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Introduccion

Es bien sabido que la cromatografia de liquidos de alta resolucion es la técnica de
separacibn mas ampliamente utilizada, las razones de la popularidad de esta
técnica son su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas
exactas, su idoneidad para la separacidén de especies no volatiles o termolabiles, y
sobre todo su gran aplicacién a sustancias que son de gran interés para la industria,
en muchos campos de la ciencia y para la sociedad en general. Estas sustancias
incluyen aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos,
terpenoides, plaguicidas, antibiéticos esteroides, especies organometalicas y una
cierta variedad de sustancias inorganicas. La sensibilidad y el amplio espectro son
dos ventajas que hacen que esta técnica sea muy utilizada en la industria, la
sensibilidad debido a que la técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucion
es capaz de separar moléculas complejas cuando se elige la columna y la fase mévil
adecuados y el amplio espectro debido a que en la actualidad hay columnas
cromatograficas para separar casi cualquier material.

Por esta razén y por ser la técnica mas ampliamente utilizada en la industria
farmacéutica se decide la realizacion de un procedimiento normalizado de
operacion para el cromatografo de liquidos que se encuentra en el laboratorio G-
103 de la UAM-X, para que los alumnos pongan en practica los conocimientos
tedricos aprendidos durante el médulo.

El procedimiento normalizado de operacién se basa en integrar los procesos y
técnicas necesarias para el ejercicio de las funciones asignadas en el manejo y
mantenimiento del equipo de cromatografia de liquidos de alta resolucién,
constituyéndose este documento como la herramienta de apoyo y consulta para el
personal que interviene en sus procesos.



Justificacion

Que un recién egresado conozca el fundamento y pueda utilizar un equipo de
cromatografia de alta resolucién es cada vez mas necesario para los reclutadores
en donde se puede desempefar un quimico farmacéutico biélogo, ya que esta
técnica es de las mas socorridas en la actualidad por su alto grado de certeza y
fiabilidad, asi como el amplio espectro en el que trabaja.

Es por esto que se debe ensenar a los estudiantes como operar un equipo de
cromatografia de liquidos de alta resolucién y no solo el fundamento, para que asi,
al concluir sus estudios y buscar empleo tengan mayos posibilidad sobre los demas
candidatos y no solo tener los conocimientos teoricos.

También es necesario contar con un procedimiento normalizado de operacién del
equipo para que cualquier docente o estudiante pueda manipular el equipo con una
serie de instrucciones claras y no correr el riesgo de danarlo.

Marco Tedrico
Principios cromatograficos

El término cromatografia procede de la palabra griega chroma- que significa color y
-graphein que significa escribir. El primer uso registrado de la cromatografia en
columna se le otorga al cientifico ruso Mikhail Tsvet que trituré carbonato de calcio
en un tubo y posteriormente agregd hojas de una planta verde homogeneizadas,
seguido de un solvente organico. Tsvet observé bandas de colores separadas a
medida que el solvente pasaba a través del tubo. Asi es como la cromatografia
practica comenzo al principio, separando con éxito varios pigmentos de las hojas.
En el mundo de hoy, hay muchos analitos que son incoloros y estan separados por
técnicas cromatograficas, todavia se le conoce con el mismo nombre. ©®

La cromatografia es una técnica utilizada en el campo de la salud que consiste en
separar dos 0 mas componentes de una mezcla compleja, lo que en muchas
ocasiones resulta imposible por otros medios.

El principio basico en todas las separaciones cromatograficas consiste en disolver
la muestra en uno o mas disolventes conocidos como “fase mévil”’, en el caso
concreto del método CLAR es un liquido, y cuya funcién es transportar el analito a
través de una columna generalmente de acero inoxidable (puede ser de otro
material dependiendo la naturaleza de la muestra). Esta fase movil se hace pasar a
través de una fase estacionaria inmiscible, que es una fase liquida inmovilizada
sobre la superficie de un sdlido inerte, que se mantiene fija sobre una columna. Las



dos fases se eligen de tal forma, que los componentes de la muestra se distribuyen
de modo distinto entre la fase mévil y la estacionaria. (')

Aquellos componentes que son retenidos con fuerza por la fase estacionaria se
mueven lentamente a través de la columna, debido al flujo de la fase mévil; por el
contrario, los componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria se
mueven con rapidez, esto depende de la naturaleza de la fase estacionaria, la cual
puede ser un compuesto cargado ibnicamente para adsorber los componentes mas
afines mientras los menos selectivos salen primero de la columna.

Las principales caracteristicas de esta técnica son sensibilidad, su facil adaptacién
a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacién de
especies no volatiles o termoldbiles y su gran aplicabilidad debido a que
actualmente se pueden desarrollar técnicas para cuantificar la pureza de un analito
o el porcentaje de impurezas que puede contener, ya que actualmente se cuenta
con 52 fases estacionarias registradas 'y se sigue innovando para cumplir con las
demandas.

Existen diferentes tipos de cromatografia de liquidos:

* Cromatografia de Reparto.

Ha llegado a ser el tipo de cromatografia de liquidos mas ampliamente utilizada. Se
puede subdividir en cromatografia liquido-liquido y cromatografia con fases unidas
quimicamente (enlazadas) solido-liquido. La diferencia entre estas técnicas radica
en la forma como se retiene la fase estacionaria sobre las particulas soporte del
relleno. En liquido-liquido, la fase estacionaria liquida se retiene sobre la superficie
del soporte de adsorcion fisica. En fase unida quimicamente, la fase estacionaria
se une quimicamente a la superficie del soporte. Este tipo de cromatografia, al
principio era del tipo liquido-liquido; sin embargo, actualmente el mas utilizado es la
fase solido liquido debido a las desventajas que posee la fase liquido-liquido como
es la pérdida de fase estacionaria debido a que si no se utiliza una fase movil
adecuada esta puede disolver la fase estacionaria lo cual terminaria con la vida util
de la columna, pudiendo recubrirla de nuevo, pero en cualquier caso se acortaria la
vida y generaria gastos innecesarios.

Dentro de este tipo de cromatografia se utilizan 2 tipos principalmente: Fase normal
y fase reversa, en la fase normal la fase estacionaria posee una alta polaridad (agua
o trietilenglicol sobre particulas de silice o alumina), en esta fase el componente
menos polar del analito eluye primero debido a que es relativamente mas soluble
en la fase movil y no es retenido por la fase estacionaria.



En la fase reversa la fase estacionaria es no polar y la fase mévil es relativamente
polar (Agua, MeOH, ACN) y los componentes mas polares aparecen primero en el
cromatograma.

Generalmente se utilizan columnas con fase estacionaria a base de silice debido a
que posee tres caracteristicas principales: resistencia, porosidad y uniformidad, su
superficie esta constituida por grupos SiOH.

Esta variante de la cromatografia es la mas utilizada debido a la gran cantidad de
aplicaciones que puede tener como son en productos farmacéuticos, industria
bioquimica, productos alimenticios, industria quimica, contaminantes, quimica
forense y medicina clinica. ("

* Cromatografia de Adsorcion.

También conocida como cromatografia liquido-sélido. Las unicas fases que se
utilizan en esta cromatografia son la silice y la alumina, siendo la primera la que se
prefiere para casi todas las aplicaciones debido a su mayor capacidad de cargay a
su mayor diversidad de presentaciones. Con pocas excepciones, las caracteristicas
de adsorcion de los dos adsorbentes son similares. Con ambos, el orden de tiempos
de retencion es: olefinas < hidrocarburos aromaticos < haluros = sulfuros < éteres <
nitrocompuestos < ésteres = aldehidos = cetonas < alcoholes = aminas < sulfonas
< sulféxidos < amidas < 4cidos carboxilicos.

Aplicaciones de la cromatografia de adsorcién

Es mas adecuada para compuestos no polares probablemente con masas
moleculares inferiores a 5000. En general, es mas adecuada para muestras que son
solubles en disolventes no polares, y que por tanto tiene una solubilidad limitada en
los disolventes acuosos que son los que utilizan en los procedimientos de reparto
en fase inversa. Una caracteristica particular, que no es compartida con otros
métodos, es su capacidad para diferenciar compuestos isbmeros.

* Cromatografia lénica.

Esta relacionada con los métodos modernos y eficaces para la separacion y
determinacidn de iones que se basan en el uso de las resinas de intercambio iGnico.
Empez6 a desarrollarse a mediados de los afos setenta, cuando se demostré que
mediante las columnas de HPLC rellenas con resinas de intercambio catiénico o
anidnico, se podian resolver facilmente mezclas de cationes o aniones.



Aplicaciones de la cromatografia i6nica

Se ha aplicado a una variedad de sistemas organicos y bioquimicos incluyendo
drogas y sus metabolitos, sueros, conservantes de alimentos, mezclas de vitaminas,
azucares y preparaciones farmacéuticas.

* Cromatografia de Exclusién por Tamanos o en Geles.

Es una técnica muy valiosa que se aplica particularmente a especies de alto peso
molecular. Los rellenos estan constituidos por pequenas particulas (de unas 10 um)
poliméricas o de silice que contienen una red uniforme de poros en los que pueden
difundir las moléculas del soluto y del disolvente. En los poros, las moléculas son
atrapadas efectivamente y eliminadas del flujo de la fase mdvil. El tiempo de
residencia medio de los poros depende del tamario efectivo de las moléculas de los
analitos. Las moléculas que tienen diametros que son significativamente menores
que los poros, pueden penetrar a través del laberinto de poros y asi resultan
atrapadas durante mas tiempo; éstas son las ultimas en eluir. Entre estos dos
extremos, estan las moléculas de tamano intermedio cuya penetracién media en los
poros depende de su diametro. Dentro de este grupo, tiene lugar el fraccionamiento,
que esté directamente relacionado con el tamafo molecular y en cierto modo con la
forma molecular.

Aplicaciones de la cromatografia de exclusién por tamafos

Los métodos de exclusién por tamanos se subdividen en la cromatografia de
filtracidon en gel y la de gel permeable. En el primer tipo se utilizan disolventes
acuosos y rellenos hidrofilicos. En el ultimo, los métodos se basan en disolventes
no polares y en rellenos hidrofébicos. Los métodos son complementarios en el
sentido que en un caso se aplican a muestras solubles en agua, y en el otro a
sustancias solubles en disolventes organicos poco polares. Una de las aplicaciones
mas Utiles del procedimiento de filtracion en gel consiste en separar las moléculas
de alto peso molecular de productos naturales de las especies de bajo peso
molecular y de las sales. Por ejemplo, un gel con un limite de exclusién de varios
miles puede separar bien las proteinas de los aminoacidos y de los péptidos de bajo
peso molecular.

Se elige cada tipo a utilizar en funcion de las caracteristicas quimicas del analito a
determinar.



Instrumentacidn para cromatografia de liquidos

Con objeto de alcanzar un caudal de eluyente razonable con rellenos de tamario de
particula entre 3 y 10 ym, que, por otra parte, son comunes en la moderna
cromatografia de liquidos, se requieren presiones de algunos cientos de kilos por
centimetro cuadrado. Como consecuencia de estas elevadas presiones, el equipo
necesario para la HPLC tiende a ser mas sofisticado y caro que el que se utiliza en
otros tipos de cromatografia. La figura muestra un esquema de los componentes
fundamentales de un cromatégrafo de liquidos de alta resolucién tipico.

Los principales componentes de un cromatdgrafo de liquidos son:
* Recipientes para la fase mdvil y sistemas para el tratamiento de los disolventes

Un aparato moderno de HPLC se equipa con uno o mas recipientes de vidrio o de
acero inoxidable, cada uno de los cuales contiene unos 500 mL de un disolvente.
Los recipientes a menudo se equipan con un sistema para eliminar los gases
disueltos —en general oxigeno y nitrdgeno- que interfieren formando burbujas en los
sistemas de deteccién. Un desgasificador puede consistir en un sistema de bombeo
por vacio, un sistema de destilacion, dispositivos para calentar y agitar los
disolventes o, sistemas de difusién que permiten arrastrar los gases disueltos fuera
de la solucién mediante finas burbujas de un gas inerte de baja solubilidad. Con
frecuencia estos sistemas también contienen un dispositivo para la filtracion del
polvo y de las particulas solidas en suspension de los disolventes.

* Sistemas de bombeos.

Los requisitos para un sistema de bombeo en HPLC son rigurosos e incluyen: la
generacion de presiones por encima de 400 kg/cm2, un flujo libre de pulsaciones,
un intervalo de caudales de 0.1 a 10 mL/min, el control y reproducibilidad del caudal
mejor del 0,5% relativo y componentes resistentes a la corrosién (juntas de acero
inoxidable o teflén). Debe subrayarse que las altas presiones que generan las
bombas de HPLC no constituyen un riesgo de explosién, debido a que los liquidos
no son muy compresibles. De este modo, la rotura de un componente del sistema
s6lo supone una pérdida de disolvente. Es evidente que esta pérdida puede suponer
un riesgo de incendio.

* Sistemas de Inyeccién de la Muestra.

El método mas ampliamente utilizado para la introduccién de la muestra utiliza
bucles de muestra. Estos dispositivos estan normalmente integrados en el equipo
cromatografico y hay bucles intercambiables que permiten la eleccidén de tamarnos
de muestra desde 5 a 500 uL. Con bucles de este tipo se puede introducir la muestra



a presiones de hasta 500 kg/cm2 con una precision relativa de unas décimas por
ciento. También existen valvulas de inyeccion de micromuestras, con bucles con
volumenes de 0,5 a 5 pL.

* Columnas.

Las columnas para cromatografia de liquidos se construyen de ordinario con tubo
de acero inoxidable de didmetro interno uniforme. Cientos de columnas
empaquetadas que difieren en tamano y relleno se comercializan por distintos
fabricantes. La mayoria de las columnas para cromatografia de liquidos tienen una
longitud entre 5y 30 cm. Por lo comun, las columnas son rectas y se pueden alargar,
si es necesario, acoplando dos o mas columnas. El didmetro interno de las
columnas es a menudo de 4 a 10 mm y los tamanos de las particulas de los rellenos
mas comunes son 3, 5y 10 ym. Tal vez la columna mas frecuentemente utilizada
es la de 25 cm de longitud y 4.6 mm de diametro interno, y empaquetada con
particulas de 5 um. Estas columnas tienen de 40, 000 a 60, 000 platos/metro.

* Detectores.

Un detector ideal para cromatografia de liquidos deberia poseer todas las
propiedades listadas en relacién con la cromatografia de gases, con la excepcion
de que un detector para cromatografia de liquidos no es necesario que sea sensible
en un intervalo tan grande de temperaturas.

Ademas, un detector de HPLC debe tener un volumen interno minimo a fin de
reducir el ensanchamiento de banda. Los detectores en cromatografia de liquidos
son de dos tipos basicos. Los detectores basados en una propiedad de la disolucion
responden a una propiedad de la fase movil, tal como el indice de refraccion, la
constante dieléctrica, o la densidad, que se modifica por la presencia de los analitos.
Por contraste, los detectores basados en una propiedad del soluto responden a
alguna de las propiedades del soluto, como la absorbancia UV, fluorescencia, o
intensidad de difusidén, que no son propias de la fase mdvil.

* Sistema de procesamiento de sefal y tratamiento de datos.

Los sistemas de computadora para el procesamiento de datos son los mas
complejos y caros. Se dividen en dos grupos. Los dispositivos del primer grupo son
solamente para el procesamiento de datos y son los ordenadores de pequefio
tamarno con grandes cantidades de memoria, que realizan una variedad de célculos
complejos y presentan los resultados en forma numérica y grafica. Y los dispositivos
que pertenecen al segundo grupo, se encargan de gestionar los diversos elementos
del sistema cromatograéfico.



La cromatografia se puede emplear para la identificacién cualitativa (que no es
objeto de este procedimiento) y para la determinacion cuantitativa de los analitos
separados. La cromatografia en columna cuantitativa se basa en la comparacion de
la altura, o del area, del pico del analito con la producida por una o mas disoluciones
del analito de concentracién producida.

Objetivos
General:

e Elaborar un procedimiento normalizado de operacion del cromatdgrafo de
liquidos Knauer modelo Chancé€, ubicado en el laboratorio G-103 de la UAM-
X donde se incluya la correcta operacion, limpieza y mantenimiento del
equipo para obtener resultados confiables y evitando la mayor cantidad de
variables en los procesos.

Especificos:

1. Apoyar al personal docente con la programacién de practicas demostrativas
sobre el uso del cromatografo de liquidos.

2. Que los alumnos conozcan el fundamento de la cromatografia de liquidos de
alta resolucion

3. Ensenar a los alumnos a utilizar los cromatografos de liquidos.

Metas

Identificar principios activos mediante la técnica de separacion por cromatografia
liquida de alta resolucién, aplicando los conocimientos tedricos en un cromatégrafo
de inyeccién manual y conociendo el funcionamiento de todos los médulos que lo
componen.

Métodos

El trabajo se llevé a cabo en dos etapas; por una parte, la programacion de practicas
para que los alumnos aprendan a utilizar el equipo, como se lleva a cabo la
preparacion de muestras y como interpretar los resultados; al mismo tiempo se
realizo la elaboracidén del PNO para que en la segunda etapa se someta a revision
para su posterior aprobacion y entrega.

La programacidén de practicas se revisd y planed con el docente en curso para
asignar grupos de personas para que todos tengan la oportunidad de trabajar con
el equipo, durante la practica se reviso la preparacion de la muestra, el fundamento
de la cromatografia de liquidos de alta resolucion, asi como los componentes del
equipo.



En el procedimiento se especifica como operar el equipo y llevar a cabo la limpieza
exterior del mismo para mantenerlo en condiciones éptimas de trabajo, también se
traté el mantenimiento de columnas, lineas y jeringas para asegurar un aumento en
la vida util de los accesorios.

La practica que se realizé tenia como objetivo identificar y cuantificar Acetaminofén
por el método de CLAR descrito en la USP 40 edicion en tres etapas principales.

1. Preparacion de muestras y fase movil

1.1 Solucion A: Se pesaron 0.85 g de fosfato monobasico de potasio y 0.9 de
fosfato dibasico de sodio anhidro y se disolvieron en 500 mL de agua purificada.

1.2 Solucion B: Se utiliza el equipo de filiracion con membranas de 0.42 um para
filtrar metanol.

1.3 Fase movil:

Tiempo Solucién A Soluciéon B
(min) (%) (%)
0.0 99 1
3.0 99 1
7.0 19 81
7.1 99 1
10.0 99 1

1.4 Solucion estandar y solucion de la muestra: Se pesaron 50 mg de
Acetaminofén grado reactivo y se disolvieron en 100 mL de metanol, se tomo
una alicuota de 1 mL y se llevd a un matraz de 50 mL, de esta solucidén se tomé
una alicuota de 1 mL y se diluyo a 10 mL con metanol.

Concentracion aproximada: 0.1 mg/mL.

2. Condiciones cromatograficas

Se utilizé un cromatégrafo de liquidos Knauer modelo Chanc€ con un detector UV
a 230 nm, con una columna acoplada de 4.6 mm x 25 cm, empacada con fase L1
de 5 micras (octadecilsilano enlazado quimicamente a particulas de ceramica), con
una velocidad de flujo de 1.0 mL/min y un volumen de inyeccion de 5 pL, para ello
se utilizé una jeringa de 10 L.
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3. Procedimiento
Se verificod la preparacién de las soluciones, se acondicion6 el equipo con fase
movil hasta observar una linea base estable, se realiz6 el registro en la bitacora
de uso y se purg6 el inyector y la jeringa hasta que no se observaran burbujas.

Se realiz6 una inyeccién de prueba para observar la adecuabilidad del sistema y
se procedid a generar la secuencia de andlisis iniciando con un blanco (metanol)
y posteriormente 5 inyecciones de estandar y 2 inyecciones de la muestra.

Se realiza este tipo de secuencia para demostrar la aptitud del sistema inyectando
5 réplicas de la solucidén estandar para obtener un promedio del area, asi como un
coeficiente de variacién menor a 2.0% para considerarse un sistema reproducible
y robusto.

Al finalizar las inyecciones de la muestra se inyecta nuevamente la solucién
estandar, para garantizar que el sistema fue apto durante todo el tiempo de
andlisis, esta inyeccidén de estandar de cierre se debe considerar para calcular el
coeficiente de variacién de las areas.

Una vez concluida la corrida se procedié a lavar la columna con una mezcla de
agua y metanol (80:20) para eliminar los restos de muestra que pudieran quedar
almacenados en la columna. Una vez concluido el lavado de la columna se
procedio a desmontar la columna para lavar el equipo con agua a flujo de trabajo
para eliminar los restos de sales que pudieran quedar almacenados en el detector
a causa de la fase movil.

Se revisaron los resultados con los alumnos para identificar el tiempo de corrida
del pico correspondiente a acetaminofén y se reportd el resultado como
informativo. Los resultados obtenidos fueron satisfactorios de acuerdo con lo
planteado al inicio de la practica la cual se tratd de identificacion del principio activo
al no poder cuantificar por no contar con un estandar de pureza conocida.

En paralelo a la ejecucién de la practica se elaboré un procedimiento para la
correcta operacion del equipo, basado en diferentes referencias como capitulos
generales de farmacopeas, normas y regulaciones internacionales, se consulté el
método general de la FEUM y USP para definir los parametros que aseguran
resultados confiables.
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Resultados

Se emiti6 el procedimiento para la operacidon, limpieza y mantenimiento del
cromatégrafo de liquidos Knauer. Y se llevd a cabo una capacitacién en forma de
practica interactiva con los alumnos de 9° trimestre de los trimestres 16-O y 17-1 a
cargo del profesor 1Q. Celerino Muioz Estrada, por medio de la cual a los alumnos
se les explicaron los principios de la cromatografia de liquidos de alta resolucion, se
explicé la funcién de cada uno de los componentes del cromatografo, asi como la
obtencién y procesamiento de los resultados, posteriormente los alumnos realizaron
la preparacion de muestras, fase mévil y operacion del equipo. Los equipos
investigaron en la bibliografia (FEUM) sobre el analito de su interés, de acuerdo al
activo utilizado en su forma farmacéutica, utilizando principio activo de grado
reactivo como estandar utilizando la misma concentracion que la muestra,
realizando diluciones hasta llegar a la misma concentracion, también se realiz6 la
preparacién d la fase mdvil utilizando solventes de grado HPLC para proteger los
componentes del equipo, la fase movil se prepar6é haciendo una mezcla de agua y
acetonitrilo (80:20), se filtr6 y degasificd con el equipo correspondiente, se prepard
también la solucién de lavado de sellos para lavar el equipo, con una mezcla de
acetonitrilo-agua (50:50), se realiz6 la purga del inyector y de las lineas de solventes
para evitar resultados erréneos y para eliminar cualquier burbuja dentro de las
mismas, la colocacién de la columna en el equipo, indicando como se debe atornillar
de acuerdo al flujo natural del equipo, del puerto de inyecciéon hacia el detector
conforme a la identificacion de la columna para evitar dafarla. Una vez montado
todo el sistema cromatografico se procedio a cargar la secuencia para la inyeccion
de las muestras, verificando el correcto llenado de la jeringa, para asegurar que no
se inyecte aire al equipo y pueda ocasionar un resultado erréneo, el paso de la
palanca de la posicidbn de carga a la posicion de inyeccion, posteriormente se
procedio a revisar los cromatogramas y a procesar los datos obtenidos para
cuantificar el contenido del activo en la muestra contra una preparacion de
referencia a la cual se le aplico el mismo tratamiento que a la muestra. Una vez
terminado el analisis se lavo el equipo con un método previamente cargado por los
alumnos en el cual se les explico la importancia de lavar las lineas y el detector para
evitar la acumulacion de sales, asi como el flujo adecuado que se debe colocar para
que vaya disminuyendo y asi asegurar que el equipo queda limpio para su proximo
uso. La documentacion generada por los andlisis se incluy6 en el reporte final del
grupo solo como informativo debido a que no se cuantifico la cantidad de principio
activo al no tener la pureza del estandar.
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Como evidencia se anexa el procedimiento y el diagrama de flujo del proceso al
presente reporte, este procedimiento servira para alargar la vida util del equipo y de
sus componentes y consumibles. También se describe la administracion del equipo,
proceso de limpieza y mantenimiento con el fin de que cualquier usuario este
capacitado para realizar practicas de identificacion y cuantificacion de farmacos.

Conclusiones

Durante el proceso de ejecucion de la practica se observan oportunidades de mejora
debido a la ausencia de un procedimiento para la correcta operacion del equipo,
entre ellos el lavado antes y después de la utilizacion, adicional el cambio de
solventes de acuerdo al tipo de fase utilizada para los diversos analisis. Por lo que
es importante considerar una capacitacion del procedimiento a todos los usuarios
que consideren practicas con este equipo durante los trimestres, para asi, alargar
la vida util del equipo como de los consumibles (columna, jeringas, etc.). Es
importante también contar con una bitacora donde se registren los mantenimientos
programados que aseguren el correcto funcionamiento de todos los componentes
del cromatografo.

Respecto al andlisis realizado, se observa que los alumnos poseen el conocimiento
adecuado en el apartado teérico sobre el funcionamiento de la técnica de
cromatografia de liquidos de alta resolucién, una vez capacitados en el correcto uso
del equipo se pueden integrar practicas de mayor complejidad para la identificacidén
y cuantificacidén de activos para robustecer los trabajos de investigacion.
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1. Obijetivo:

Contar con un procedimiento que permita la correcta operacion, limpieza, mantenimiento y calificacion de
los Cromatografos de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) Knauer Chance€.

2. Alcance

Aplica al Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) Knauer Chanc€ ubicado en el
laboratorio G-102 de la universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Xochimilco.

3. Politica

Cumplir con las buenas practicas de laboratorio y con la NOM-059-SSA1-2015 en lo que respecta
a contar con procedimientos actualizados para el manejo de equipos e instrumentos de
laboratorio.

4. Responsabilidades

4.1 Alumnos: 4.1.1 Dar aviso al profesor o coordinador del laboratorio
cualquier desperfecto o mal funcionamiento del equipo.

4.1.2 Mantener limpio el equipo, para evitar
precipitacion de sales que afecten la operacién de este.

4.1.3 Cumplir con lo establecido en este procedimiento
4.2 Profesor/Laboratorista 4.2.1 Verificar el cumplimiento de este procedimiento y
mantenerlo vigente.

4.2.2 Verificar que los equipos se encuentren en los
programas  de mantenimiento y  calificacion
correspondientes.

4.3 Coordinacion de QFB 4.3.1 Coordinar con el proveedor de servicio los
mantenimientos preventivos y/o correctivos, asi como las
calificaciones.

Elaboro: Armando Sanchez Machuca Autorizo: QFB. Karina Sanchez Herrera
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4.3.2 Asignar un Quimico Administrador para los
equipos.

5. Definiciones:

5.1 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion: Técnica de separacion basada en la
interaccion de una fase estacionaria sélida y una fase movil liquida. La separacion se alcanza por
procesos de particiéon, adsorcion o intercambio iénico, dependiendo del tipo de fase estacionaria
usada.

5.2 Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion: Es un aparato que consiste en un reservorio
que contiene la fase mévil, una bomba que impulsa la fase mévil a través del sistema a alta presion,
un inyector para introducir la muestra a la fase movil, una columna cromatografica, un detector y
un dispositivo de colecta de datos como computadora o integrador.

5.3 Calificacion: Evaluacion de las caracteristicas de los elementos del proceso.

5.4 Mantenimiento Preventivo: Conjunto de acciones que se realizan en los equipos para
mantenerlos en 6ptimas condiciones de uso y asi incrementar el tiempo de vida de los mismos.

5.5 Mantenimiento Correctivo: Conjunto de acciones que se realizan en los equipos para corregir

algun problema que se haya presentado durante su uso. Este tipo de mantenimiento lo llevara a
cabo personal externo.

5.6 HPLC: Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién, por sus siglas en inglés.
5.7 PDA: Detector de fotodiodos, por sus siglas en inglés.

5.8 CPU: Unidad de procesamiento central, por sus siglas en inglés.
5.9 TUV: Doble ultravioleta, por sus siglas en inglés.

6. Material y equipo

6.1.  Material de vidrio perfectamente limpio y seco.
6.2. Microjeringa

6.3. Jeringa para purga

6.4. Filtros de Nylon de 0.45 um

Elaboro: Armando Sanchez Machuca Autorizo: QFB. Karina Sanchez Herrera
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7. Procedimiento

7.1 Operacién del equipo

7.1.1 Descripcion del equipo:
- Moédulo de Separaciones con inyeccion manual modelo Azura.
- Detector Ultravioleta/Visible de longitud de onda fija a 296 nm.

7.1.2 Revise que el equipo se encuentre perfectamente conectado antes de prender cada modulo.

7.1.3 Revise que el equipo asignado para el andlisis se encuentre limpio, sin escurrimientos de
fases, sin desechos en el contenedor, sin residuos en el loop de muestra y con las lineas de uso y
lavado en un solvente organico vigente.

7.1.4 Preparar las soluciones conforme a la monografia, y verificar que se encuentren libres de
particulas extranas. Lavar la jeringa y enjuagar el loop de inyeccion.

7.1.5 Prepare una mezcla de agua: (metanol é acetonitrilo) en la proporcion que ha especificado el
proveedor Knauer, y/o de acuerdo con lo que sefale la metodologia analitica, con la finalidad de
evitar precipitacion de sales y lograr un buen lavado del equipo. Transfiérala a un reservorio limpio
e introduzca las lineas correspondientes a los reservorios para realizar el lavado de sellos.

7.1.6 Encender el equipo de cromatografia, el CPU y el monitor del equipo y realizar la purga de
las lineas para evitar burbujas.

7.1.7 Realizar el lavado del inyector y de la jeringa con soluciones afines y que no interfieran con
la fase moévil y el analito como se indica a continuacion:

- Abrir el programa Clarity Chrom y dar clic izquierdo en el botén login.

- Abrir la valvula del equipo para liberar la presidén y colocar una jeringa sin aguja en la
salida de la purga del equipo.

- Desde el software dirigirse al botdén de presidén y dar clic en el botén purga, y colocar como
velocidad de flujo 5 mL/min. El equipo comienza la purga.

- Terminada la purga, cerrar la valvula y retirar la jeringa.

7.1.8 Colocar la fase mévil en la linea adecuada e iniciar con flujo de 0.2 y aumentar lentamente
hasta flujo de trabajo (aumentos de flujo de 0.1), dejar acondicionar durante 30 a 45 min o hasta
obtener una linea base estable.

Elaboro: Armando Sanchez Machuca Autorizo: QFB. Karina Sanchez Herrera
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7.1.9 En caso de detectar que el equipo presenta una falla o no cumple con lo indicado en los
numerales anteriores, repoértelo con el profesor o responsable del laboratorio y registre la falla
detectada en la bitacora correspondiente.

7.1.10 NO se debe pasar 100% de solvente organico al detector, sino almacenar en una proporcién
de 90:10 de Agua: Acetonitrilo.

7.1.11 Cargar o crear el método a utilizar e inyectar las soluciones de referencia y de la muestra y
registrar los cromatogramas después de cada inyeccion.

7.1.12 Al terminar la secuencia de inyeccion, utilizar un método de lavado adecuado conforme a
la fase mévil utilizada durante el andlisis.

7.1.13 Un método de lavado adecuado debe eliminar cualquier traza de analito en la columna 'y
detector, desmontar la columna y almacenar.

7.1.14 Lavar y purgar nuevamente el equipo como se indica en el punto 7.5 en adelante para
asegurar que no hay restos de muestra o algin contaminante que pudiera tapar algun
componente (loop, tuberia, celda de detector, inyector.)

7.1.15 en caso de presion elevada o que se detecte que el equipo se encuentra tapado se puede
lavar con una solucién de acido clorhidrico al 10% en agua grado HPLC, sin columna conectada.

7.2 Procesamiento de muestras

7.2.1 Abrir los resultados dentro del software y procesar los picos de valle a valle, calcular el
recobro de los dos estandares y la cantidad de analito en la muestra de acuerdo con la formula
indicada en la monografia.

7.2.3 Indicar la concentracion de los estandares considerando la pureza indicada en la etiqueta.
7.3 Lavado mensual

7.3.1 Realice el lavado mensual del equipo y registrar la actividad en la bitdcora de uso.

7.3.2 Conectar la tuberia que va a la columna cromatografica con la tuberia de entrada del detector
con un volumen muerto verificando que no fugue al momento de pasarle flujo.

7.3.3 Purgar las lineas con agua grado HPLC y lavar el sistema con agua grado HPLC para remover
la fase moévil y los restos de solventes, durante 10 minutos a un flujo de 1 mL/min.

Elaboro: Armando Sanchez Machuca Autorizo: QFB. Karina Sanchez Herrera
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7.3.4 A las lineas pasar acido acético al 10 %a flujo de 1.0 mL/min durante 15 minutos a través del
sistema y neutralizar pasando en el sistema agua HPLC el tiempo que sea necesario o con
Acetonitrilo: Etanol: Isopropanol y Acido Fosférico al 10% con una proporcién (25:25:25:25) a un
flujo de 1.0 mL/min durante 15 minutos a través del sistema, una vez terminado el tiempo pase en
el sistema Agua HPLC a un flujo de 1 mL/min durante 10 minutos.

7.4 Mantenimiento preventivo

7.4.1 El mantenimiento preventivo que se realiza al Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion
(HPLC), se lleva a cabo por parte de personal externo calificado dentro de un programa
calendarizado cada 12 meses de acuerdo a la recomendacion del fabricante.

7.4.2 El proveedor emite un reporte por escrito donde registra el mantenimiento que se dio al equipo
y pega etiquetas correspondientes.

7.4.3 Cuando se detecte una falla en cualquiera de los equipos, se debe levantar un reporte de
servicio con el proveedor para que se realice un servicio de mantenimiento correctivo.

7.4.4 Estas actividades de mantenimientos preventivos y correctivos deben ser registrados en las
bitdcoras correspondientes y en las hojas de vida del equipo en servicio.

7.5 Calificacion del equipo

7.5.1 La calificacion que se realiza a los HPLC, se lleva a cabo por parte del personal externo
calificado dentro de un programa calendarizado cada afo.

7.5.2 El proveedor emite un reporte por escrito donde registra la calificacion realizada al equipo y
pega etiquetas correspondientes a cada equipo, ademas, de registrarse en las bitacoras
correspondientes y en las hojas de vida del equipo en servicio.

7.6 Limpiar el exterior del equipo con un trapo humedecido con agua después de cada uso.

7.7 Almacenar la linea de la fase movil en un envase con agua grado CLAR para evitar que ingrese
aire.

7.8 Cerrar el programa y apagar los equipos y el monitor. Registrar el uso en la bitacora
correspondiente.

Elaboro: Armando Sanchez Machuca Autorizo: QFB. Karina Sanchez Herrera
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DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO.

C

Inicio )

v

Seleccione el equipo cromatografico requerido por el método analitico. Realice la purga de las lineas
de trabajo, del inyector y los lavados y verifique que este en 6ptimas condiciones de trabajo

v

Conecte la columna cromatografica, coloque la fase mdvil y acondicione el
sistema y prepare los estandares y muestras que requieren ser analizadas

y

Accese al sistema ingresando usuario y password y
seleccione el eauipo v provecto a utilizar.

v

Ingrese los datos de su secuencia colocando nimero de lote, nimero de
inyecciones, concentraciones, diluciones, pesos y demas informacién que requiera.

v

Seleccione si la adquisicion de datos sera a través de canales o por sample set e
invecte la secuencia de trabaio.

v

Verifique que los datos estén correctos usando la guia de verificacién e Inicie la
corrida cromatogréfica del sample set

v

Verifique los datos obtenidos y procese para emitir un dictamen de resultados.
Realice la firma electrénica correspondiente y escalelo a revisién y firma.

v

Limpie el equipo y entréguelo en las mismas condiciones en que le fue prestado para
el andlisis al personal asignado.

v

El personal asignado debe estar atento que el equipo se encuentre en todo momento
limpio, en 6ptimas condiciones de trabajo y con los servicios de mantenimiento y
calificacion vigentes y programados conforme a los programas.

v

C

"
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1. Objetivo:

Contar con un procedimiento que permita la correcta operacion, limpieza, mantenimiento y calificacion de
los Cromatégrafos de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) Knauer Chanc€.

2. Alcance

Aplica al Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) Knauer Chanc€ ubicado en el
laboratorio G-102 de la universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco.

3. Politica

Cumplir con las buenas practicas de laboratorio y con la NOM-059-SSA1-2015 en lo que respecta
a contar con procedimientos actualizados para el manejo de equipos e instrumentos de
laboratorio.

4. Responsabilidades

4.1 Alumnos: 4.1.1 Dar aviso al profesor o coordinador del laboratorio
cualquier desperfecto o mal funcionamiento del equipo.

4.1.2 Mantener limpio el equipo, para evitar
precipitacién de sales que afecten la operacion de este.

4.1.3 Cumplir con lo establecido en este procedimiento
4.2 Profesor/Laboratorista 4.2.1 Verificar el cumplimiento de este procedimiento y
mantenerlo vigente.

4.2.2 Verificar que los equipos se encuentren en los
programas  de mantenimiento y  calificacion
correspondientes.

4.3 Coordinacion de QFB 4.3.1 Coordinar con el proveedor de servicio los
mantenimientos preventivos y/o correctivos, asi como las
calificaciones.

Elaboré: Armando Sanehez Machuca Autorizo: QFB. Karina Sanchez Herrera
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4.3.2 Asignar un Quimico Administrador para los
equipos.

5. Definiciones:

5.1 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion: Técnica de separacion basada en la
interaccion de una fase estacionaria solida y una fase movil liquida. La separacion se alcanza por
procesos de particion, adsorcién o intercambio ionico, dependiendo del tipo de fase estacionaria
usada.

5.2 Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucién: Es un aparato que consiste en un reservorio
que contiene la fase movil, una bomba que impulsa la fase movil a través del sistema a alta presion,
un inyector para introducir la muestra a la fase moévil, una columna cromatografica, un detector y
un dispositivo de colecta de datos como computadora o integrador.

5.3 Calificacion: Evaluacion de las caracteristicas de los elementos del proceso.

5.4 Mantenimiento Preventivo: Conjunto de acciones que se realizan en los equipos para
mantenerlos en 6ptimas condiciones de uso y asi incrementar el tiempo de vida de los mismos.

5.5 Mantenimiento Correctivo: Conjunto de acciones que se realizan en los equipos para corregir
algtin problema que se haya presentado durante su uso. Este tipo de mantenimiento lo llevara a
cabo personal externo.

5.6 HPLC: Cromatografo de liquidos de alta resolucion, por sus siglas en inglés.
5.7 PDA: Detector de fotodiodos, por sus siglas en inglés.

5.8 CPU: Unidad de procesamiento central, por sus siglas en inglés.

5.9 TUV: Doble ultravioleta, por sus siglas en inglés.

6. Material y equipo

6.1. Material de vidrio perfectamente limpio y seco.
6.2.  Microjeringa

6.3. Jeringa para purga

6.4. Filtros de Nylon de 0.45 ym

Elaboré: Armando/S(ﬁyfrz*Machuca Autorizé: QFB. Karina-Sanchez Herrera
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7. Procedimiento

7.1 Operacion del equipo

7.1.1 Descripcion del equipo:
- Modulo de Separaciones con inyeccion manual modelo Azura.
- Detector Ultravioleta/Visible de longitud de onda fija a 296 nm.

7.1.2 Revise que el equipo se encuentre perfectamente conectado antes de prender cada médulo.

7.1.3 Revise que el equipo asignado para el andlisis se encuentre limpio, sin escurrimientos de
fases, sin desechos en el contenedor, sin residuos en el loop de muestra y con las lineas de uso y
lavado en un solvente organico vigente.

7.1.4 Preparar las soluciones conforme a la monografia, y verificar que se encuentren libres de
particulas extrafias. Lavar la jeringa y enjuagar el loop de inyeccion.

7.1.5 Prepare una mezcla de agua: (metanol ¢ acetonitrilo) en la proporcién que ha especificado el
proveedor Knauer, y/o de acuerdo con lo que sefiale la metodologia analitica, con la finalidad de
evitar precipitacion de sales y lograr un buen lavado del equipo. Transfiérala a un reservorio limpio
e introduzca las lineas correspondientes a los reservorios para realizar el lavado de sellos.

7.1.6 Encender el equipo de cromatografia, el CPU y el monitor del equipo y realizar la purga de
las lineas para evitar burbujas.

7.1.7 Realizar el lavado del inyector y de la jeringa con soluciones afines y que no interfieran con
la fase movil y el analito como se indica a continuacion:

- Abrir el programa Clarity Chrom y dar clic izquierdo en el botén login.

- Abrir la valvula del equipo para liberar la presion y colocar una jeringa sin aguja en la
salida de la purga del equipo.

- Desde el software dirigirse al botén de presion y dar clic en el botén purga, y colocar como
velocidad de flujo 5 mL/min. El equipo comienza la purga.

- Terminada la purga, cerrar la valvula y retirar la jeringa.

7.1.8 Colocar la fase moévil en la linea adecuada e iniciar con flujo de 0.2 y aumentar lentamente
hasta flujo de trabajo (aumentos de flujo de 0.1), dejar acondicionar durante 30 a 45 min o hasta
obtener una linea base estable.
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7.1.9 En caso de detectar que el equipo presenta una falla o no cumple con lo indicado en los
numerales anteriores, reportelo con el profesor o responsable del laboratorio y registre la falla
detectada en la bitacora correspondiente.

7.1.10 NO se debe pasar 100% de solvente organico al detector, sino almacenar en una proporcién
de 90:10 de Agua: Acetonitrilo.

7.1.11 Cargar o crear el método a utilizar e inyectar las soluciones de referencia y de la muestra 'y
registrar los cromatogramas después de cada inyeccion.

7.1.12 Al terminar la secuencia de inyeccion, utilizar un método de lavado adecuado conforme a
la fase movil utilizada durante el analisis.

7.1.13 Un método de lavado adecuado debe eliminar cualquier traza de analito en la columna y
detector, desmontar la columna y almacenar.

7.1.14 Lavar y purgar nuevamente el equipo como se indica en el punto 7.5 en adelante para
asegurar que no hay restos de muestra o algun contaminante que pudiera tapar algun
componente (loop, tuberia, celda de detector, inyector.)

7.1.15 en caso de presién elevada o que se detecte que el equipo se encuentra tapado se puede
lavar con una solucion de acido clorhidrico al 10% en agua grado HPLC, sin columna conectada.

7.2 Procesamiento de muestras

7.2.1 Abrir los resultados dentro del software y procesar los picos de valle a valle, calcular el
recobro de los dos estandares y la cantidad de analito en la muestra de acuerdo con la formula
indicada en la monografia.

7.2.3 Indicar la concentracion de los estandares considerando la pureza indicada en la etiqueta.
7.3 Lavado mensual

7.3.1 Realice el lavado mensual del equipo y registrar la actividad en la bitacora de uso.

7.3.2 Conectar la tuberia que va a la columna cromatogréafica con la tuberia de entrada del detector
con un volumen muerto verificando que no fugue al momento de pasarle flujo.

7.3.3 Purgar las lineas con agua grado HPLC y lavar el sistema con agua grado HPLC para remover
la fase movil y los restos de solventes, durante 10 minutos a un flujo de 1 mL/min.
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7.3.4 A las lineas pasar acido acético al 10 %a flujo de 1.0 mL/min durante 15 minutos a través del
sistema y neutralizar pasando en el sistema agua HPLC el tiempo que sea necesario o con
Acetonitrilo: Etanol: Isopropanol y Acido Fosférico al 10% con una proporcion (25:25:25:25) a un
flujo de 1.0 mL/min durante 15 minutos a través del sistema, una vez terminado el tiempo pase en
el sistema Agua HPLC a un flujo de 1 mL/min durante 10 minutos.

7.4 Mantenimiento preventivo

7.4.1 El mantenimiento preventivo que se realiza al Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucion
(HPLC), se lleva a cabo por parte de personal externo calificado dentro de un programa
calendarizado cada 12 meses de acuerdo a la recomendacion del fabricante.

7.4.2 El proveedor emite un reporte por escrito donde registra el mantenimiento que se dio al equipo
y pega etiquetas correspondientes.

7.4.3 Cuando se detecte una falla en cualquiera de los equipos, se debe levantar un reporte de
servicio con el proveedor para que se realice un servicio de mantenimiento correctivo.

7.4.4 Estas actividades de mantenimientos preventivos y correctivos deben ser registrados en las
bitacoras correspondientes y en las hojas de vida del equipo en servicio.

7.5 Calificacién del equipo

7.5.1 La calificacion que se realiza a los HPLC, se lleva a cabo por parte del personal externo
calificado dentro de un programa calendarizado cada afio.

7.5.2 El proveedor emite un reporte por escrito donde registra la calificacion realizada al equipo y
pega etiquetas correspondientes a cada equipo, ademas, de registrarse en las bitacoras
correspondientes y en las hojas de vida del equipo en servicio.

7.6 Limpiar el exterior del equipo con un trapo humedecido con agua después de cada uso.

7.7 Almacenar la linea de la fase mévil en un envase con agua grado CLAR para evitar que ingrese
aire.

7.8 Cerrar el programa y apagar los equipos y el monitor. Registrar el uso en la bitacora
correspondiente.
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DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO.
< Inicio D
Seleccione el equipo cromatografico requerido por el método analitico. Realice la purga de las lineas
de trabajo, del inyector y los lavados y verifique que este en optimas condiciones de trabajo
Conecte la columna cromatografica, coloque la fase mévil y acondicione el
sistema y prepare los estandares y muestras que requieren ser analizadas
Accese al sistema ingresando usuario y password y
seleccione el equipo v proyecto a utilizar.
Ingrese los datos de su secuencia colocando nimero de lote, nimero de
inyecciones, concentraciones, diluciones, pesos y demas informacion que requiera.
Seleccione si la adquisicion de datos seréa a través de canales o por sample set e
invecte la secuencia de trabaijo.
Verifique que los datos estén correctos usando la guia de verificacion e Inicie la
corrida cromatogréafica del sample set
Verifique los datos obtenidos y procese para emitir un dictamen de resultados.
Realice la firma electronica correspondiente y escalelo a revision y firma.
Limpie el equipo y entréguelo en las mismas condiciones en que le fue prestado para
el andlisis al personal asignado.
El personal asignado debe estar atento que el equipo se encuentre en todo momento
limpio, en dptimas condiciones de trabajo y con los servicios de mantenimiento y
calificacion vigentes y programados conforme a los programas.
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