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1 Tujuan

Agar setiap pemakaian menggunakan cara yang benar, sehingga didapatkan hasil analisa yang
akurat dan kerusakan alat karena salah pengoperasian dapat dihindari.

2 Cakupan

Protap ini sebagai panduan untuk melakukan pengopersian alat HPLC Agilent 6 di laboratorium
pengawasan mutu.

3 Penanggung Jawab
Penanggung jawab protap ini adalah Supervisor Pengujian Bahan Awal dan Bahan Kemas.

4 Prosedur

41 Pastikan label kalibrasi masih berlaku, bila sudah kadaluwarsa laporkan kepada petugas
kalibrasi untuk di kalibrasi.

42  Menghidupkan HPLC
4.2.1 Hidupkan UPS (Uninteruptible Power Supply).
422 Hidupkan komputer dan monitor komputer. "
4.2.3 Hidupkan alat HPLC dengan cara menekan tombol power’pada kiri bawah HPLC.
4.2.4 Kiik 2 kali icon Ezchrom Elite pada tampilan layar desktop.
425 Klik kanan icon HPLC 6 pilih Open untuk membuka sistem Online UHLPC.

426 Kiik kanan |con HPLC 6 pilih Open Offline untuk mebuka sistem Offline HPLC.
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4.3  Mengkondisikan HPLC

4.3.1 Buka Instrument status dari panel Control/, hidupkan semua modul alat yang
terkoneksi kekomputer dengan mengklik tombol ON.




7 . PROLAR Revisi  :02
indofarma | cCara Pengoperasian Alat HPLC 6 Agilent Beriaku - O 1 OC] z

No : PPB084

1260 Series

Paraf 3 9

432

Semua modul alat yang terhubung akan ditandai dengan lampu warna hijau
bertuliskan /d/e dan bila ada masalah koneksi akan ditandai lampu warna merah
bertuliskan Error .
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4.3.3 Buka Purge Valve dengan memutamya kekiri, nyalakan pompa dengan cara klik
kanan pada binary pump lalu pilih Method, klik pada tulisan flow, naikan secara
bertahap (0.00; 0.10; 0.25; 0.50;0.75; 1.00; 1.25; 1.50; 1.75; 2.00 ml/min).
4.3.4 Biarkan mengalir selama lebih kurang 5 menit, kemudian turunkan flow sampai
0.2, kemudian tutup kembali Purge Valve (tekanan akan naik).
435 Naikkan flow secara bertahap hingga tercapai flow sesuai dengan metode.
436 Apabila akan menambah atau mengganti fase gerak, turunkan flow secara
bertahap.
4.3.7 Ubah tampilan isi botol solven dengan cara klik 2 kali pada botol A atau botol B
4.3.8 Biarkan sistem berjalan hingga stabil. Untuk dapat melihat sistem telah stabil

dapat dilihat pada Online signal. Pilih view kemudian klik Online Signal.
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4.3.10
4.3.11

N

Kemudian nyalakan pompa tambahan untuk membilas Seal pada piston pompa.
Sebelumnya pastikan dahulu botol pencuci berisi air yang diberi 10 % methanol.
Kemudian nyalakan pencuci Seal Wash yaitu dengan cara klik kanan pada

Instrument Status yang Binary Pump kemudian pilih Control kemudian pilih opsi
yang ada sesuai dengan kebutuhan. Kemudian klik OK.

4.3.12
pada saat membuka tadi.

Membuat Metode Baru
441

Klik file kemudian klik New kemudian pilih Method.

442 Kemudian isikan parameter yang sesuai dengan kebutuhan.

443 Padapanel VWD : isi kolom Wavelenght

Bila telah selesai matikan kembali pompa tambahan ini dengan cara yang sama
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444 Pada panel Column Comp : isi kolom temperatur Left dan Right, kemudian pilih
valve yang akan digunakan.
238 HEAC 6 OMing) Dokl KX 1304001 44 007 Brabvevtmerst eifod _Project: Detouk - StroiBone) WO
:-f;':’ﬂ-'v‘:mhmk:: X %N —‘;Mhs‘&;.:n:;mw;- P BEC @2

Bl 2% | @ W0 % CohemCono |12 Biney Pune | @ HI Samcier | £ A Traces | A7 Barmine Check | 3 Tigom |
8 Pesics  Grouse Tempwstae [ Adveeced 3 7 s o -
Review Calinaton Lot e R
.:m-nu o [ Tiesies) © Mot Comvobed i Lot Right
B System Sudabibiey = e et a eroacmie v ey amparatire
= § Pretrestment Comtne B e srpacatics is within @ vieo tamparative in witie
oy g Ees e “w: <
 £F Menusiintegration Fees | St 2 Posmre
= B Tied Diuplay
Irtzgraton Event &« za Puweiniecicr - o
Peaice/Groups Table Pres -
Marsal Integeaticn i
i
s Tawetable
s — — - - — -
|
S | .
. faee
P faeoze
B e L g e — - == e
‘,_, =mgp———e———] 2 20
(5 sequence = bvess
1" Reports
@ comrat s fasazs
) views
= L OBAEC R R AT "B TR ST NIRRT "R " "R SR SRR SRS “RRR'T “RAE% SRR L R
2 Py
L
For Heip, press F1 e - e N

4.4.5 Pada panel Binary Pump : isi kolom flow, solvent, preassure limits, isi timetable
bila akan menggunakan metode gradien.
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446 Pada panel Sampler : isi kolom Injection volume, Neddle wash, dan stop time.
Tambahan Advanced isi Enable Optimization. Pilih Enable Overlapped Injection

Cycle isi after period of time (mis : 0.5 menit).
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447 Bila telah semua parameter terisi simpan pada folder method kemudian berikan
nama metode.
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4.5 Membuat Sequence
451 Klik file kemudian Sequence, lalu pilih New. Akan tampil kolom Sequence baru.

45.2 Isikan kolom sequence yaitu Run type, Level, Reps, Vial, Volume, Sample ID,
Method, File Name, sesuai kebutuhan. -

453 Tambahkan baris sequence sesuai kebutuhan.
454 Simpan sequence pada folder yang telah ada, kemudian beri nama sequence

LI HPLCE  Method Cetrisnemet  Dat: KK 1304003-41 006 Protestme-tunbitied  Project Defeuh - [Sequence: Cotiisneseal 7000 S & b=t el
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46 Menggunakan Metode yang Telah Ada
461 Pilih menu file, lalu pilih Open lalu klik method.
46.2 Pilih metode yang akan digunakan pada folder yang ada.

46.3 Bila perlu ada yang ditambahkan atau dirubah dari metode tersebut lakukan
revisi kemudian simpan kembali metode tersebut.

464 Setelah disimpan klik control pilih Download Method. Metode siap untuk
digunakan.

4.7  Menginjeksi Sample (Single Run)
471 Sebelum menginjeksi sampel pastikan tray telah terisi vial khusus yang berisi
larutan standar dan sampel yang akan dianalisa.

4.7.2 Klik tanda single run “ atau klik control pada menu bar, kemudian pilih single
run kemudian isi kolom-kolom yang ada pada tampilan Single run. yaitu
Sample ID, Method file, Data File, Result Path, Result Name, Number of Reps,
Vial, Calibrate (jika diperlukan), sesuai dengan kebutuhan.

4.7.3 Kemudian klik start. Maka sistem HPLC akan berjalan sesuai dengan metode
yang di download sebelumnya.

474 Apabila akan menjalankan kembali single run tetapi proses di sistem belum
selesai, hal ini dapat dilakukan setelah selesai mengisi kolom-kolom yang ada
kemudian klik submit atau submit priority sesuai kebutuhan.
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i HPLC6  Method: Cetirizinemet  Data: KK 1304001-41005  Pretreatment: untitied  Project: Default i

File Edit View Method Data Sequence Pretreatment Analysis | Control | Reports Window Help
D-B-8- 5 - 1:vW0:Signal A 241~

Navigation
5 % Method
&% Instrument Setup
J Integration Events
Peaks / Groups
[Z] Review Calibration
i@ Advanced
&7 Custom Report
2] System Suitability
=] g’ Pretreatment
@ Edit
=] Data
ﬂ Manual Integration Fixes
=1 By Tiled Display
Integration Event
g Peaks/Groups Table
g System Suitability
Manual Integration

7 x
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Time: 4 94248 Winutes - Ampltude

—— VWD: Signal A. 248 nm

Ctrl+Shift+F9
Ctrl+Shift+F8

Single Run...
Sequence Run...
Stop Run...

Run Queue...

Extend Run...

Downlcad Pretreatment
Upload Pretreatment
Show Autosampler Tray
Instrument Status
Baseline Check...

||

L

rSmgleRunkqucsobon

I Calibrate

Run information
Sample [D: | EETTET

»

Method:

[C:\EZChlom Elite\E nterprise\Projects\Default\M 3> !

Data pathe

{C:AEZChwom Elite\E nterprise\Projects\Defaul\D @ [

Data file: 'Cetinzine stdl
Number of reps: |1

Amount values

I Print method report

|

i e s o g

Begin run

Sample amount: [
|
[
I

|
|

1
1

Y (ST |

|
I

I Bassline Check

P mmediately

Viak
Injection volume:

™ Use program: [C \EZ2Chicm Elite\Enterprise\Projects\Delaul\F B l

IR

|Uee method vI ub

Description...

Menginjeksi Sample (Sequence run)

481

larutan standar dan sampel yang akan dianalisa.

Sebelum menginjeksi sampel pastikan tray telah terisi vial khusus yang berisi
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482

Klik tanda sequence run - atau klik control pada menu bar, kemudian pilih

sequence run kemudian isi kolom-kolom yang ada pada tampilan

Sequence run. yaitu Sequence name, Result Path, Result Name, kemudian
pilihan Run range (All, Selection atau range) sesuai dengan kebutuhan.

4.8.3 Kemudian klik start. Maka sistem HPLC akan berjalan sesuai dengan metode yang

di download sebelumnya.

4.8.4 Apabila akan menjalankan kembali sequence run tetapi proses di sistem belum
selesai, hal ini dapat dilakukan setelah selesai mengisi kolom-kolom yang ada
kemudian klik submit atau submit priority sesuai kebutuhan.

Run Sequence

Sequence information — — -
Submit I

Submit Priority

Run range

@ Al Tower: [rsa R __CanL‘

2 Processing mode: [0verlapped Sample Prep Lj Help

" Range [20 Bracketing: {None -~

Printing ™ Review

I Print method reports -

[T Print sequence reports '

Begin run

l! mmediately O I

Menganalisa Data Standar dan Sampel

491

492

493

494

495

Pada tampilan sistem Ezchrom Elite Offline lakukan pemanggilan metode dengan
cara klik file, lalu pilih method lalu pilih open.

Panggil data yang akan menjadi standar dengan cara klik file lalu pilih Data lalu
pilih Open.

Definisikan peak dengan cara klik define peak pada menu bagian bawah (atau
buka dengan cara klik kanan pada kromatogram pilih Graphical programming
pilih define peak) klik start dan end peak yang diinginkan, setelah dibuka isi
kolom-kolom yang tersedia sesuai kebutuhan. kemudian klik Peak Group Table
beri nama peak kemudian simpan kedalam metode.

Ubah integrasi data hingga diperoleh data peak yang bagus dengan cara klik
method, lalu pilih integration event, kemudian atur width, threshold, shoulder
sensitivity dan lain-lain sesuai kebutuhan kemudian klik analysis pilih Analyze,
lalu simpan kedalam metode.

Untuk mengetahui performa kolom terkait dengan asimetri dapat ditambahkan
dengan cara klik Method lalu pilih Advaced. Isi pada Column Information
kemudian centang pada calculate Performance Parameters dan juga centang
pada Calculation Method pilih USP / EMG / BP / JP, simpan kedalam metode.

19



Him. 9/12

No : PPB084
77 . dof FROTAP Revisi 02
INAQOTAarma | Cara Pengoperasian Alat HPLC 6 Agilent , A AT -
1260 Series Beriaku - U 1 OCT 2
Paraf : k

fie Edt View Method Data Jequence Pretrestment Analysis Contol Reports Mindow Help
D-B-8-8-1wesguasy 1L yBLHABBEE B 9 ) 580 «?

x [ g : -
T Bo)
El ' m Ties 2,008 Uesses - Aegituce — AL it
i‘n‘. ent 20 2
VI Signai A, 254 am .
:i':mm " Sulfadosin P
= Grougs Name
2] Review Cafbration Aea
¥ Advanced #31 Retention Time =
F Custom Report Asmmely (10%)
] System Suitabity f
5 [ Prerestment . | ll 2 -
P e 'i'_l % Lo
o= 2 2 ¢ 7
ﬂ Manusl Integration Fuss | |2 | \ = | E
5 B Tied Dispiy = 1‘; { § ‘ =
T b 4 g
B8 Peaks/Groups Table IE \ M
) system Saitasity ) (= £
T3 Manual Integration - | é ‘.l i 120
Fa\ =
1€\ £
} & \
- [‘ @ o L
: 3 H H H H )
Vo
.
¥ Integration Events -- YWD Signat 4, 254 am = fofarg)
1 Event
1 [ wian
Zﬁ Theeshold »
| 3 | Vounves
_4'1 Shoudes Senatialy
| 5 187 Valey lo Vally
§ I Integzabon DA
(7 e

i HPLC 6 (Offiine)  Method: Sulfadoxin Pyr : epldat  Pret
Eile Edit View Method Dats Seq P Analysis Control Reports Window Help

D-B-B-8 - 1w Signal A 25~ i wEBE HABDEE BB B »3@0 &2

i 2 x
t“::::" v Data Export| Graphics Export | Custom Parameters  Cohimn / Ferfomance | Fies | Advanced Reports |
B g L1 _
& Instrument Setup Column Information
J Integration Events Urvetained peak tme: i1 Minutes
(& Peaks / Groups Cokam length B® mewe e
] Review Calibrati
g Ad\un(f: —— Paticle diametes: 2.7 microns
&  Custom Report Cohumn ssisl umber |
] System Suttability Cokamn istaboion dote: |
= § Pretreatment b
§ Edit Column description:
= Data
f‘ Manual Integration Fixes
2 @ Tied Dily . N AT R AR,
Integration Event
£ Peaks/Groups Table Cakculation method(s} ~ [VILISP
System Suitability CJEMG
Manual Integration [IDAB, BP. EP, ASTM
A 0K
WP

4.9.6 Untuk data standar yang akan digunakan sebagai data kalibrasi (cara membuka
data standar sama seperti di jelaskan sebelumnya). Setelah peak diberi nama,
masukkan konsentrasi standar di kolom level.

4.9.7 Klik Analysis lalu Analysis / Single Level Calibration isi kolom data :



Him. 10/12

No : PPB084
“7 - FROIIAF Revisi  :02
Yok d.Y.
inaorarma | Cara Pengope:s;sg(a)nsgl:é:PLC 6 Agilent Berlaku - 0 -i 0 CT Zﬂ
Paraf : %

a. Method (pilih method yang ingin di kalibrasi)
b. Data path (pilih data path tempat data standar)
c. Data file (pilih data file standar yang ingin di kalibrasi)
d. Centang Calibrate 3
e. Tulis Calibration level 1
f. Centang Clear all calibration

498 Untuk level selanjutnya ulangi perlakuan no 4.8.2 hanya pada calibartion level
no.2 dan seterusnya Clear all Calibration tidak perlu di centang lagi.

499 Lihat review calibration untuk melihat linearitas standar.

4.9.10 Simpan metode dengan cara klik file lalu method dan save .

4.9.11 Untuk melihat data sampel sama dengan data standar yaitu dengan cara klik file
lalu pilih open lalu pilih data sampel.

4912 Klik Report lalu view untuk melihat perhitungan berdasarkan ESTD, ISTD atau
yang lainnya.

410 Mencetak Hasil Data Standar dan Sampel

4.10.1 Setelah semua data selesai dianalisa, buka report kemudian pilih File lalu Report
Template pilih Open. Klik template yang diinginkan klik Open.

4.10.2

Setelah terbuka report dapat diedit sesuai dengan keinginan dengan cara klik 2
kali pada kromatogram lalu atur axis setup, Annotation, Appearance. Setelah

selesai klik Apply dan OK. Kemudian simpan template tersebut klik file pilih save

as lalu pilin beri nama template tersebut.
4103

Report lalu From template pilih template yang telah dibuat tadi lalu klik Open.

HPVLC76 {Offfine) Method: Cetirizine.met Data: KK 1304001-41 GO7

Pretreatment: untitied

Project: Defauit - [Report Template-BARU.rep]

Setelah selesai hasil dapat diprint dengan cara klik Gambar Printer lalu pilih

Eile Edit View Method Data S er Analysis Control Reports Window Help

N~~~ 5 - 1:vWD: Signal A 24~ wE A ED IR BE 73] L 4

Novigeten 2% [Jadal =7 =] Brus @ &R === =0 0O [oex <]
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'E. A, E, 5, B, E, &6, 7, g, 5, PR S U I X Vi 0 £

£ Integration Events
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4.11 Mematikan HPLC

4.11.1 Setelah selesai analisa, sebelum HPLC dimatikan sebaiknya alat dan kolom
dicuci dengan cara dialiri dengan air dan Methanol / Acetonitril selama lebih
kurang 15 menit untuk kolom yang panjangnya 5 cm. Dan lebih kurang 45 menit
untuk kolom yang panjangnya 15 cm, dengan flow 1 ml / menit.

4.11.2 Turunkan flow sampai dengan 0.0 ml/ menit secara bertahap.
4.11.3 Pindahkan selang pompa ke botol yang berisi air dan campuran Methanol /
Acetonitril buka Purge Valve dengan memutarnya kekiri, nyalakan pompa dengan

cara klik kanan pada binary pump lalu pilih Method, klik pada tulisan flow,
naikkan secara bertahap (0.00; 0.10; 0.25; 0.50; 0.75; 1.00; 1.25; 1.50; 1.75; 2.00

ml/min).

4.11.4 Biarkan mengalir selama lebih kurang 5 menit, kemudian turunkan flow sampai

0.0, kemudian tutup kembali Purge Valve.

4.11.5 Naikkan flow secara bertahap hingga tercapai flow 1.0 ml / menit
4.11.6 Biarkan alat tesebut dibilas hingga selesai sampai waktu yang ditentukan.

4.11.7 Kemudian setelah selesai klik tombol OFF pada tampilan Instrument status,
semua modul alat akan mati, kemudian tutup program EzChrom Elite.

4.11.8 Matikan semua tombol alat dengan cara menekan tombol power pada kiri bawah

HPLC.
4.11.9 Matikan (Shut Down) komputer dan monitor.

4.11.10 Keluarkan semua vial yang terdapat dalam tray kemudian cuci hingga bersih.
4.11.11 Bersihkan dan rapikan alat, catat semua kegiatan pemakaian alat dalam buku

Catatan Harian Pemakaian Alat HPLC Agilent 6.

5 Pustaka
Buku panduan penggunaan Alat HPLC Agilent 1260 Infinity.
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7 Tinjauan Ulang

Metode Analisis ini akan ditinjau ulang setiap 2 tahun (atau kurang jika perlu) oleh Manajer
Pengawasan Mutu dan Manajer Pemastian Mutu.

8 Distribusi
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8.2 Bidang Pemastian Mutu
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