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Настоящая методика распространяется на хроматографы жидкостные |290 Infinity II

LC, изготавливаемые фирмой KAgilent Technologies>, Германия и устанавливает метоДы и

средства их первичной поверки (до ввода в эксплуатацию и после ремонта) и периодиче-

ской (в процессе экспJryатации) поверок. Интервал между поверками - l год.

1. Операчии поверки

Примечания: l) Проводится только при отсутствии стандартизованной (атге-

стованной) методики выполнения измерений с использованием хроматографа.
2) Проводится при наличии стандартизованной (аттестованной)

методики/методик выполнения измерений с использованием поверяемого хромато-

графа.

Согласно ми25з1_99 кГСИ. Анализаторы состава веществ и материалов универсаль-
ные. Общие требования к методикilм поверки в условиях эксплуатации)), допускается прово-

дить периодическуIо поверкУ в соответствии с разделilми кКонтроль точности)) аттестован-

ньгх государственными наr{ными метрологическими центрами методик выполнения изме-

рений (далее _ мви) или рЕвделов кКонтроль точности (погрешности, прецизионности, не-

определенности)> или кобработка результатов измерений> станлартизованньIх Мви, реали-
зованньD( на поверяемом хроматографе (см. примечания к табл.l).

,щопускается проведение первичной поверки только с теми детекторами, которые вхо-

дят в состав комплектации хроматографа в соответствии с заказом. Проведение периодиче-

ской поверки допускается только с теми детекторами, с которыми хроматограф эксплуати-

руется в течение межповерочного интервчrла.

При отрицательньD( результатах поверки по какому-либо пункту настоящей методики

дальнейшая поверка хроматографа прекращается, и он признается прошедшим поверку с от-

рицательным результатом.

2. Средства поверки

1. Стандартный образец составараствора антраценав ацетониТриле ГСО 8749-2006.

2. Кофеин безводный (ФС 42-0249-07)
З. Стандартный образеч состава раствора глюкозы МСО 0389:2002
4. Вода 1-ой степени очистки по ГоСТ Р 52501-2005.
5. Дчетонитрил дJuI жидкостной хроматографии ос.ч. по ТУ 6-09-5449-89.

6. Колба к" 01-100-1'412з-ТСх, ГоСТ 25зз6,82,
7. Колба мернЕIя 2(4)-50-2 ГОСТ |770-'74.

8. Пипетка вместимостью 0,5 см3 по ГоСТ 29227-9l.
9, Мешалка ММ-5 ТУ25-11-834-80.

м
п/п

Наименование операций
Номер

пункта ме-
тодики

обязательность
проведения

в эксплуатации после ремонта

l
Внешний осмотр.
проверка комплектности

6.1 да да

2. Подготовка к поверке. 6.2 да да

3. опробование. 6.з да да

4.
Определение метрологических
хаDактеристик.

6.4 даl) да

5.
Определение метрологических
хаDактеристик по НД на МВИ да2) нет



10. Термометр лабораторный ТЛ4-Б2 ГОСТ 28498-90, диапазон измерений (0 - 50)" С, цена

деления 0,1О С.
l1. Барометр-анероид М-98 ТУ 25-11-1316-76.
12. Психрометр аспирационный МБ-4М ГОСТ бЗ5З-52, диапазон измерения относительной

влажности (10 - 100) %.

Все средства измерений, используемые при поверке, должны иметь свидетельства о по-
верке, а ГСО и химические реактивы - действующие паспорта.

,Щопускается применение других средств поверки, допущенных к применению в РФ, с

МеТРОЛОГИЧеСКИМИ ХаРаКТеРИСТИКаП,IИ Не ХУЖе УКаЗаННЫХ.
Контрольные растворы готовятся согласно Приложению А к настоящей методике.

3. Условия поверки

3.1. При проведении поверки должны быть соблюдены следующие условия:
- температура окружающего воздуха, ОС 15 . . . 25;

- допустимое изменение температуры в помещении, ОС/час не более 1

- атмосферЕоедавление, кПа 84, . . 107;

- относительнtш влФкность воздуха, 0/о 20 . . . 80;

- напряжение питания переменного тока, В 22Оt22-зз;

- частота переменного тока, Гц 49 . . . 51.

3.2. Перел проведением поверки прибор следует подготовить в соответствии с требова-
ниями производитеJuI при проведении тестирования оборудования, описанными в руковод-
стве пользоватеJUI.

3.3. Установка и подготовка прибора к поверке, включение соединительньD( устройств,
зiвемление, выполнение операций прла проведении контрольньж измерений осуществляется

в соответствии с эксплуатационной документацией

4. Требования безопасности

Требования безопасности должны соответствовать рекомендациям, изложенным в

Руководстве по эксплуатации

5. Подготовка к поверке и требования к квалификации поверителей

5.1. Приготовить поверочные растворы, указанные в таблице 1. Методика приготовления

растворов приведена в приложении А к настоящей методике поверки.

Таблица 1

К проведению измерений по поверке допускаются лица, изучившие техническое описа-

ние и методику поверки хроматографа.

Наименование детектора
Поверочный раствор, массовая
концентрация определяемого

компонента

,Щетектор с изменяемой длиной волны - |290Infinity II

Variable Wavelength Detector (1290 VWD)

Антрацен/ацетонитрил 5 мкг/смJ
или
кофеин/ацетонитрил , |2,5 мкг/см3

.Щетектор с диодной матрицей
ray Detector FS и 1290 Infinity
(1290 DAD)

1290Infinity II Diode Ar-
Diode Аrrау Detectorп Антрацен/ацетонитрил 5 мкг/см3

или
кофеин/ачетонитрил , |2,5 мкг/см3

.Щетектор по светорассеянию
tive Light Scattering Detector

- |290Infinity II Evapora-
(1290 ELSD)

Сахароза или глюкоза / вода,
200 мкг/см3
кофеин/ацетонитрил . 12.5 мкг/см3



.Щля полуlения данньIх, необходимьш для поверки, допускается участие оператороВ,

обслуживающих хроматограф (под контролем поверителя).

б. Проведение поверки

6.1. Внешний осмотр.

При проведении внешнего осмотра проверяют:
- отсутствие механических повреждений;
- соответствие комплектности прибора технической документации;
- надежность крепления соединительньIх элементов.

6.2. Опробование.
6.2.1 Перед опробованием хроматографа необходимо проделать следующие операции:

- вкJIючить питание прибора;
_ осуществить прогрев прибора в соответствии с техническим описанием на прибОр;

- установить поток 1 мл/мин и проверить отсутствие течей подвижной фазы в местах со-

единений;
_ удостовериться в стабильности давления подвижной фазы на входе в колонкУ при ско-

рости потока l млr/мин

6.2.2 По дтверждение соответствиrI программного обеспечения

6.2,2.1Опрелеление номера версии (идентификационного номера) програN{много обеспе-

чения.

Определение осуществляется след),ющим образом :

- в главном окне прогрЕlп{мы в строке команд щелкнугь мышью на команде <Help>

(Помошь). В открывшемся окне щелкнугь мышью по строке <About> (О программе), в

результате чего откроется окно, в котором приведены идентификационное название

ПО и номер версии. Копия экрана с возможными окнами приведена на рисунках 1,2 и

3.

Edition
Рис.1 Окно с идентификационными данньIми Openlab CDS Chemstation



Рис2 окно с идентификационными данными Openlab CDS EZChIom Edition

Рис.3 Окно с идентификационными данными рЕвряднаJI версия)

Хроматограф считается вьцержавшим поверку по п.6,2.3.1, если номер версии ПО

не ниже номера, укшанного в реlделе <программное обеспечение)) описания типа (см. Таб-

личу 2) или выше. В назваНии ПО могуТ присутстВоватЬ значения VL, что указывает на

бюджетный вариант данноЙ веРСИИ. 
таблица 2

Наименование программного
обеспечения

Илентифика
ционное наименование прогрzlмм_

ного обеспечения

Номер версии
программного
обеспечения

Openlab CDS Chemstation
Edition

Openlab CDS Chemstation
Edition

с.01

Openlab CDS EZCkom Edition Openlab CDS EZchrom Edition А.04.

chemstation chemstation в.04.

Chemstation (32



6.3. Определение метрологических характеристик.

6.3.1. Установить параметры хроматографа (в зависимости от детектора), указанные в

табл. 3,4.
Таблица 3

Спектрофотометрический сканирующий детектор -|290Infinity II Variable Wavelength De-

tector (1290 VWD), спектрофотометрические детекторы с диодной матрицей- 1290 Infinity II

DAD)Diode Аrrау Detector FS и 1290 Infinity II Diode Аrrау Detector (1290

лампы и кюветы
зователя)

рекомендуется использовать стандартные (Standard, см. руководство поль-

' догryскается использовать аналогиtIные колонки различных фирм-изготовителей, типорiвмеров и маркировок.

не ухудшаюшие их влияние на измеряемые величины по сравнению с приведенными колонками, при этом

догryскается изменение параметров проведения испытаний (подвижная фаза, расход элюента, температура ко-

лонок, время откJIика детектора, ширина полосы). В испытаниях на уровець флУктУаuионных шУМов и ДРейфа

рекомендуется, во избежании влияния фщы колонок, замеtшть ю( на рестрикторы (пустотелая колонка с диа-

метром 0,12 мм или просто отрезок каппиJuIра определенной шrины).

и

Колонка1
ZoRBAx SB-CI8
(5 мкм, 4,6х150 мм)

Элюент (Mobile Phase) 80О/о аЦеТОНИТРИЛ l 20Yо ВОДа

Расход элюента (Flow rate) l мл/мин
Объем дозирования пробы (Injection volume) 20 мкл
Время откJIика детектора 4с

Температура колонки
KoMHaTHarI при отсутствии термостата ко-
лонок и 40ОС при наличии

Рабочая длина волны спектрофотометрических де-
текторов:
- опреdеленuе уровня флукmуацuонньlх IayJйoB ну-

левоzо сu?нала Dеmекmоров
-- спектрофотометрический детектор с изменяемой

длиной волны (1290 Infinity II Variable Wavelenglh
Detector)

-- спектрофотометрические детекторы с диодной
матрицей (1290 Infinity II Diode Аrrау Detector FS
1290Infinity II Diode Аrrау Detector)

- опреdеленuе dрейфа
--спектрофотометрический детектор с изменяемой

длиной волны 1 290 Infi nity II VаriаЬlе Wavelength
Detector)

-- спектрофотометрические детекторы с диодной
матрицей (t290 Infinity II Diode Аrrау Detector FS и
1290 InГrnity II Diode Аrrау Detector)

- опреdеленuе преdела dеmекmuрованltя
-- при использовании антрацена
-- при использовании кофеина

230 нм

230 нм, контрольнаrI длина волны },: 360
нм, ширина полосы: l00HM, ширина ще-
ли 4 нм.

230 нм

254 нм, контрольная длина волны }": 360
нм, ширина полосы:100нм ширина, ще-

ли 4 нм.

250 нм
2'72 нм



.Щетектор по светорассеянию -

ELSD)

Колонка

ZoRBAx SB-CI8
(5 мкм, 4,6х150 мм) - анirлиз кофеина
Hi-Plex Са (8 мкм, 7,7 х 300 мм) -
-анализ сахарозы или глюкозы

Элюенты (Mobile Phase) 800/о аЦеТОНИТРИЛ l 20Yо ВОДа
- анализ кофеина
вода - анализ сахарозы или глюкозы

Расход элюента (Flow rate) 1,0 мл/мин
Поток газа (Gas Flow) 1,6 л/мин
Сглаживание (Smoothing) lc
Частота сбора данньIх (Data Rate) l0 Гц
объем дозирования пробы (Iniection чоlчmе) 20 мкл

Температура колонки
Комнатная - для анализа кофеина
80 "С - для анЕrлиза сахарозы или глюко-
зы

Температура испарителя/ небулайзера

'70"С l70 ОС - для анаJIиза кофеина
90 ОС /50 "С - для анЕ}лиза сахарозы или
глюкозы

6.з,2. определеНие дрейфа и уровнЯ флуктуацИонньгх шуIиов нулевого сигнirла детекторов.
6.з.2.1 Перед проведением измерения система должна прокачивать поток элюента дJUI ста-
билизации опредеJuIемьrх парапdетров не менее двух часов. Поток при этом допускается сни-
зить до 0,3 - 0,6 мл/мин. Установить расход l шr/мин.

6.з.2.2. определение дрейфа и уровня флуктуационньIх шумов нулевого сигнала детекто-
ров провоДится врrIЕую илИ автоматиЧески С помощьЮ прогрЕlммного обеспечения хрома-
тографа. .Щля этого следует снять базовую линию не менее 30 минут.

6.3.2.3.Автоматическоо измерение уровня флуктуационньIх шумов проводится по irлгорит-
му Peak-to-Peak и опредеJuIется за любой 1 минутный отрезок времени, начинiш с 10 минугы
испытаний.Дрейф, начиншI с 10 минугы испытаний, определяется за 20 минутный отрезок
времени и автоматически пересчитывается прогрtlммой за один час.

6.З.2.4. Вруrную уровень флуктуаuионных шумов опредеJUIется как максимЕlльный размах
повторяющихся колебаний нулевого сигнrlла с периодом не более 20 секунд. Щрейф за 20
минуг уýшожается на три, чтобы оценить его уровень за один час.

6.з.2.5. Уровень флуктуационных шуI!{ов и дрейф нулевого сигнала не должен превышать
значений, указанньж в таблице 5.

Таблица 5

Таблица 4
l290Infinity II Evaporative Light Scattering Detector (1290

Наименование детектора
Уровень фпу*-

туационньD( шу_
мов, не более

Дрейф,
не более

спектрофотометрический детектор с изменяемой длиной
!9дцы волны (1290 Infinity II Variable Wavelength Detector) 1,6.10{ Б 4.104 Б/ч
Спектрофотометрические детекторы с диодной матрицей
(1290InГrnity II Diode Аrrау Detector FS и l290InГrnity II Di-
ode Аrrау Detector) 2,5.10-5 Б 1,5.10-3 Б/ч

.Щетектор по светорассеянию (l290 InГrnity II Evaporative
Light Scaltering Detector) 2,0 мВ 5,0 мВiч



6.З.3. Определение предела детектирования детекторов

6.3.3.1 В инжектор хроматографа вводится 20 мкл поверочной смеси и проводится реги-
страция хроматограп{мы. Состав и концентрация поверочной смеси, соответствующей по-

веряемому детектору, указаны в таблице 1.

6.3.3,2. После записи хроматогр€lммы, рассчитать предел детектирования по формуле :

с _2.^х.G rl)-miп - S.V 
\r.

Где: С min - предел детектирования, г/мл

А Х - уровень флукryационньD( шуIиов, Б, мВ (в зависимости от типа детектора), шум берет-

ся из рабочей хроматогрtlI\,Iмы на ровной части базовой линии в соответствии с требования-

ми п. 6.з.2.з. пли 6.3,2.4.

G -масса контрольного вещества, г. (G: объем введенной пробы хконцентрация введеного

компонента).

S - площадь под пиком, Б, мВ (в зависимости от типа детектора) хс.

V - скорость потока ( расход) элюента, мл/с.

6.З.3.3. Предел детектирования поверяемого детектора должен быть не более, чем указано в

таблице 6.

Таблица 6

6,4. Опрелеление относительное СКО вьu<одного сигнала хроматографа и относи-
тельного изменения вьD(одного сигнаJIа за 4 часа непрерывной работы

6.4.1. Последовательно ввести в инжектор хроматографа поверочную смесь 10 раз,
каждый pzв проводя регистрацию хроматогрilммы.

6.4.2. Используя дzшные, полученные в п. 6.4.1. вычислить относительное СКо ре-
зультата измерения площадей и времен удерживания, испоJIьзуя формулу (2).

c_l00
х

где Xi - результат i-го измерения вьD(одного сигнаJIа (площадей пиков и времени удержи-
вания);

Х - срелнее значение параметров вьIходного сигнала (площадей пиков и времени удержи-
вания).

Вьrчисление можно производить с помощью электронньD( таблиц EXCEL или использовать

автоматически определение с помощью trрограммного обеспечения.

(2),

Наименование детектора Прелел детектирования, не более

Спектрофотометрический детектор с изменяемой длиной
волны /11290Infiniff II Variable Wavelensth Detector)

l ,5, 10 -9 г/мл

Спектрофотометрические детекторы с диодной матрицей
(1290 Infinity II Diode Аrrау Detector FS и 1290 Infinity II

Diode Аrrау Detector)

2,0,10 -9 г/мл

,Щетектор по светорассеянию (1290Infinity II Evaporative
Light Scattering Detector)
_ дJUI раствора сахарозы или глюкозы
- для кофеина

1,0,10 -7 г/мл
5,0 ,10 -8 г/мл



6.4.З. После выполнения пункта 6.4.1 хроматограф не выключать в течение 4-х часов.

В спектрофотометрических детекторах на это время не допускается выкJIючить источники
излrIения (лампы).

6.4.4. Через 4 часа непрерывной работы хроматографа провести повторную серию из

двух измерений.
6,4,5. Относительное изменение выходного сигнала за 4 часа непрерывной работы,

вырtuкенное в процентах, выIIисJuIют по формуле:

6 = 
Х' 

=Х 
х 100, 9/о (3)

х
где: Х - среднее значение параметров вьIходного сигнала (площали пиков) в по-

следнихдвух измерениях первой серии.

х, - среднее значение параметров выходного сигнitла (площади пиков) во вто-

рой серии.
Хроматограф считается вьцержавшим поверку по п. 6.4, если значения относитель-

ного СКО и б не более укtванньгх в таблице 7.

Таблица 7

7.Оформление результатов поверки

7.1. Результаты поверки считitются положительными, если хроматограф удовлетво-
ряет требованиям настоящей методики поверки. При поверке заполняется протокол, форма
которого приведена в приложении Б.

7.2. Положительные результаты поверки оформляются путем вьцачи свидетельства о
поверке по установленной форме

7.3. Результаты поверки считаются отрицательными, если при проведении поверки

установлено несоответствие прибора хотя бы одному требованию настоящей методики по-
верки,

7.4. Отричательные результаты поверки оформляются пугем вьцачи извещения о не-

пригодности.

Наименование детектора

относительное Ско вы-
ходного сигнаJlа,О/о,

не более

относительное изме-
нение выходного сиг-
нЕIла за 4 часа непре-

рывной работы (6), %,
не более

по площади
пика

по времени
чдеDживания

по площади пика

Спектрофотометрический детектор с
изменяемой длиной воJшы ( 1290
Infiniы IlVariable Wavelensth Detector)

2 1 з

Спектрофотометрические детекторы с

диодной матрицей (1290 Infinity II
Diode Аrrау Detector FS и 1290Infinity
II Diode Аrrач Detector)

2 1 J

,Щетектор по светорассеянию
(l290 Infinity II Evaporative Light Scat-
terins Detector)

J 2 4



1

2
J

ПРИЛОЖЕНИЕ А

МЕТОДИКА ПРИГОТОВЛЕНИЯПОВЕРОЧНЫХ РАСТВОРОВ
|.,Щля прlЕоmовленuя поверочньlх расmворов прuJуlеняюm слеdуюtцее оборуdованuе u ре-

акmuвы:

Колбы мерные 2-го класса точности с притёртой пробкой по ГОСТ |7'70-74.

Пипетки мерные 2-го класса точности по ГОСТ 29228-91,
Межгосуларственный стандартный образец состава раствора антрацена в ацетонитриле
МСО 0043:1998, MaccoBzul концентрация 200 мкг/см3 или ГСО 8749-2006 состава рас-
твора антрацена в ацетонитриле (200 мкг/см3).

4 Сахароза по ГОСТ 5833-75.
5 Стандартный образец состава раствора глюкозы МСО 0389:2002.
6 Вода l-ой степени очистки по ГОСТ Р 52501-2005.
7 Ацетонитрил дJuI жидкостной хроматографии ос.ч. по ТУ 6-09-5449-89.

2. Прuzоmовленlле поверочньlх расmворов с uспользованuем uсudкuх сmанdарmных

образцов

2.1. Используя формулу (1) производят расчет объема стандартного образuа и объе-

ма растворителя, необходимьrх дJuI полr{ения раствора с массовой концентраЦией кон-

трольно вещества, требуемой дJuI поверяемого детектора (см. таблицу 1 настояцей методи-

ки поверки).

2.2.При помощи градуированной пипетки переносят необходимый объем станДарТ-

ного образца в мерную колбу с притертой пробкой вместимостью 100 см3 (или 1000 см3),

разбавляют до метки растворителем и перемешивчlют,

2.3. Щействительное значение массовой концентрации контрольного вещесТВа

в растворе (Ct, мг/см3) вычисляют по формуле:

Сr=Со

где Со - действительное (паспортное) значение массовой концентрации контрольного
вещества в стандартном образце, мкг/см3;

Vo- объем стандартного образча, использованный для приготовления данного рас-
твора.

V* - общий объем приготовленного раствора (1 00 см3 или 1 000 см3).

2.4.При необходимости проводят повторное разбавление полrIенного поверочного

раствора

(l)
V,о,т,

к

l0



ПРИЛОЖЕНИЕ Б

протокол
Хроматограф жидкостной модель

Зав. М
Принадлежит
ИНН владельца

,Щата выпуска
,Щата поверки
Условия поверки:

температура окружающего воздуха _ ОС;

атмосферное давление кПа;
%.относительнаjI влажность

,Щокрлент, по которому проведена поверка
Средства поверки

Определение уровня флукryационных шумов и дрейфа нулевого сигнала (графиче-
ское)

Определение чувствительности по поверочному раствору

Щопускаемое значение предела детекти-
рования, не менее

Результат определения предела детекти-
рования

расчетная часть:

Значение шума фазмах шумовой полосы):

Среднее значение площади пика:

Масса контрольного вещества (G) , г. (G: объем введенной пробы хконцентрация введеного

компонента)

S - площадь под пиком, Б, мВ (в зависимости от типа детектора) хс

ll

Щопускаемое значе-
ние дрейфа нулево-
го сигнала, не более

Результат определе-
ния значения

лреЙфа нулевого
сигнала

Щопускаемое значе-
ние уровня флукry-
ационных шумов, не

более

Результат опре-
деления уровня
флукryационных

шумов

V - скорость потока ( расход) элюента, мл/с



Время удерживания (t) Площадь пика (S)

Определение относительного СКО выходного сигнала (Sr) и относительного измене-
ния выходного сигнала (б) за 4 часа непрерывной работы.

]ф2я ий

Л! измерения
Время удерживания (t) Площадь пика (S)

1

2.

РезультаТы опредеЛения отнОсительного СКО выходного сигнала (по площади пика)

.Щопускаемое значение (Sr), О/оrне более Результат определения значения (S.), Уо

РезультаТы опредеЛения отнОсительноГо СКО выходного сигнала (по высоте пика)

.Щогryскаемое значение (S.), О/оrне более Результат определения значения (S.), О/о

результаты определения относительного Ско выходного сигнала (по времени удер-
живания)

Щоrryскаемое значение (S.), О/оrпе более Результат определения значения (S.), Уо

результаты определения относительного изменения выходного сигнала (б) по площа-

Допчскаемое значение (Е) . о/о,не более Результат определения значения (Е), %
ди пика

l2


