi eluci latek (pozor na teplotni
limit kolony doporuéeny vyrobcem).

Mobilni faze Ovéfite, Ze pouzivate spravnou mobilni fazi.

Nastaveni pfistroje Zvyste vzorkovaci frekvenci detektoru pro zjisténi, zda se zlepsi
tvar piku.
Dlouhé kapilary a dalsi faktory zvySujici vnitfni objem systému
rozmyvaji piky, zkontrolujte mozZnosti omezeni.

- Zkontrolujte, zda je nastaven spravny pritok MF (mobilni faze) a je
dodrzovan.




Piky navic

Nastrik 1 Nastrik 2
Pri¢ina Reseni
Dalsi latky ve vzorku - Pokud jsou ve vzorku dal$i latky, neni to chyba.
Piky s dlouhym RT - Prodluzte RT (reten¢ni €as), nebo zvyste eluéni silu MF;
z predchozi analyzy zvyste prutok MF.

- Zkontrolujte ¢istotu MF; pouzijte zachycovaé ghost pikt (je-li
Ghost piky mozno).
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Fluktuace retencCnich Cast

Pri¢ina Reseni

Pratok - Zkontrolujte, zda metoda pouziva spravny pratok.

Pratokomérem zjistéte skutecny pratok.

Nedostatecna stabilizace - Kolona s reverzni fazi by méla byt ekvilibrovana nejméné deseti-
nasobnym objemem MF. Pokud je i toto nedostatecné, zvyste cas
ekvilibrace.

Plati i pro dalSi techniky, jako je iontova vyména a HILIC.

Zkontrolujte, zda metoda pouziva spravnou teplotu.
Zaijistéte, aby teplota v kolonové peci byla presna.

Spatna regulace teploty

Zmeéna rozmér( kolony - Ujistéte se, Ze je pouzita spravna kolona véetné rozméra.

Zména stacionarni faze - Pro pamétové efekty nepouzivejte kolonu s ion parovym cinidlem
kolony pro jinou mobilni fazi.
Vysu$ena stacionarni faze (historicky nespravné ,kolaps faze®)

Zaijistéte, aby byla mobilni faze pfipravena spravné.

- Pokud pouzivate Cerpadlo k sméSovani mobilni faze, ovérte,

Ze davkovani je pfesné.

Zaijistéte, aby byla pouzita spravna mobilni faze a spravné trasy dle
zvolené metody.

Nespravna mobilni faze

Netésnosti - Zkontrolujte, zda v systému nejsou uvolnéné spoje.

Vzduchova bublina v
Cerpadle - Odvzdusnéte Cerpadlo pomoci odvzdusnovaciho ventilu.




Ztrata rozliseni

PFi€ina

Reseni

Zmeéna $itky pika

Zmeény retencniho asu

Zména mobilni faze nebo
odpareni

- Zmény vlastnosti kolony a nastfiku vzorku/t¢innosti kolony
muze mit za nasledek rozsifeni pikl. Zajistéte, aby kolona nebyla
PretiZzena nebo vymérnite kolonu aby zatiZzeni snesla.

- Viz popis v ¢asti retenéni ¢as.

- Pfipravte nové mobilni faze.
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Zmeny citlivosti

Pfiéina Reseni

Problém s injektorem Zmény davkovaciho objemu injektoru, k identifikaci zmén pouzijte
QC kontrolni vzorek.

Zkontrolujte metodu a podrobnosti k nastfiku.

Zvyste proplach jehly a smy€ky k potlaceni pfenosu vzorku mezi
nastfiky.
Odvzdusnéte davkovaci ¢erpadlo vstfikovace.

Vzorek Degradace vzorku miize snizit piky analytt a zvysit piky necistot.
Pfipravte novy vzorek.

Zkontrolujte pfipravu vzorku aby bylo zajisténo, Ze koncentrace se
nezménila.

Detektor Pokud se zménila citlivost u vSech piku, zkontrolujte nastaveni a
citlivost detektoru.
Zkontrolujte Zivotnost lampy a vyménite ji, pokud je za limitem.

- Mozna bude nutné vyménit okénka pratokovych kyvet.

Zména vlastnosti kolony - Zkontrolujte Sitky piku a rozliSeni. Otestujte vykon kolony pomoci
standardniho QC testu.

Netésnosti pfistroje - Zkontrolujte, zda v systému nejsou uvolnéné spoje.




Drift zakladni linie

Pfic¢ina Reseni
Fluktuace teploty - Kontrolujte teplotu kolony.
kolony

Nizka kvalita mobilni faze

Kontaminant nebo
vzduchova bublina
v kyveté detektoru

Prasklé okénko kyvety
Problém s michanim mobilni
faze

Pomala ekvilibrace kolony

Analyty s dlouhym RT
eluujici v dal$im nastfiku

Recyklovana mobilni faze,
ale detektor neni spravné
vynulovan

Detektor (UV) neni
nastaven na maximum
absorbance

Pouzijte HPLC rozpoustédla, vysoce Cisté soli a pfisady.
Zaijistéte, aby byly mobilni faze dostate¢né odplynény.

Proplachnéte prutokovou kyvetu isopropanolem. Je-li nutno,
Proplachnéte kyvetu 1M kys.dusi¢nou.

Vymérite okénka kyvety.

Pouzijte vétsi nebo efektivnéjsi mixér.

Vyplachnéte kolonu mobilni fazi (minimalné 10-20
objemy kolony).

Pouzijte proplach mezi nastfiky, nebo, pokud je mozno, pouzijte
zpétny proplach kolony k vymyti kontaminantd s dlouhym
retenénim ¢asem.

Provedte autozero detektoru.

Zmérnite vinovou délku na maximum UV absorbance.
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Sum zakladni linie

Pri¢ina Reseni

Bublina v detektoru nebo

Cerpadle - Dostatecné odplyrite mobilni fazi a proplachnéte cestu MF
Netésnost - Zkontrolujte cesty MF (mobilni faze) a spojky.

Nedokonala michani - Predmichejte mobilni fazi nebo pouzijte vétsi mixér.

mobilni faze

Teplotni zmény detektoru - Pouzijte teplotné stabilizovanou pratokovou celu detektoru.

Kontaminovana nebo vadna - Zkontrolujte mobilni fazi.
mobilni faze

Nemisitelné slozky mobilni - Pouzijte misitelné slozky MF
faze (pozorujeme i tlakové
pulzy)

Bublina zachycena v
systému - Proplachnéte a vycistéte pratokovou cestu.

Slaba lampa detektoru - Vymeérite lampu.

Unik napiné& kolony Vymeérite kolonu.



Tlak neni zobrazen,
ale prutok je spravny

Pri¢ina Reseni

Porucha snimace - Opravte nebo vyménte snima¢ tlaku.

Nekompatibilita softwaru - Pouzijte alternativni software, ktery umozriuje zaznam tlaku.
Proplachovaci ventil

ponechan otevieny - Zaviete ventil.
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Nizky tlak

Pfic¢ina Reseni
Castecna netésnost v

systému - Zkontrolujte vSechna pfipojeni a utahnéte vSechna netésna mista.
Pratok - Zkontrolujte, zda je v metodé nastaven spravny pratok.

- VyzkouSejte pfesnost pratoku pomoci kalibrovaného pratokomeéru,

nebo zméfte €as naplnéni definovaného objemu.

Metoda - Oveérite, zda metoda pouziva spravnou teplotu a spravna rozpoustédia.
Spatna kolona - Pouzijte kolonu se spravnymi rozméry a geometrii ¢astic.
PFili§ vysoka teplota - Nastavte odpovidajici teplotu kolony a zkontrolujte, zda nedoslo
kolony k jejimu poSkozeni, pokud dojde k prekroceni limitu teploty kolony.
Porucha snimace - Opravte nebo vymeérite snimac tlaku.




Fluktuace tlaku

Pfi¢ina Reseni

Vzduchové bubliny - Proplachnéte cestu MF pro odstranéni vzduchovych bublin.
Opotiebeni tésnéni

pumpy - Vymeénte tésnéni.

Zkontrolujte ventily - Ultrazvukujte zpétné ventily v isopropanolu.

- Pokud problém pfetrvava, vymérite zpétné ventily.

Netésnosti - Poskozeni tésnéni ¢erpadla mlze zplsobit malé netésnosti. Vymérite
tésnéni. Zkontrolujte spojky.

Nedostate¢né odplynéni - Odplyrite rozpoustédlo, vymérite frity mobilni faze; je-li nutno
opravte degasser.

Pouziti gradientové eluce - Cyklus tlakd zpusobeny zménami viskozity je normalni, ale pouzijte
pfiméfené velky objem mixéru.
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Vysoky tlak

PFi€ina

Reseni

Nastaven vysoky pratok
Ucpana kolona

Nekompatibilni MF
(srazenina pufru
nebo nemisitelné slozky)

Nespravna kolona
Zablokovany injektor

Zablokovana ochranna
kolona/kartridz

Zablokovany in-line
filtr

PFili§ nizka teplota
kolony

Vadny senzor

In-line filtr pumpy
je zablokovan

Snizte nastaveni pratoku
Proplachnéte kolonu zpétnym tokem (pokud Ize), nebo ji vyménte.

Pouzijte spravnou MF; proplachnéte kolonu a znovu ekvilibrujte

Pouzijte kolonu spravného rozméru a geometrie ¢astic
- Odstarite pfekazku (zkontrolujte jehlu, smy¢ku, ventil s HPV vystup).

Vymérite nebo odstrarite guard kolonu

Vymeérite nebo odstrarite filtr.

Nastavte spravnou teplotu.

Opravte nebo vymérite snimac tlaku.

Vymeérite filtr
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