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i Objetivo general.

El objetivo de este documcmo cs proponcr ¥ documentar una serie de puntos criticos en forma de
tablas que p | ser como una herramicenta de apoyo en ¢l dcsarrollo de
procedi de t i de laboratorio en los si Y pr de ion de
Cromatografia de Liquidos dc Alta Resolucidon (CLAR, o HPLC dc sus siglas en inglés) para con
¢stos formar ¢l Manual de Bucnas Practicas de Lab srio de Cr afia de Liquidos de Ala
Resolucion.

ii. Objetivos particulares.

1) Dar a conocer y documentar puntos criticos de los sistemas y métodos de medicién par
cromatografia de liquidos que han surgido de la experiencia en los laboratorios de CENAM y cn la
de otros grupos o instituciones, asi como de revision bibliografica (1,2,3,4.5.6,7,10,11,12,21.22]).

2) Proporcionar la informacién bisica sobre cromatografia de liquidos junto con tablas de puntos
criticos que pucdan ecmplearse de apoyo cn cl desarrollo de ¢l Manual de Buenas Pricticas de
Laboratorio en los Laboratorios de Cromatografia de Liquidos.

3) Anexar como ¢j los de ido. partes del Manual de BPL en el Laboratorio de
Cromatografia de Liquidos del Centro Nacional de Metrologia (CENAM).
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iii. Abrevinturas.

ABS Absorbancia.
AEPT Altura Equivalente a un Plato Teérico.

W Ancho de base del pico b.

BPL Buenas Pricticas de Laboratorio.

cDB Calorimetro Diferencial de Barrido.

cm Centimetro.

CENAM Centro Nacional de Metrologia.

K Coeficiente de distribucién o de reparto.

cG Cromatégrafo de Gascs,

CcL Cromatografo de Liquidos.

CLAR Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién.
EM Espectrometro de Masas.

EE Estandar Externo.

El Estindar Interno.

°C Grados Celsius.

e Gramo.

h Hora,

= Tgual.

ke Kilogramo.

L Litro.

pH Logaritmo negativo de Ia actividad del i6n hidrégeno.
A Longitud de onda.

+ Mas.

E3 Mais-menos.

MR Material de Referencia.

MRC Material de Referencia Certificado,

MRS Material de Referencia Secundario.

- Mcnos.

m Metro.

He Microgramos.

uL Microlitros

us Microsiemens.

mg Miligramo.

mL Mililitro.

min. Minuto.

am Nanémctro.

N Normal; después de un namero, expresa -acién en Normalidad .
N Namero de platos tedricos.

x Por.

% Por ciento.

R Resolucién. ) -
Kk R ion o factor de idad

a Sclectividad.

PCB Siglas del idioma inglés de Bifenilos Policlorados.

HPLC Siglas del idioma inglés de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién.,
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PAH Siglas del idioma inglés de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos.
%, Tiempo de retencion.

1, Tiempo de retencion ajustado.

1o Tiempo muerto.

uv Ultra-Violew.

Uuv-vis Ultra Violeta-Visible.

vi. Glesario.

Analito.~ 1s6topo (s), elemento (s) o compuesto(s) quimicos a ser caracterizados y cuantificados en
una muestra.

Cualibracién analitica.- Procedi

no o para determinar la relacion entre Ja respuesta de
un instrumento y una cantidad de referencia a ser medida, donde dicha referencia es una cantidad
conocida de un analito especifico en una matriz especifica. La respuesta del instrumento es medida
en muestras de calibraciéon con un contenido de analito conocido. que cubren ¢l intervalo de
dici Parata 3 ciOn entre la respuesta medida y los valores de retercncia del contenido
de analito, se derivan los parametros de la curva de respuesta o curva de calibracion (ej. pendiente
e intereepeion de una linea recta), incluyendo la incertidumbre de estos parametros. El contenido del
analito en una muestra desconocida pucde ser predicho de la medicion de su respuesta y 1a
incertidumbre pucde ser calculada de la incertidumbre de 1a medicion de su respuesta y de la
incertidumbre de fos pariametros de la curva de respucsta.

Calibracion metroldgica.- Procedimiento empleado para determinar la incertidumbre de un
candidato a método analitico, vn donde ¢l método es aplicado a muestras apropiadas de referencia.
Los resultados son compirados con el valor de referencia atribuido a las muestras de referencia. De
una manera alternativa el método candidato y un método de referencia son aplicados en paralelo a
muestras apropiadas. Los resultados del méiodo candidato son comparados con los del método de
referencia. Primero, se com an los resultados y los valores de referencia correspondientes,
tomando en cuenta las incertidumbres relevantes. Segundo, si Ja desviaciéon encontrada es

significativa, s¢ deriva una correccion de desviacion para el intervalo especifico de medicion.
Tercera, la incertidumbre de los 1

uliados de futuras mediciones. incluyendo la correccion de
desviacion, se calcula por combinacion de dos contribuciones: Ja incertidumbre de los resultados de
mediciones sin corregir y 1a incertidumbre de {a correccion

Corrosion.- Reaccion quimica o clectroquimica entre un metal y su medio ambiente.

Cromatografia.- Método de separacion fisi

cil o quimica de una mezcla de solutos, usando un
disolvente, conocido comeo tase maovil y un medio separador, conocido como fase estacionaria.

Deriva de linca base (del idioma inglés Drift).-Desviacion gradual de fa linca base en un periodo de
ticmpo determinado, debida al ruido clectronico del equipo, condi

1cs ambi les y condi
de analisis.

Disalucion.- Mczeln homogénea de particulas en una fase dispersa, formada por diferentes
componentes, que pucden separarse de clia por métodos fisicos pero su apariencia es totalmente
uniforme. El componente que esta en exceso se conoce como disolvente. El componente o los

a
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wtran en menor proporcion se llaman solutos (ver referencia 8).

compc que se encl
Disolvente de alta o mas alta fucrza de elusion.- Sc reficere al disolvente con que la columna se puede
lavar para climinar los posibles analitos retenidos con el tiempo y liberar los sitios activos que ellos
ocupan, que la fase movil en uso no tiene la “fuerza® (afinidad) para hacerlo. Asi, el disolvente de
alta fuereza de elusion se clige de acuerdo a las ca isticas de la col 1a y debe de tener mayor
afinidad por los analitos que la propia columna.

Estandar interno.- Un material (generalmente compucsto quimico pure) presente en o adicionado
a muestras en cantidad conocida que sirve como referencia de medicion.

po de separacién cromatogrifica cn donde la fase estacionaria es un

Intercambio iénico.-
intercambiador idnico.

Imtercambiador ionico.- Material capaz de cambiar reversiblemente iones cargados.

Linea base.- Grafica obtenida de la sefial que emite un detector cuando se Ie hace pasar por un
periodo de tiempo determinado s6lo la fase mavil bajo las condiciones de andlisis.

Marriz.- Se refiere a todos los componentes de Ia muestra excepto ¢l analito o los analitos de interés.

ion de componentes de una por afinidad q

Particion.- En cr afia, es la
o fisica en dos fases (fase mévil y fasc estacionaria).

Polaridad de la fuse mévil.~ Caracteristica fsn:oqmmlca del disolvente empleado como fase mévil,

dada por la 6n de moldécul iadas cn iones con carga cléctrica y la
clectronegatividad de los mismos.

los r Itados analiticos del

Puntos criticos.- Aspectos que afectan directa o indir
laboratorio.

Ruide.- Scial eléctrica adicional que afecta la linea base.
Sistema isacrditico.- Es aquel equipo de cromatografia de liquidos, donde la bomba manticne
constante la composicion de la fase moévil durante el andlisis.

fia de liquid, donde la bomba permite variar

Sisterna de gradiente.- Es aquel equipo de crom
la composicion de la fase moévil durante ¢l analisis.

Spike.~ Cantidad conocida de analito que se adiciona a una muestra como referencia de medicién.

es

Verificacion.- Proceso que tiene como objetivo examinar si un Itado de med
con el valor de referencia correspondiente, & la diferencia obscrvada se le realiza una prueba de

significancia contra la incertidumbre relevante, tipicamente corresponde una combinacién de las
incertidumbres en los resultados de la medicion y con el valor de referencia. Usando pruebas
estadisticas apropiadas, esta prueba de significancia pucde ser organizada como de un solo nivel o

multiniveles.
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1. Introducciin.

Las buenas pricticas de laboratorio (BPL.) cubren aspectos del trabajo duno cn el laboratorio que
deben documentarse y habilitarse formalmente ya que en matltiples 3 es son determi en
los resultados finales del analisis. El contenido de las BPL debe claborarse por ¢l propio personal
y esta informacién deberd optimizarse, especificarse y detallarse en las operaciones criticas. Un
comite interdiciplinario pucde identificar las operaciones que afecten directa o indirectamente la
exactitud y su influencia en la desviacién de los resultados del trabajo hecho en el laboratorio y
desarrollar Jos documentos de las BPL. Tales factores pueden ser clasificados como aquellos
inherentes a la metodologia y aquellos resultantes de como se aplica ésta. Los inherentes a la
metodologia solo pucden mejorarse por medio de la investigacion y ¢l desarrollo, en cambio los
resultantes de cémo se aplica sc pueden miejorar y controlar paso a paso mejorando las priacticas de
laboratorio. Las BPL son independientes de las téenicas usadas y conducen aspectos tales como
mantenimiento de la infraestructura, registros, mancjo y disposicién de muestras, control de reactivos
y limpieza del material de vidrio del laboratorio. Es importante seflalar que las BPL deben
examinarse periddicamente para mantener su credibilidad {14,15].

La docurn ion y ¢ ion de las BPL se consideran como parte del Sistema de Calidad del
laboratorio, su desarrollo y aplicacién depende de la experiencia del analista, su contenido puede
variar de manera significativa de acuerdo al tema a tratar y los p que se sugi deben
son:
BPL N,.
Titulo
Objetivo

Campo de aplicacién
Alcance y uso
Procedimiento

Referencias
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2. Sistema Instrumental.

2.1 Generalidades del sistema cromatogrifico.

La cromatografia es un méiodo fisico dL separaclon encl que los componentes se distribuyen entre

dos fases; una de ellas es un techo io (fase ia) y la otra se mueve por percolaciéon
a través del lecho estacionario (fase movil) [1,14]. .

Los procesos cromatogrificos se pueden clasificar en funcignde la ] de la fase i ia, ©

figura 1.1 y de una manera global como se muestra en la figura 1.2 [9].

Cromatografia

T > (o g

ADS&RCION I"/\RITICIL')N

Fase mavil
gaseosa

Fasc mévil
gaseosa

Fase movil Fase moévil

Hquida

liguida

c"'m‘""’"""”’ C"‘"“-'""B"a"ﬂ Crumamgmn,-. Cromatografia
Hyuido-liguido gas-liquido

Figura 1.1 Clasificacién de fa cromatografia cn funcién a la natursleza de Ja fuse estacionaria
Gas-solido
Gasaosa
Gas-liquido

Liquido-solido

Cromatogratia Liquido-liquido

Encolumna De fase ligada
De intercambio i6nico
Liquida De exclusitn molesutar
En papel
Ptanar { En capa delgada

Figura 1.2 Ciasificacién glodal
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Los 5|slemas de cromatografia de liquidos se considera como un conjunto de partes o médulos y su

ién general e sigue un diagrama como ¢l que se representa en la figura 2, existen
sistemas cnsnmblados asf desde su fabricacion. Una vez conformado e mslulado un sistem;
debe de caructerizar, oplum/nr y estabilizar antes de realizar un ali o o se
uno o mas moédulos del se da imicnto al equipo, se monta un nuevo método
cromatogrifico o si ¢l cquipo dejo de trabajar por mas de dos semanas [5].

Figura. 2 del Sist de Cr: fia de Liquid

C id do asi ¢l égrafo, como un si cc por diferentes médulos, se puede ver
que hay aspectos que pueden afcctar al sistema como un total o a cualquiera de sus componentes,
por lo que :c dcbe considerar esto como base para claborar las BPL. En primer lugar los aspectos
que aplican para el sistema HPLC en su conjunto y posteriormente los casos en los que un factor solo
altera una parte del sistema, entonces, éstos Gltimos solo se deben tomar en cuenta para claborar las
BPL para ese¢ modulo en especifico. Por esta razén en éste manual en primer instancia se tratarin los
aspcctos (puntos criticos) que aplican para el sistema en gencral, posteriormente los que afectan cada
mddulo por scparado y final los relaci los con ¢l anilisis, que corresponde a aspectos
relacionados con la preparacion de curvas de calibracion y preparacién de muestras. Estos aspectos
© puntos criticos sc identifican y relacionan a manera de tablas para cada tema, para que a partir de
ellos sc elabore la BPL que permitira prevenir o evitar Jos problemas previstos en dichas tablas y
mecjorar o asegurar [a calidad de los resultados analiticos. Por cada punto critico se puede documentar
una BPL. aunque existen casos que dependiendo del eriterio del analista se podrin abarcar dos o mns
puntos criticos en una misma i

BPL. Para efectos didicticos en este do se da un cje
(ANEXOS | al 14) en cada seccion de la redaccidon de una BPL.




Buenas Prdcticas de Laboratorio en Cromatografia de Liquidos

2.1.1 Puntos criticos dcl sistema cromatogrsifico.

Latablal i losy criticos corr sctos que al de i
general y se toma como referencia para rv.ahzxr las BI’L rgfcn.nl-..s al Sistema Cromatografico

‘Tabla 1. Puntos criticos de un sistema cromatogriifico.

Punto Critico Problema(s) Posible BPL que previcsic o evita que se presente
el o los problema(s)

1.Limpieza. -Aumento -Lavado g { del si cr Alico
paulatino de
presion debido a
obstruccién total
o parcial del
sistema.

2.Funcionamiento. | -Fallas técni -Pr ¥ ¢j ion del

preventivo del equipo.

-Verificar que la fuente de poder éste dentro del
intervalo de trabajo del equipo.

-Registrar ¢l funcionamiento, en forma de cartas de
operacién del equipo en gencral y de los médulos
por separados, o una biticora para ¢l sistema en
general con divisiones por modulo. Los registros se
dcben revisar, antes de usar ¢l equipo, cuando
existen mas de un operador; si ¢s un solo operador
lo debe hacer, dependiendo de la carga de trabajo,
periddicamente(diario, cada tercer dia, semanal o
T 1). Adici ) cn bos casos cada vez
que sc requicra por causas fortuitas. En casos de
sospcch.:r de alguna poslblc anomalia, atenderia.

do el imiento de inmediato en los
casos en que el operador no lo puede hacer.
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Del punto critico "Limpicza” sc clabora la BPL correspondiente (ANEXO 1), que aplica
especificamente al cqmpo de HPLC con que cuenta CENAM. El formato que se emplea, solo es un
ble de dis: su propio formato, los puntos siguicntes

cjemplo, la cmpresn o ion es resp
son los que bisi debe {1s).

1. Nombre de la empresa o institucion,

2. Area, departamento o division.

' 3. Clave de identifi i6n y nu ivo, proporcionado por el Si: de A
de Calidad de la cmpresa o institucién, quien debe controlar el niimero de copias de cada documento.

4. Titulo general.
5. Subtitulos.
6. Objetivo o introduccién.

7. Campo de aplicacién o alcance.

8. y

9. Desarrollo o procedimicntos.

10. Referencias.
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2.2 Entrega de disolventes (bombas).
Para el caso de la entrega de disolventes se ticnen tres partes nmponamcs a considerar que son:

-la interaccién entre los disolventes y contenedores,
-de los disolventes por si solos,
-y la bomba que los provee (5,6].

2.2.1 Puntos criticos en la interaccién entre disolventes y contenedores.

En la tabla 2, se listan los puntos criticos mas sobresalientes que se deben en la
de disolventes (fase mévil) y los contencdores adecuados. Esta se refiere a las caracteristicas y
condiciones quc tanto en los disolventes como en los comcncdores para un andlisis cspccil‘co s

pueden cuidar para aumentar la reproducibilidad, pr ion y e itud de los
[1.3,5,14,17).
Tabla 2. Puntos criticos ¢n la interncciéon entre los disolventes ¥ contencdores.

Puntos criticos Problema(s) Posible BPL que previcne o
cvita que sc presente cl o los
problema(s)

1.Fases moviles. -Cambio de concentracion de -Boca del contencdor del menor
disolventes para el caso de didametro posible.
mezclas, cuando la volatilidad -Emplecar tapones de los
de alguno de cllos es mayor que | contenedores disefiados para
la de los otros. que cl orificio donde se inserta
-Si existen impurezas, sc la tuberia selle a la misma.

concentran y pucden dar
interfercncias mayorcs.

2.Heterogeneidad de los | -Cambios en los tiempos de -Si es un analisis rutinario se
disolventes. retencion cuando la fase mévil pucde pl como 3
se renucva, el envase original dcl

disolvente.

-En caso de ser necesario, tratar
de emplear ¢l mismo lote, hasta
donde sea posible.

3. Contencdor. -Contaminacion de la fase mévil | -Analisis de polimeros-No usar
por cl material de fabri i6 dores de plisti
del contencdor. -Anilisis de iones metalicos-No

usar contenedores de vidrio.

i

e s SV e a1
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4.Disolventes sensibles
alaluz

-Degradacion del disolvente,
cambios en la concentracién en
el caso de mezclas,

~Para todos Jos disolventes que
vienen protegidos de la luz, usar
su propio contenedor si ¢s
posible o en su defecto proteger
cl contenedor; se¢ puede emplear
un plistico obscuro o papel
aluminio.

2.2.2 Puntos criticos de los disolventes por si solos.
Los puntos criticos que se deben considerar cn los disolventes por si solos, se refiere a que el
solvente que se emplee en el andlisis debe cumplir ciertas
resultados y los puntos que se deben de considerar corresponden a Ja tabla 3[1,2,4,13).

‘Tabla 3. Puntos criticos de los disolventcs.

isticas para ob mejores

Puntos criticos

Problema(s)

Posibles BPL que previenc o
evita que se presente cl o los
problema(s)

1.Los disolventes
usados como fase
movil.

-Dafos a columnas.

-La pureza debe ser grado
HPLC o no menor del 99%.
-Inyectar ¢l disolvente puro para
verificar que no interfiera.
-Filtrar y degasificar los
disolventes antes de usarse y
usar filtros en linea.

-Lavar los filtros de acero
inoxidable o de teflén de la
linea de entrada de los
disolventes o cambiarlos
frecuentemente si se ticnen en
linea,

2.Solubilidad dc 1a
mucstra en Ia fase
movil,

-Tuberias y/o columnas tapadas
por precipitacion de la muestra.

-Hacer prucbas de solubilidad
de la muestra previas al anilisis.

-M as No 1 i por lo

3.Disedio del mdétod:

tanto hay separacioncs pobres.
-Muestras retenidas
excesivamente, y cn
consecuencia tiempos de
andlisis muy largos.

-Prucbas previas con disolventes
puros.

-Meczcla de disolventes para
lograr separaciones con factor
de capacidad entre 1 y 10,

-Intentar gradientes de clusién.
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4.Desgasificacion.

-Tiempos de reteneion
modificados por cambios en la
presion.

-Seiial de ruido proveniente del
detector, seiiales confusas
-Columnas sensibles al oxigeno,
como NH; & NH,.

-Desgasificar con gas inerte a
flujo y presién constante sobre
todo en bombas reciprocantes.

S5.Campatible con el
detector.

-Problemas en la linca base
debido a la sefial Ia fase moévil,
sobre todo en gradicntes.

-Seleccionar disolventes que no
den seflal del 10 % de la escala
a las condiciones de trabajo en
el detector.

6.Viscosidad alta.

-Presion alta,
-Picos coleados.

-Aumentar la temperatura,
provoca disminucién de la
viscosidad, de Ja presién y
mayor solubilidad del analito en
el solvente por lo que
disminuyen los tiempos de
retencion.

Durante el proceso de optimizacién de un método, ¢l analista debe preguntar para cada uno de los

factores criticos, como esta éste interfiriendo en sus

evaluar ¢l factor,

para re la preg s p

un experi o espccifico por factor (cjemplo 1), para evitar que la

variacién de resultados esté dada por mas de un factor critico. En basc al anilisis de Jos datos ver

como afecta el resultado, obtener el punto éptimo para cada factor y d.

en particular.

En métod ya

1o para ese

blccidos solo se deben evaluar cuando sc sospecha de un

b 4
problema especifico a excepeidn de actividades rutinarias como degasificacién, filtracién, tapar bien
los contenedores y cubrirlos de la luz, cte.

Ejemplo nimero. 1:

Disciio de un experi

i en la fase mévil

si

para
que interfieran en ¢l andlisis y en base a los resultados decidir si se dcbe describir la BPL

correspondicnte

Facror a evaluar:

Si existen impurezas que eluyan al
interés.

i de ién que de

de Andlisis son:

Suponiendo gue las Ce
Gradicnte:

Tiempo (min) %A %B -
o 70 30
15 60 40
17 20° 80

20 o 100
30 70 100
40 70 . 30
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endonde :

%A = porcentaje del disolvente A

%B = porcentaje del disolvente B

Tiempo (min) = s el tiempo a que se mantendrd la mezcla

Procedimiento.

a) Pureza det disolvente A: Inyectar 3 muestras mdcpcndlemcs del dnsolvenle A puro.
Observar si existe algun pico que cluya al mi: de 61
del analito de interés, si es asi, medir el drea y oblcner 1a desviacién

. estiandar

b) Purcza del disolvente B:  Iny 3 independi del disolvente B puro.
Observar si existe algun pico que cluya al mismo tiecmpo de retencién
del analito de interés, si es asi, medir cl dreca y obtener la desviacién
estindar

<) Composicién de la Iny 3 muestras independientes de la la 70/30.
Inyecctar 3 as independi de la mezcla 20/80
Observar si existe algan pico que eluya al mismo tiempo de retencion
del analito de interés, si es asi, medir ¢ drea y obtener la desviaciéon
estandar

En basc a los resultados adquiridos proponer la ion y clab la correspondi BPL para esc

método en especifico.

s iendo que exi picos pr i de impurezas en cualquiera de los disolventes (A, B o

mczclas) se dcbe proceder a:
-veri ficar que se esta cumpliendo con las BPL "Los disolventes usados como fase mévil.”, que se
debe elaborar a partir del punto critico niimero uno de la Tabla 3, donde su contenido basicamente
corresponde a la tercera columna de esc punto "Posibles BPL...."
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2.2.3 Puntos criticos en bombuas

1 Lond.

Hay des tipos principales de b cn la entrega de la fase mévil en HPLC que son las
de presion constante y las de flujo constante:

-las de presidén constante, basadas en ¢l empuje constante que ¢jerce un gas sobre la fase movil
haciéndola pasar por la columna, por lo que ¢l flujo de la fase maovil depende de la resistencia que
a su paso opone la columna.

-las de flujo constante, varian su presiéon para al un flujo d inado (éstas son las mds
empleadas)
Ambas a su vez tienen modalidades que se i en la Tabla 4 [7,15].
Tabla 4. Tipos de bombas.
Dec presién constante De presién directa mediante un gas
(actualmente cn desuso) De intensificador neumético

De intensificador hidriulico

: De pistén o diafragma
De flujo constante De pistén reciprocante
De jeringa o desplazamicento
continuo

Indcpcndlememenlc del tipo de bomba que se trate, las BPL para las bombas (tabla 5) deben de
ca cld de la bomba y prevencién de la corrosién del sistema de bombeo
(cabezales, pistonesy valvulas "check”) [5,13,16,17].

A partir del punto critico niimero uno de la tabla 5 "Reproducibilidad del flujo”, se realizé la BPL
que corresponde al ANEXO 2, la cual permite evaluar 1a reproducibilidad del flujo que proporciona
la bomba, asi como su buen funcionamicnto. La nmpormncla dc esta BPL radica en que cuando se
ticnen problemas en la reproducibilidad de r 1§ pr 1 en tiempos de retencion y
drecas (cn los casos que no se utilice estindar interno) se pucde saber inmediatamente si 1a causa es
¢l sistema de bombeo y también es un pardmetro que indica estabilidad del equipo.
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Tabla 5. Puntos criticos en bombas,

Puntos criticos

Problema

Posible BPL que previenc o evita que
sc prescnte ¢l o los problema(s)

1.Reproducibilidad
del Flujo.

-Variaciones en los tiempos
de retencion.

-Sc debe verificar la velocidad de MMujo
cuando se iende Ia bomba o o
se cambia el tipo de disolvente

2.Linea base.

-Linea basec con
fluctuaciones por

pulsaciones:
Linca base:
normal

con fluciusciancs?

-Purgar adecuadamenie la bomba..
-Evitar quc la bomba trabaje con los
contenedores con poco disolvente o sin
disolvente.

-Evilar mezclar disolventes que no son
miscibles tanto en ¢! lavado como
cuando se trabaja con sistema de
gradiente.

-Usar atenuadores de pulsos como:

a) Colocar una seccién larga de tubo (6
m de largo por | mm de didmetro)
entre la bomba y la camara de
inyecccién; éste tubo capilar se deja
flotar libremente y asi absorbe las
pulsaciones producidas por la bomba.
b) Entubados de Bourdon.

¢) Columna rellena de pequeiios
cristalcs,

3.Cabezales.

-Sellos dcl pistén daiiados.
-Pistén dafado.
-Vilvulas "check" dafiadas.

-Depende del disefio de eada equipo, en
su mayoria estos problemas se pucden
prevenir:
-Con ¢l proceso del lavado del sistema
cromatogrifico.
-En los sistemas que cuentan con
tuberia especial para el lavado de
cabezales, no olvidar colocarios cn el

d d do (g 1

agua).

16
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2.3 Introduccién de muestras (inyectores).

El objetivo de los inycctores ¢s introducir la muestra en la columna sin pérd:dn de presién para no
alterar el "flujo constante” y no dafar el T de la col cuatro tipos de inyeccién
basicamente:

En septum de alta presion.
Parando el flujo.

Por loop.

Por jeringa-loop.

La inyeccién por jeringa-loop o vilvulas inyectoras (figura 3) es la que ha alcanzado mayor
popularidad debido a su versatilidad, ficil operacion y durabilidad. Estas vilvulas se diseilan para
resistir presiones altas y sc fabrican solo de material inerte como acero inoxidable y de teflién.
L.os inyectores automaticos utilizan loop-microjeringas que se¢ pucden programar desde 0.5 hasta 500
nL, de muestra [5.6,7,8].

Figura 3. Valvula inyectora (jeringa-ioop); A. Toma de la . 8. I 36N de la
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2.3.1 Punto criticos en la introduccién de muecstras (inyectores).

La inyeccién es muy importante para ob resultados v

esto ¢s, que el volumen inyecltado

comresponda al que se esta tomando cn cuenta cn los cdlculos, sobre tado cuando se trabaja con
curvas de calibracion con estiandar externo. La reproducibilidad del volumen de inyeccién depende
en gran medida del nnahsln para cl caso de iny

odela

lid:

dan

quc se deben considerar se mencionan con la tabla 6 [2,3,16,17]).

i del autoinyector (que

dos que la mano humana). Los puntos criticos mas sobresalientes

Tabla 6. Puntos Criticos cn Inycctores.

Puntos criticos Problemas(s) Posible BPL quc previcne o
evita que se presente ¢l o los
problema(s)

1.Vol de iny: i -Variaci cnelv -Verificar el volumen de
inyectado. inyeccién programado.

-Colocar suficiente volumen de
muestra en el vial.

-No colocar mucstras muy
viscosas.

-Variacién evidente cn el
tamaiio de los picos.

-Ascgurarse de no crear vacios
en el vial.

-Fugas de liquido.

~Verificar si la aguja de
inycccion tiene el diametro
apropiado y la punta esta en
buen estado.

-Verificar que cl scllo del puerto
de inyeccidn se encuentre en
buen estado.

-Verificar que ¢l "loop” este
bien concctado.

~Agujas dobladas.

-No colocar septas rigidas en los
viales.

-Verificar que la tapa del vial
esté colocada correctamente,
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2.Inyector obstruido.

-Precipitacion de muestras .

-Lavar el inycctor diariamente
con la fase moévil . cuando
trabaje con disoluciones
amortiguadoras lavarlo con
abundante agua.

-Verificar miscibildad de
muestras con la fase mévil o
disoluciones de lavado
(ANEXO 2).

-Particulas en la muestra.

-Filtrar las muestras antes de
inyectarlas.

-Variaci cn los de

3.Tiempo de r

retencién de los picos debido
a variaciones cn la seial de
arranquc o activacién cn el
inyector.

-Cuando sc da Ia sefial de
activacién de manera manual,
homogeneizar el tiempo que se
toma en dar dicha seiial.

En base a que Ia parte mds importante de los iny
de BPL para éste médulo (ANEXO 3) se describen los cuidados que s dcbgn de tener para asegurar

que ¢l volumen sca correcto.

1y en el ejemp

res es el

i de
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2.4 Columnas.

En todo sistema cromatogrifico, ya sca fase liquida o gaseosa, 1a columna es la base o "alma” del
sistema, debido a que cn ella se lleva acabo la separacién de los componentes de la muestra en
estudio. Consisten en un segmento de tubo de algin material inerte, de diametro uniforme y capaz
de resistir presiones altas, El material mas coman es acero inoxidable. La capacidad de la columna
depende de su longitud, diametro y material de relleno. En general las columnas muy eficaces son
de didmetro pequeiio (3 mm) y cfectian analisis muy ripidos; su capacidad en cambio es limitada
por lo que la muestra debe ser de tamaiio reducido, lo que exige un detector muy sensible. El
empaque debe también scr estable y resistente a altas presiones [1,3,6].

Existen 5 métodos o formas de realizar cromatografia liquida de  alta resolucién, cada uno basado
en los diferentes mecanismos de separacion de los componentes de la muestra, lo que sc logra

un bio de col . por o que es la columna quicn define el tipo de cromatografia [6).

Tipos de Cromatografia:
1.- Adsorcion
2.- Particion.
3.- Intercambio ionico.
4.- Par iénico.
5.- Permeacion en gel o exclusion estérica.

En todos los tipos de cromatografia, la exactitud y precision de los Itad 1 de de la
optimizacién del método de anilisis, dentro del cual una parte primmordial es la opllmlmmén dela

P ion de los comp a 1 para csto se utilizan parimetros que nos dan informacién
sobre la efici ia del funci i de Ia col Las definici ¢l significado y la ecuacién

que describe  estos pariametros se dan a continuacién [7]:

LRSS OO DETEC 108

LYy

Figura, 4. Cromatograma

Tiempo de retencion ( t,).- Tiempo que la muestra permanece dentro de la columna, se mide desde
que la muestra se introduce en ¢l sistema hasta ¢l momento en que se obtiene el punto miximo de
Ia scital o pico (Fig. 4). El tiempo de retencién es caracteristico de la muestra, columna, fase mévil

20
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y temperatura en su conjunto.

Tiempa muerto (1 0 1,).- Es el tiecmpo necesario para eluir un componente no retenido en la columna,
¥y se determina midicndo el tiempo de retencion de la fase mévil en uso.

Tiempo de retencién corregide o real (1,°).- Sc define como cl tiempo que la muestra permanece
retenida en el material de relleno de la columna (fase estacionaria) y se obtienc de la diferencia entre
el tiempo total de peny ia en la col (t) y el tiempo cn que la muestra permanece en la fase
mévil (1,). Es Ia medida del tiempo que la muestra permancece retenida en Ia fase estacionaria.

V=t -t
Ancho de base de las seftales (Wb).- Es la porcion de linea base interceptada por 1
a ambos lados de una seilal cromatografica (pico); asumiendo que la forma de la seilal es gausiana,
este ancho es aproximadamente igual a cuatro veces ¢l valor de o , cs decir la dispersidn dec una
distribuciéon pausiana,

Niimero de platos redricos(N).- Un plato 1eérico es el equilibrio de distribucién de la muestra entre
1a fase mévil y la fase estacionaria; es una medida de la efici ia de la col ¥ los si:
asociados, entre mayor sca ¢l valor de N, mis cficiente serd la columna.

2
N= |(,(.’L_J
W

donde t, y W, se expresan en las mismas unidades (tiecmpo, volumen o distancia).

Altura equivalente a un plato tedrico (AEPT) o de sus siglas en inglés (HETP).- Es la longitud de
columna (L) requerida para obtener un cquilibrio de la muestra entre la fase mévil y la fase
estacionaria. si el valor de AEPT es pequeilo, significa un mayor nimero de platos por unidad de
longitud y, por lo tanto, la columna serd mas cficiente.

L
AEPT ==
N

Coefici de distribuciin o de reparto (K).- Propi d fisica fund. { de cada ia. Es
caracteristico de cada muestra, del sistema de fase mévil asi como de la fase estacionaria y
temperatura. Se expresa de la manera siguiente:

N .

_ (Cantidad—~ de—muestra)/ (mililitro— de—~ fase— i)
(Cantidacd- de— muestra) I {mililitro— de — fase—méovil)

K

Rerwencion o factor de capacidad (k°).- Es una medicion directa de que tan fuerte la muestra
interactiin con la fase estacionaria.

21
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tiempo — en—la — fase —estacionaria

=t
t tiempo — en—la — fase — movil

Rcsoluc:én (R).- La:resolucién s una funcién de la distancia de separacién cntre dos picos
hos son.

enr a quc tan

R=trey "ty _ 2(fqp) — trgay)
OV, + 3,172 W, + 1,

en las

donde: t,,), Ly, Wi, ¥ W, deben ser expr

Selectividad (a) .- Es un numero que describe que tan bien se p dos en
un sistemna cromatogrifico. Valores clevados de a significan chorcs scparncloncs.

ko _ty

ko  lwy

2.4.1 Puntos criticos en columnas y empaqucs

De lo anterior, ¢s claro quc la caracterizacion de la col cs fund: |, y como un punto critico,
sc debe realizar para conocer una columna nueva, y contar con csos datos como punto de rc!’crcm:m
en las sub ioncs asi como para ¢l historial de la mi La BPL corresp
(ANEXO 4) se da como ejs lo. Otros bién importantes son los cuidados de limpicza
(ANEXO 2), al i > ad do, control de P y pH que se mencionan en la tabla
7 [3,5,10,16,17]).
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Taubla 7. Puntos Criticos ¢en Columnas.

Puntos criticos Problema(s)

Posible BPL que previcne o evita que se
presente ¢l o los problema(s)

1.Eficiencia -Pérdida de

cficiencia.

-Sicmpre que se adquiera una columna nueva
se deben evaluar los parametros N K. Ry a
con los que se¢ puede llevar un control de vida
de la columna.

-Es recomendable tener una carpeta de control
o bitidcora con ¢l historial de cada columna.
-Cuando se tenga pérdida cn la eficiencia de la
columna esta debe ser regeneradas, reemplazar
los filtros y comprobar su eficiencia
caracterizidndola (N. k°, Ry «).

Col d d

1 ionar ad 1 las condi

trabajo, en base a las indicaciones del
proveedor.

-Evitar disminuir o av br el
flujo cuando 1a columna csté conectada para
evitar cambios bruscos de presion.

-Evitar disolventes que reaccionen con la
columna (que sangren la columna).

2.Temp ~Variaci en los
ticmpos de i6n

-Controlar 1a temperatura con la mayor

y afinidad entre
analito y columna .
-Formas de los picos.

precisio ible dentro de los limites, puede
ser con b:\no recirculador de agua u horno de
resistencia eléctrica.

-Disminucion de la
cficiencia de la
columnas por altas

-Seguir las indicaciones del proveedor, por
cjemplo: -columnas con base de silica no se
dcbun calcmar por arriba de 60 °C asi como

P

de de particulas
pcqucﬂos debido a que pierden cficiencia (N)
hasta en un 50 % cuando se calientan a
temperaturas altas; para tamafos de particula
de 3 p se degradan con temperatura por arriba
de 40 °C.

3.Coneccitén -Fugas.

-Verificar que las tuercas o ferrul no estén
mal apretadas.

-Verificar que ¢l filtro sea el adecuado.
-Vcrificar que la columna no este tapada por
objetos extrafios.

Verificar que ¢l diametro de las tuberias sea el
correcto.
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4.C 16 ~-Col -Usar filtros y guarda columnas en linea.
obstruidas. -Filtrar y limpiar hasta donde sea posible
-Presion alta, muestras sucias.
~Picos ft -Cambiar los filtros fr
-Picos colcados. -Lavar la columna frecuentemente con un
disolvente fuerte.
5.Al i -Crecimi Almuacenar las columnas después de lavarlas,
bacteriano en disolucion de algin disolvente orgiénico con
agua cn una proporcién 2:8, como por ejemplo
r 1 ctonitrilo, ete. pto para
columnas de permeacion en gel que se deben
e al en disoluci amortiguad.
con 0.1% de azida.
-Ver las recomendaciones del fabricante.
-Ascgurarse de colocar bien los tapones en los
extremos de la columnas antes de almacenarla.
6.pH -Cambios en la forma | -Para empaques de fase unida, donde la base es

de los picos.
-Degradacién de
columnas.

~-Decrece ¢l tiempo de
retencién en
compucstos no
bdsicos y aumenta cl
tiempo de retencién
para compuestos
basicos

silica, usar fases moviles con pHentre 2.5y 7.
Usar precolumnas con el mismo empaque o de
silica.

24
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2.5 Detectores

El detector funciona como ¢] "ojo” del si: de¢ cromatografia de liquidos, su funcién es traducir
un cambio de la concentracion de la muestra (que eluye de la columna) en una scilal eléctrica que
se registra por el pr dor. Existen dife tipos, el nombre de los cuales proviene de la forma

en que detectan la muestra, los mas conocidos son:

UV-Visible

Fluorescencin

indice de refraccion

Conductividad

Electroquimico

El UV-Visible, fluorescencia ¢ indice de refr ion, son dete: es étricos, miden cambios en

la absorbancia dptica, i6n de fluor iay bios en el indice de refraccidén de la muestrn

ruspcclivamcnlc El de conductividad y electroquimi miden bi en las isticas

cléclncas de la disolucién. Los resultados se transforman a variaciones de voltaje que se registran
enunp dor (comp jora) o en un integrador/graficador electrénico generando

el cromatograma. Los mas ampliamente usados son el UV-Visible y fluorescencia {7,9,10].

Los principales requerimi para scl i un buen d dependen en gran dida de la
aplicacion, pero lo que se requicre de ¢1 ¢s buen nivel de deteccion (scns:bnhdud). bajo nivel de ruido
¥y linealidad de 1a respucsta [6].
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2.5.1 Punto criticos en Detectorces.

Los problemas que suelen pr

se en los d. es dep

d

del tipo de dctector, pero existen

problemas comuncs como los que se listan en Ja tabla 8. Los pr
generalmente se resuelven con ¢l mantenimiento preventivo del mismo. El ruido en la linca base

es un proble

pro’ del

drea de los picos y en

wiaenlosr

] par i de cada

frecuente, e interfiere de manera directa en el céleulo del
ltados del andlisis; la BPL del ANEXO 5 describe los

cuidados que pueden ayudar a disminuir la seilal de ruido del detector.

‘Tabla 8. Puntos criticos cn detectores.

Puntos criticos

Problema

Posible BPL que previcne o
evita que se presente ¢l o los
problema(s)

1. Ruido.

bl en la integracién por
presencia de seiiales de ruido,

1o que disminuye el nivel de
deteccion.

-Picos fantasmas debido a ruido.

P,
-Pr

-Permitir que sc caliente el

1 por aproximad:

media hora, o una hora para
que alcance su maxima
sensibilidad.

-Control del tiempo de uso de
las ldmparas.

-Contar con una lampara para
repuesto.

-Cambiar la lampara cuando el
tiempo de vida esta por
terminar (2500 horas), limpiar la
superficice de la lampara con
algodén con metanol, no dejar
residuos de grasa, ni de algodén
-Si se¢ cambia la lampara,
calentar una hora.

-Degasificar la fasc mévil.

-Problemas de carga estdtica.

-Conexién adecuada del
detector a tierra.
-Usar tapetes antiestdticos.

2. Linealidad de 1a
respuesta.

~Deriva en la linea base causada
por cl detector, no por un
i : esto sc trad

en la cuantifi.

en

Py

-Control de temperatura del
ambiente.

-Verificar que la fuente de
energia sea adecuada.
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3. Sensibilidad.

-Picos pequeiios en soluciones
con concentruciones altas.

Sel ] d wente los
parametros de trabajo del
detector, cjemplos:

UV-V]S, que la longitud de
onda (A) scala adecuada para el
o los analito(s), ¥ que la fase
moévil no de respuestas allas en
esa A,

Electroquimico, que el electrodo

de trabajo sea el correcto.

4. Contaminacién.

-Interferencias por
conlaminacion en la celda.

-Lavar bien la celda y tuberias
del detector después de cada
jornada de trabajo con
disolvente de alta fuerza de
elusién, no olvidar que cuando
se trabaja con soluciones
amortiguadoras como fase
movil, sc debe lavar con
abundante agua y dejarse en una
disolucion de agua/disolvente
orginico 8:2.

-Generncidn de presién alia
debida a tuberins obstruidas del
detector,: .

-Cuando no se utilicen los
detectores se deben cerrar los
pucrtos de entrada y salida, para
evitar que la celda se seque y se
contaminen las tuberias o ln
misma celda.

5. Fugas.

-Fugas cn Ias conexionces.
~Fugas cn la celda.

-Verificar que los tornillos de
H estén bien col dos y
aprctados.
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3. Curvas de Calibracién

Dentro de los métodos de cuantificacion utilizados en cr fia de liquidos los mis comuncs
son [2,6,7,8.9,10.13]:

a) Porcentajes de drea 0 normalizacion simple de area.

b) Nor izacién de por jes de drea con factor de respuesta.
¢) Estandar externo.

d) Estandar interno.

a) Paorcentajes de drea (%% A) o normalizacidn simple de drea, sc determina como sigue:

ot = (drea L lel — pico)x 100
(drea—toral)
Consideraciones: -Cada ¥ detla origina un pico.
-Que ¢l detector da una misma drea para cada comp de la si
estan p en la mi acién, lo que implica que el

mismo factor de respuesta.
-Que todos los componentes de la muestra eluyen de la columna y deben ser
detectados.

Ventajas: ~-El vol de iny: i6n no ita scr preciso.
-Comparacion directa entre muestras sin tencr que hacer una curva de
calibracién.

‘Tabla 9. Puntos criticos en Ia ifi ién por por jes de sirea o normalizacién simple
de direa.

Puntos criticos. Problema(s). Posible BPL quc previcnc o
evita que sc presente el o los
prablema(s).

1. Consideraciones -Las consideracioncs -No emplear este método

. . 1 no sc i

. ya que no siempre cluyen
todos los compuestos de la
muestra sobre todo cn
muestras de matrices
naturales ¥ ademds, los
detectores generalmente dan
diferentes respucstas para
compucstos diferentes .
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b) Normalizaciin de por

si s¢ suponen 3 componentes, los

yes de drea (%6 A)con factor de respuesia, se caleula{2,7,13):

n o
%a, =S Defa

x 100
= A

de resp sc calcul

C, = Fud,

~i

Cq=C,, =C,, =

Byl Fay = A A i Py oy = Ay 1 4
Fy=dg i,

Fy=da 4,

donde: A, son las dreas obtenidas para €1 de re ia,
C,.. son las concentraciones de cada uno de cllos,
F.. cs el factor de respucsta asignado al der i
Aot €5 (Auy % Fu )+ (Anz X Fod + (A x F. -
Consideraciones: -Sc debe contar con disolucion de referencia () 1 ) que
todos los componentcs a una misma concentracion para calculnr los fncxorcs
dec respucsta de cada uno de cllos.
-Se requicre contar con una disolucion patrén de concentracion conocida del
analito.
-Se debe detinir el factor de respuesta para cada componente.
-Sc considera quc 1a concentracion varia en forma lineal, con pendlcnlc de
uno y ordenada al origen cero.
Vemajas: -La precision de 1ainy ion no i los ltad
-Es un mdétodo simple para obtencr la icién de la cn
porcentaje.
Tabala 10. Puntos criticos en 1a i i6n por nor i i

factor de respucsta .

de porcentajes de firea con

Puntos criticos

Troblema(s) Posiblc BPL que previcne
o evita que s¢ presente ¢l o
1os problema(s).

Consideraciones

El factor respuesta puede variar de d No pl éste métod
a la concentracién de manera lineal, pero
no sicmpre con pendiente uno.

Los métodos por estandar intermo y externo sc ven enlos puntos 3.2 y 3.5 respectivamente.
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3.1 Materiales de referencia ¥y reactivos.

Tipos de reactivos:

En cromatografia de liquidos una parte muy importanie del anilisis es la preparacién de la muestra
para lo cual se requicre €] empleo de disolventes o reactivos de alta purcza, con la finalidad de evitar
impurezas que puedan interferir con los resultados. A continuacién se muestra la manera en que los
reactivos quimicos se clasifican de acuerdo a su pureza [4,15,18].

@& Grado USP: Las sustancias grado USP, son lo suficientemente puras, para pasar las prucbas
prescritas por la farmacopca de los Estados Unidos de Norteamérica, ¥ son convenientes para su

leo en la prod ion de medi 1itos. Pucden contener ciertas impurezas pero estas no son
dc\cclables por los métados descritos en la farmacopea. Estos reactivos en general se consideran

.

P para los trabajos de rutina del laboratorio.

@ Grado Espectroscopico. Son disolventes de purcza especial, adecuados para el trabajo de
Espectrofotometria en la region ultravioleta, infrarrojo, o cercano infrarrojo, asi como en
Espectrofotometria de resonancia magnética nuclear, y fluorometria. Las especificacioncs de estas
sustancias son proporcionadas principalmente en términos de su absorbancia caracteristica,
contenido de agua, y residuos de evaporacion. El principal requisito de un disolvente para este
proposito, ¢s que su absorcion en 1a region de interds, sea lo mas baja posible.

@& Grado Cr <ifico: Estas sus ias presentan un nivel de pureza minimo det 99 + mol %,
determinado por cromatografia de gases. Cada st ia es acomp da de su cr rama,

indicando ¢! tipo de columna utilizada y los paramctros del analisis. E! nivel de impurezas
individuales no debera exceder a 0.2 %.

@ Grado Técnico: Este tipo de sustancias son utilizadas a nivel industrial, y generalmente son
inadecuadas para ¢l trabajo de laboratorio, debido a su gran contenido de impurezas.

@ Grado Prdctico: Estas sustancias también conticnen impurezas, pero son lo suficientemente puros
para la mayoria de las aplicaciones organicas. En genceral el tipo de impurezas que conticnen se
deben a los intermediarios de sintesis.

@ Grado QP: QP, son las siglas de "Quimico Puro”. Su purcza se considera equiparable a las
sustancias quimicas de grado reactivo, ¥ su uso dependera de la aplieacion.

@ Grado Reactivo: En esta clasificacién se incluyen aquellas susiancias que han sido certificadas
para que su nivel de impurezas sea menor al especificado por el comité de Reactivos Analiticos de

1a Sociedad Amcricana de Quimica (American Chemical Society. ACS). Cada frasco se encuentra
identificado con un numcro de lote.
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El agua purificada 1ambién se clasifica de acuerdo al grado de pureza, en tipo 1, tipo Il y tipo 111, sus
usos se¢ dan en la tabla 11[4,15,18]:

Las diferencias en cuanto a los parametros fisicoquimicos sugeridos por diversos organismos
internacionales se proporcionan ¢n la tablas 12.

Tabla 11. Usas de los diferentes tipos de agua.

TIPO DE AGUA UsSoOs

I -Cromatografia liquida de alta resolucion.
-Determinaciones de ultra trazas

11 -Absorcion atémica
-Determinacionces a nivel trazas

m ~Trabajo analitico ordinario.
-Destilaciones simples.
-Dcionizaciones u osmosis inversa.

Tabla 12. Caracteristicas gencerales de los diferentes tipos de agua.

TIPO DE AGUA

PARAMETRO 1 11 1l
pHa 23 °C - hd 5.0-7,5
Conductividad cléctrica uS/m a 25 °C 0.01 0,1 0,5
Materia oxidable (equivalente a mig O,/L) + 0,08 0.4
Absorbancia a 204 nm, con celdade | cm 0,001 0.001 -+
Contenido de SiO, en mg/L 0.01 0.002 ++
Residuos después de la evaporacion + 1,0 2,0
contcnido mg/kg

SE1 Pl tn agua AAMENIC PUEICAIS MO C3ia VCIERNINAD. + No apiica. S*NG caa cApeci feado,

El agua es uno de los disolventes mis utilizados en el laboratorio de er grafia de liquidos, sus

principales usos son como fase movil, preparacién de disoluciones (nmonuguadoras, iénicas),
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extracciones liquido-liquido, en la limpieza del material y lavado del equipo. En todos los casos
sc debe emplear agua tipo ], excepto en las primeras etapas del lavado del material de vidrio

(ANEXO 1) [4,5,6,15,18].

3.1.1 Punto criticos ¢n Reactives.
Los reactivos quimicos es importante que sc elijan de acuerdo a la informacién anterior y a las
criticos a id se listan

necesidades de acuerdo al tipo analisis y método en uso. Los p

en la tabla 13, dc los que sc parte para realizar la BPL del ANEXO 6.

Tabla 13. Puntos criticos en reactivos.

Puntos criticos.

Problema(s).

Pasible BPL que previcne o
evita que se¢ presente cl o los
problema(s).

1.Pureza.

-Picos de impurezas en los
proveni de

reactivos.
-Columnas y/o tuberias
obstruidas y/o contaminadas.

-Seleccionar los reactivos de Ia
mayor pureza disponible, de
preferencia que se especifique
que es grado cromatogrifico o
grado HPLC.

2.Contaminacién.

~Contaminacién por mal manejo
de reactivos.

-Respetar las condiciones de
almacenamicnto.

-Tomar correctamente las
porciones de reactivos.

3.Identificacién.

~Problemas por uso de reactivos
caducados.

-Etiquetar adecuadamente.
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3.1.2 Matceriales de referencia

Tipos de Matceriales de Referencia:

i ek : Es un material o sustancia a la que se le determinan una o mas
propiedades con suficiente exactitud lo cual permite ¢] uso de las mismas para la calibracién de un
aparato, asegurar un método de medicién y/o la comparacién con otros materiales [22].

i srenci erii : Un material de referencia al que una o mas de sus
i Seni b

propiedades han sido certificadas por un pro valido, do o
a un certificado u otra documentacién la cual es avalada por un organismo certificador reconocido

22).

liento

i crencin Secu S). Un marterial de referencia al que una o mas de sus
propiedades han sido determinadas por un procedimicnto técnicamente valido, utilizando un material
de referencia certificado para la comparacion de valores [22].

Algunos de los usos dc los materiales de referencia son {15,22]:

-Confirmar 1a capacidad de un analista para ejecutar ¢l procedimiento.
-Evaluacién de una nueva metodologia de laboratorio (validacién de métodos).
-Calibracién de equipo. Cuyo procedimicento requicra del uso de estos MR,
-Validacién de métodos para uso especifico.

-Establecimiento de la trazabilidad de las mediciones.

-Desarrollo de un matcrial de referencia secundario.

-Desarrolio de protocolos de trazabilidad.

~Ascguramiento de la calidad interna (Intralaboratorio).

-Aseguramiento de la calidad externa (Interlaboratorio).

3.1.4 Puntos criticos para materiales de referencia.

Por ser los MR, Ia base del cileulo de los resultados del anilisis y la incertidumbre relacionada, su
uso y manejo adecuado son de primordial importancia para obtener resultados confiables. Los
principales puntos criticos con respecto a los MR se dan en la tabla 14 los cuales se documentan en

la BPL del ANEXO 7.
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Tabla 14. Puntos criticos para Materiales de Referencia.

Puntos criticos. Problema(s). Posible BPL que previcne
SRR S TSR o evita que sc presente cl o
. . los problema(s).
1 leccion ad 1 -Probl para ob la -Elegir el material de
e

con una

T
incertidumbre menor a la
d da en los resultad
-Elegir el tipo de material
de referencia de acuerdo al
nivel de incertidumbre
deseado.

~Interferencias por efecto de
matriz |

-Seleccionar el material de
refercncia de acuerdo al tipo
de matriz con que se esta
trabajando, hasta donde sea
posible.

2.Uso y manejo

-Problemas en la
preparacion del material de
referencia.

<En ¢l caso de los MRC, ver
la especificaciones para su
uso, almacenamicnto,
cantidad minima a usar asi
como la forma de tratar la
muecstra,
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3.2 Curva de calibracién por cstindar interno (EI).

Generalidades,
Este método cs menos susceptible a crrores lécnlcos, y si es bien clegido el estandar interno
compensa en algunos casos, crrores prod! la prep iéon de la muestra. Consiste cn

a las y a las disoluci and: de lib un de

racion id & interno). La respuesta de cada comp a dife
concentraciones (en ¢l caso de la curva de calit i6n) es comp da con la del estindar interno,
figuras 5 y 6. Y cn cl anilisis de as la P de cada lito es parada con la del
estandar interno [1,3,11].
e LTvP—

Catbadors du moboie

mlcmo (p. p ion de

Figura 'S. Curva de cal
disoluciones estdndares) '
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Yanlin

’jj L,_EJJJﬂ L,— JL,- ﬂ

50 100 150 200

Concentrnciin fugiml)
Figura 6. Curva de calibracién por estindar interno
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3.3 Impaortancia del estdindar interno

En la mayoria de los casos el uso de estindar interno permite {11):

‘-Correccion de volumen, corregir las variacis por vol de iny i

. =Correccion de la recuperacidon en ext iones dircctas Jiquido-liquido, corrige
h 1

pérdidas por derrames, de la fase orgdnica en
extracciones, corrige por solublhdad parcml dc la fase orgdanica en la fasc acuosa,
evaporaciones del disolvente

-Correccion de la recuperacidon en extracciones por Soxhlet, pérdidas por derrames,
evaporacidn de disolventes volstiles.

-Desempeiio de la Columna, monitor de la forma de los picos, drea y tiempo de
retencién en andlisis rutinarios.

-Control de calidad, disminuye los errores relaci dos con la dologi:

-Corrige variaci instr 1

3.4 Caracteristicas del estandar interno.

Un compuesto para poder ser usado como estindar interno dcbe tener la s:gunenlcs cnmcteristlcns

[11]'

.- -Debe ser stabl (a las dicio de alisis), dc nha pureza y dlspomblc
fdcilmcnlc.' . i . SR
-No debe der ic con los tes de 1a’

-chc dnr una rcspucsm enel dclcclor s|m|lnr alos unnhlos.

-Debe clmr cerca de los analitos.

-Debe resolverse ) de los dela

-No lo debe de contener la muestra
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1 s d 1

cn base a las caracteristicas antes mencionadas, las que debe de cumpllr para podcr realizar una

cuantificacién exitosa, €sto depende de los conocimientos,
vez seleccionado es importante tomar en cuenta los puntos

la cual se documenta la BPL del ANEXO 8.

Tabla 1S. Puntos criticos del estindar interno (EI).

experiencia y criterio del analista. Una
que se marcan en la tabla 15, en base a

Puntos criticos. Problema(s). Posible BPL que previene o cvita
que se prescnte cl o los
problema(s).

1.Estabilidad del EI. -C i de ta altas -Hacer prucbas de estabilidad del El por

por degradacidn del EI.
~Concentraciones de muestra bajas o
desaparicion de picos de analitos y
aparicién de nucvos picos por

scparado a las condiciones de andlisis y
posteri con ta para obscrvar
su comportamiento, ¢n caso de ser incstable
© reaccionar con la mucstra sc debe de

retencién .

internccién det El con la otra

2.Cantidad -Variabili de del -Adici iempre la misma i de

adicionada, intermo a diferentes concentraciones. El a los estindares de calibracion,
estandares de control de calidad y muestras,
esto s importante también para anular el
error por concentracion del estandar intermo
cuando ésta no ¢s bien conocida .

3.Tiempo de =T i enelcr -Modificar las condiciones de analisis:

con algin analito o impureza.
~Tiempo de retencién muy alejada de los
analitos,

P , €IS, O
intentar otra sustancia.

4.Estructura,

-Respuesta en el detector menor a la de
los analitos por sus caracteristicas

estr les, que altere los
(gencralmente altos).

Seleccionar ¢l EI con una estructura lo mas
similar posible a la de los analitos de interés,
si esto no es posible, verificar que la

e enc sea
cercana a la de los analitos, es preferible
intentar otra sustancia
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3.5 Curva dc calibracién con estiindar externo

Generalidades.
Se debe contar con un material de referencia o un reactivo de alta pureza dcl annluo que se desea
del ds do una curva de

cuantificar. Consiste cn la obtencion de un factor de resy
calibracién en base a la relacitn r drea del estidndar a diferentes conccnlmcioncs, La curva
de calibracién se prepara como se mucstra cn las figuras 7 y 8. Sc debe realizar una curva de

calibracién por analito [1,3,11].

ANANAAN

Figura 7. Curva de calibracién por estidndar externo (preparacién de
disoluciones estindares).
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Nespursts

(Area)

Concestincién  $ogimi)

Figura B. Curva de Calibmci6n por estindar externo
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3.5.1 Punto criticos en la curva dc calibracién.
La curva de calibracion, realizada solo con estindar externo o adicionando estandar interno, es la
herramienta de medicién que proporciona resultados mas confiables en la técnica analitica de
fia de liquid pero si dicha curva esta mal calculada generara resultados erréneos, por
esa razon se debe verificar que !a exactitud de los resultados que la curva csta proporcionuando se
encuentren dentro de la incertidumbre deseada. A esa verificacién se le conoce como control de
calidad de 1a curva de calibracién y es un punto critico para los resultados (Tabla 16) se realiza
utilizando un material de referencia certificado (BPL descrita cn ANEXO 9), o en su defecto se
adiciona el analito (sustancia quimica de alta pureza) a una matriz similar a la de Ia muestra, y en
los casos de muestras complejas, se puede dividir una a en dos sut ras, utilizar una
submuestra como blanco y a la otra adicionar ¢l analito en cantidad conocida (spike, del idioma
inglés).

Tabla 16. Puntos criticos en la curva de calibracién.

Puntos criticos. Problema(s). Posible BPL que previenco e
- presente cl o los problema(s).

a quc se

1.Control de -Resultados precisos | -Inyectar de manera aleatoria un MRC, si se

calidad. pPero no exactos. cuenta con €1, a concentracioncs baja, media y alta
- . con respecto al intervalo de concentracién cn que

se realizé 1a curva de calibracion.

Si las conc i esp las no concuerdan,

repetir Ja curva de calibracidn, tratando de

localizar cual es el problema y corregirlo.
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3.6 Preparacién de las disoluciones de calibracion.

La exactitud de los resultados depende en gran medida de que tan bien se prepare la curva de
calibracién y esta 2 su vez depende de como se preparen las disoluciones de ealibracién [11]. En la
tabla 17 se muestran los puntos criticos respecto a la preparacion y de estos se deriva la BPL del
ANEXO 10.

Tabla 17. Punto criticos ¢n la preparacién de las disoluciones de calibracién,

Puntos Problemacs). Pasible BPPL que previenc o evita quc se presente ¢l o los
eriticos. problema(s).
|. Factor -Factor de -Preparar tas i de disoluciones de calibracién por peso
correlacién bajo. (peso/peso).
corfelacmn ~Verificar que !a balanza que se esta u ndo este calibrada.

-Cuanda esto no sca posible usar solo matraces y pipctas calibrados.
-Usar matraces de mayor volumen para realizar las disoluciones de
calibracion.

-Cuando pipetee homogenice ta forma de hacerlo, por cjemplo: si usa
micro pipetas siempre pegue 1a pipeta al contenedor después de haberla
cargado para evitar que quede o no la gota suspendida.

-Evitar que s¢ formen burbujas de aire.

-Ascgurarse que carga y libera adecuadamente.

-Cuando prepare por peso, no pesar cantidades muy pequeas cn
balanzas de gran escala, o en la Gltima cifra significativa, por ejemplo no
pese 0.0005 g en una balanza que en stz rango de peso tiene como
maximo 200 g. ©s preferible pesar 0.5 pg en una micro balanza,
adicionarlos al matraz y aforar ¢l matraz en la balanza de mayor
capacidad.

-Cuidar que el numero de cifras significativas sea igual cn ambas balanzas

-Cuando prepare fas disoluciones de calibracion a partir de una disolucién
madre donde el disolvente es volatil, pesar usando jeringa y sacar el peso

de la J por dife ia de peso,
y cada nivel de acion por tripli y aleatori
2. Purcza -Posibles impurezas -Verificar 1a pureza dcl 4, todos los que sea
del en el estandar cuando | posible usar de acuerdo al tipo de estandar y que sc tengan nl alcance:
estindar. se emplean CDB, CG, CL, EM, UV.VIS, cte. y hacer por
sustancias que no pureza en el caleulo de Ia i6n de las i de
certifican su pureza. calibracion.
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4. Preparacién de muestras

La preparacion de muestra es primordial para ob b ltad En esta parte se revisaran
los puntos en los que sc tiene que prestar ial en lo quo. respecta a material y equipo

feados en el u de mucestras; aspe dir dos con la a Como
su cx(- i6 i i al i y jo [11].

4.1 Materialy equipo

4.1.1 Equipo

Con lo respecta al equipo, este debe contar con un pr de imi preventivo en el que

se dcbe de incluir también el programa de calibracién cuando asi lo requncran. generalmente ¢l
imiento lo proporci el proveedor o ¢l depar de y servicio de la

propia empresa, cuando el pcr>onal es entrenado previamente.

La calibracion, que se define en ¢l vocabulario de metrologia propuesto por la guia 1SO como:
“Calibracion de un instr de medicion, es la ion de fijar las posiciones de las marcas de
un instrumento de medicién (en algunos casos solamente las marcas principales) en funcién de los
valores corrientes del mesurando”, puede realizarse por personal del laboratorio al cual se le debe
dar entrenamiento para €sto o en su defecto contar con un documento donde se explique la manera
detallada de como realizar una calibracién para un instrumento especifico (mdétodo). En algunos
casos la calibracion solo se debe realizar por un organismo calificado para ofrecer éste servicio, tal
como un Jaboratorio primario o secundario. Existen casos en los que se puede verificar su
funcionamiento adecuado con materiales de referencia, ejemplo espectréometro UV-visible [15].

E) laboratorio debe programar las calibraciones en base a:

-Las cspgclﬁcnc:oncs del fabricante.
-Frecuencia de uso.

-Tipo de mediciones realizadas.
-Evaluacion de cartas de control.

Los cquipos utilizados frecuentemente requeriréan de perfodos menores entre cuda calibracién a
diferencia de los que su uso es esporddico. Cuando sc utilizan equipos cn determi en las que
la mcc.rudumbrc permitida cn los resultados es pequceiia, los periodos de calibracién son diferentes
a los conven lecs, general menores. Las cartas de control dan informacion de como se
encucntra ct funcionamunlo del equipo, en base a los resultados que é€ste esta proporcionando, lo

que permite decidir Ja frecuencia de 1a calibracidn del equipo [15].
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)

Ejemplo de equipos accesorios cn la preparacion de muestras para HPLC:

Balanzas analiticas,

Potencidémetros.

Espectrémetro UV visible.
Calorimetro diferencial de barrido.
Bainos para control de temperatura.
Evaporadores con control de temperatura y presion (rotavapores).

Termometros.
Crondmetros.
Ejemplo:
EQUIPO Frecuencin Parametro a Materiales de Procedimiento general
verificacién verificar referencia
Espectrémetro Dos veces al Exactitud y Filtros de Holmio Verificar la longitud de
UV-visible mes reproducibilidad y Didimio onda en el intervalo de
de la longitud de UV-visible. La desviacion
onda méxima decbe serx1 nm .
Correr dos espectros
Disolucién Corser un espectro de 240
Exactitud acuosa de 60 % 2450 nm o verificar la
fotométrica y 025 mg absorbancia a la siguiente
reproducibilidad K,Cr,O/Litro en longitud de onda:
H,SO, 0.0IN
A (nm) ABS
235 0.747
257 0.869
313 0.293
350 0.6

El maximo de desviacién
s 1% de la cscala
completa , cn todos los
intervalos .

Correr tres espectros.
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4.1.2 Material de vidrio

<4.1.2.1 Clasificacion de material de vidrio
En una determinacién analitica donde se realicen determi i de vol que requi una
precisién y exactitud bien definida se utiliza material volumétrico calibrado el cual debera usarse
correctamente. En general dichos materiales son: matraces volumétricos, burctas, pipetas .
volumétricas y pipetas graduadas {11].

Para efecto de la clasificaciéon por forma y tamaio, €l material de vidrio con respecto al tipo de
material con el que esta fabricado se divide en:

Tipo 1 Mazcrial fabricado con vidrio borosilicato, que a su vez se subdivide en:

Subtipo la.- Bajo coeficiente de expansién térmica
Subtipo Ib.- Alto cocficiente de expansién térmica

Tipo 11 Material fabricado con vidrio calizo
Tipo 111 Material fabricado con vidrio de baja transmitancia luminosa
Por su tolerancia el material de vidrio se clasifica en:

Tipo 1 Material para medicion de exactitud, que a su vez tiene dos clases

Clase A. Se consideran los articulos volumétricos de mayor exactitud

Clase B. Son articulos considerados de menor itud, ya que 1a to), in de éstos
es el doble que la cstablecida para los de clase A

Tipo 11 Material para medicién somera.

En gencral para los propdsitos de las mediciones realizadas en quimica analitica los materiales de
vidrio comunmente involucrado son: matraces volumétricos, pipetas volumdtricas, pipetas
serolégicas y buretas. Estos materiales son disefiados para entregar o para contener, ésto se indica
por las siglas PE o PC, scgin sca ¢l caso grabada en el instn de dicion, en alg casos
esta sigla se puede encontrar en inglés sicndo TD "To Deliver” para entregar o TC "To Contain” para
contener [15,21].

En general (a menos que se especifique otra cosa en ¢l equipo) estos materiales sc calibran a una
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temperatura de 20°C, por lo que se recomienda emplearlos a esta temperatura, Nunca se debera de
someter al material volumétrico al calor o al frio porque esto propiciara que el vidrio con el que se
encucntran fabricados se expanda o se contraiga produciendo una alteracidon en el volumen que
contendri, y se necesitan horas para que el material recobre su volumen original, asi mismo no sc
deberdn de colocar en el liquidos con temperaturas diferentes a 20 °C porque esto producira una
alteracion en el volumen real medido. El material de vidrio que sea diseiado para entregar debera
tener indicado el tiempo de vaciado, entendi¢ndose por tiempo de vaciado como el tiempo en
segundos que tarda un articulo volumétrico calibrado para entregar (vaciar) su capacidad total [15,
21].

4.1.2.2 Limpicza del Matcerial de Vidrio.

Ortro factor importante sobre la limpicza del matcrial vidrio es que el volumen contenido o entregado
dependeri de la limpieza de la superficic interna del vidrio del recipiente. Un recipiente de vidrio
se ard perfe limpio si éste se humedece de manera uniforme, un humedecimiento
imperfecto causa errores debido a que la pelicula del liquido sobre las paredes causa una distorsién
del menisco {15].

AMérodo Gencral de limpie:

Para lavar ¢l material de vidrio se deberd de sumergir este en una disolucién acuosa de detergente
sin jabén, y se deberdn tallar las paredes del material con un cepillo suave, posteriormente se
enjuagara el recipiente con agua corriente repetidas veces hasta que el detergente haya sido
eliminado por completo. Una vez que el detergente ha sido climinado se debera de enjuagar el
recipiente con agua destilada repetidas veces, y entonces se observa la formacidn de una pelicula
uniforme de agua sobre el recipiente si este se encuentra limpio. Si no es asi, se recomicnda
adicionar acctona al mismo y enjuagar repetidas veces con esta para eliminar cualquier residuo de
grasa que pudicra contener el recipiente. Si la limpicza aun asi no es perfecta, entonces se deberi de
proceder a la limpieza con cualquicra de las siguientes mezclas:

a) Una mezcla de una disolucion saturada de dicromato de potasio y dcido sulfurico concentrado.
La mezcla se prepara disolviendo y calentando 60 o 65 g de dicromato de potasio o sodio en 30 o
35 mL de agua. Después de enfriarse se agrega el dcido sulfirico poco a poco, dejando que este
escurra por las paredes del matraz hasta que se complete un litro de disolucian. El recipiente que se
va a lavar se llena con csta disolucion y se deja reposar por varias horas. La mezcla se regresa al
recipiente que contenga esta mezcla y se enjuaga el material que se esta limpiando con agua corriente
por lo menos seis veces y posteriormente con agua destilada.

Precaucion: Debido a que esta disolucion es altamente corrosiva se debera de manipular con guantes, lentes de
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seguridad y bajo una de i Los i que se p 3 sc de poner cn un contencdor
adecundo y s¢ deberd de disciar un p imi para su

b) Una zcla de pert de p io a una con i6n de 30 g/L con una disolucién de
hidroxido de sodio 1 molar. La disolucion se prepara mezclando partes iguales de ambas
disoluciones, esta mezcla sc vacia al material que se requiere limpiar dejando reposar la disolucion
dentro de éste por varias horas, despuds de las cuales sc vacia la disolucién en un dor

adecuado y se enjuaga ¢l material con agua de la llave varias veces y posteriormente con agua
destilada varias veces [15].

Una vez que el material ha sido lavado se deberi de poner sobre papel absorbente y boca abajo para
que se seque. Para el material de vidrio que no sea de exactitud se podrai usar una estufa para secarlo,
nunca sc¢ deberd de secar material volumétrico como pipetas, buretas, probetas y matraces
volumétricos en la estufa, ya que el calor causa expansién en ¢l vidrio y este producird un error en
el volumen que con estos se mida (ANEXO 15).

E! método de limpieza del material de vidrio para analisis de compuestos organicos que se utiliza
en Cromatografia de Liquidos en CENAM corresponde al ANEXO 15.

4.1.2.3 Puntos criticos cn material de vidrio.

En cromatografia de liquidos, cuando se trabaja realizando curvas de calibracion por volumen, la
incertidumbre se verd afectada por la clase de material de vidrio volumclnco con que s¢ renl:ccn Ias
medicioncs, la exactitud e incertidumbre de las micropip: las condici

de trabajo, incertidumbre de MRC utilizados, entre otras. Por lo anterior la seleccién del material de
vidrio €s un punto critico asi como su limpieza adecuada, esta altima evita alteraciones en los
resultados debida a residuos en el material (Tabla 18). En la BPL del ANEXO 11 menciona los
cuidados que se¢ deben de tener en la limpieza del material de vidrio.
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Tabla 18. l’un‘tos Criticos cn ¢l Material de Vidrio,

Puntos criticos.

Problema(s).

Posible BPL que previcne o evita que se
prescnte ¢l o los problema s).

1.Seleccién .

-Problemas de alta
incertidumbre por mala
seleceion del material de
vidrio.

-De acuerdo al nivel de incertidumbre que
se requiere, seleccionar la clase de material
de vidrio a utilizar.

-Si el método requicre de alta exactitud,
usar Gnicamente material de vidrio clase A,

-Se puede usar material de vidrio clase B si
1a medicion de volumen en el método no es
un punto critico. Se debe almacenar por
separado del de clase A, para evitar
confusjones.

2.Limpieza del
material.

-C pro
del material de vidrio.

-Conitar con procedimientos de lavado de
matcerial dependiendo del tipo de analisis:

Lavado de material de vidrio para
anilisis de muestras orgdnicas.

Lavado de material de vidrio para
muestras inorgdnicas.

ara anilisis de fosfatos, usar
detergente libre de éstos.
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4.2. Extraccién .

Existen diferentes métodos de extraccion, dentro de Jos mas conocidos estan: liquido-liquido y
Soxhlet. Cualquicra que sea ¢l método empleado se deben hacer prucbas para ver si la extraccion es
adecuada, esto se puede hacer calculando el poreentaje de recuperacién en las diferentes ctapas, y
si los resultados no son satisf: ios (por jes de recuperacion no mayores del 80 % o mayores
de 110, por ejemiplo) se puede intentar optimizar ¢l método o de lo contrario intentar otro [1,11,12].

4.2.1 Punto criticos cn la extraccion de muestras.

El objetivo de una extraccion, es obtener todo ¢l compuesto o compuestos de interés existentes en
la muestra, sin que sufra alteraciones o cuando asi sea que se mantenga en la forma detectable en
¢l método de analisis. Cuando en un método cuantitativo de andlisis se emplean extracciones de
algun tipo, la exactitud del método se ve directamente afectada por la eficiencia de la extraccion y
esta a su vez depende de la afinidad del solvente por el analito, que durante ¢l proceso de extracciéon
no se degrade ¢l analito, entre otros aspectos que se mencionan en las Tablas 19 y 20 [1]. En el
ANEXO 12 se describen los aspectos que permiten mcjorar los resultados en extracciones liquido-
tiquido.
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en Ia extraccién por Soxhlet de

mucstras.

Puntos criticos.

Problema(s).

Posible BPL que previene o evita
que se presente ¢l o los
problema(s).

1.Aparicién de
interferencias en el blanco.

-Sulfato de sodio anhidro
contaminado.

~Lavar el sulfato con el solvente utilizado
y secar en Ia estufa antes de utilizarlo.

-Sistema de extracciton Soxhlet
sucio.

de

lo al
frecuentemente.

2.Cantidad de analito
extraida.

de sol .

-Hacer prucbas de solubilidad para
determinar el sotvente mas adecuado,

~Tiempo de reflujo (para Soxhlet)
inadecuado.

-Realizar una grafica de % recuperado en
funcioén del tiempo de exiraccion, para
determinar ci tiempo éptimo. Verificar la
relacion de Ja cantidad de muestra a
extracr con volumen de solvente utilizado.

-Retencion en la matriz.

de

Evaluar otras posi i
scparacion.

3.Aparicién de
interferencias en lns
muestras.

de limpi i

-Limpieza de la muestra:
Pucde ser nccesaria la utilizacion de

en con di
solventes o un separacién por
cromatografia de liquidos con una fase
mévil y una fase estacionaria adecuada
dependiendo del tipo de interferencias que
se sospeche que se encuentran en la
matriz.

“Te del
inadecuada.’ - ¢

otro cuya
temperatura de cbullicién sea menor,
trabajar a temperaturas menores, siempre
y cuando se ascgure de que el solvente
presenta un reflujo moderado.
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Tabia 20. Puntos criticos cn Ia extraccién liguido-liquido de muestras

de recuperacion.

la fase orgdnica cn la
fase acuosa.

Puntos criticos. Problema(s). Posible BP’L, qu¢ previcnc o cvita que se
presente ¢l o los problema(s).
1.Bajos por 1ji Miscibilidad parcial de -Usar estandar interno.

-Probar diferentes solventes organicos, hacer una
i | jes de r ion, y

! L
clegir ¢l mas eficiente.

-Cantidad insuficicnie
de fase extractante (en la
que se encuentra ¢l
analito de interés).

-A 1a fase extr y
hacer una de por je de r i6
volumen y elegir ¢l volumen optimo.

Pérdidas por derrames
dc 1a fase extractante

-Lomas s table ¢s usar interno, de
no ser posible, tener mucho cuidado en la
medicién exacta de vollumenes.

Compuestos sensibles a
Ia fuz

Trabajar }o mas rapidamente posible y con la luz
da de la de ¢ C procurar
que no les de ba tuz directamente.

Compuestos sensibles a
la temperatura

Utilizar equipos accesorios con control de
temperatura, y trabajar a las temperaturas a las que
son mas estables (generalmente 40 ©

2.Altos por j
de recuperncion

Evaporacion de
solventes, durante la
extraceidn.

-Lomaisr Jable s usar 4 interno, si
no ¢s posible marcar ¢l nivel cuando se adiciona el
solvente volitil y al final de la extraceién volver a
marcar el nivel del solvente, inmediatamente
recuperar la fase orgdnica. Medir cuanto se
cvapord y corregir ¢l volumen,

-Otra forma es colocar ¢l solveate en ¢l embudo de
separncion que se csta usando y marcar cada 10
min. ¢l nivel de solvente y caleular el volumen de
solvente que se evapora por minuto, asi se podri
corregir el volumen tinal de la fase acuosa.

-Problemas de retencion
en columnas.

-Usar modificadores de fase movil para hacerlas
mas cficientes.
-Disminuir la cantidad de mucstra.
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4.3 Al toy jo de muestras.

Lo ideal para obtener Jos resultados mas exactos en referencia a las caracterfsticas reales de Ia
muestra es realizar el andlisis en el momento en que désta se recibe, pero en la mayoria de los casas
no cs posible, aun cuando asi luLm existen analitos sensibles a los cambios de condiciones

les como temperatura, o ion, presién, luz, humedad entre otras. El mancjo de
muestras tambicén cs relevante en Ia veracidad de los resultados, puesto que un analito puede ser
alterado en su composicién o concentracidn en una muestra por mal manejo o contaminacién cruzada

de ésta [11].

3.1 Puntos criticos cn ¢l almacenamiento y manejo de muestras.
Los cuidados que se deben de tener en ¢l almacenamiento y manejo de mucstras puede variar
dependiendo de la ctapa del proceso, desde recepeion hasta posterior al andlisis, considerando que
en el proceso de mucstreo y traslado al laboratorio se tomaron las precauciones necesarios de
acuerdo al tipo de muestra, que corresponden a la etapa previa al andlisis. Una vez que la muestra
se encuentra en ¢l laboratorio, su mancjo y almacenamiento debe ser enfocado a mantener la
concentracién y composicion del o los analitos de interes, algunos de los aspectos importantes para
lograrlo se consideran en la Tabla 21 y en ¢l ANEXO 13.
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criticos cn ¢l almacenamicnto y mancjo de

-afia de Lig

nucstras.

Puntos
criticos.

Problema(s).

Posible BPL que previcne o evita que se
presente ¢l o los problema(s).

1.Homogencidad

-Resultados muy variables por

Muestras sélidas, moler la muesira y pasurla por un tamiz,
para homogencizar ¢l tamafo de particula.

de heter
n) Muestras  solidas  con | Nota: es importante ¢l ascgurar que en estc paso no se
tamafo de  particula  no | intreduce contaminacién a Ja muestra.
homogénco,
b) Ti en | -N pre antes de tas.
suspension o con analitos que
tiendcen a sedimentar.
c) Mezcla lidas, sélido far antes de analizar.
en  base agua o aceite
{alimentos).
2.Temp -D debida | -Mantener la muestra en el refrigerador antes y despuds de
temperaturas altas. tomar la porcion o | de analisis. (revisar
para ver si existen .|Igur|;|s recomendacianes.
Ejemnplo :
-Los carotenoides es preferible almacenarlos a -80°C, son
menos estables que el retinol y tocoferol.
-Mi; el y
-D debida o 1a | -Cotocar las muestras en un desccador a vnclé en cl cual el
humedad. agente se libre de
-Cambiar la silica del desecador
Revisar que la tlave que conecta al vacié no tenga fugas.
4 idad a Ia [ -D debida a la luz. | -Colocar Ly muestra ¢p bolsas de mucstreo opacas.
luz. -Colocar la mucstra en frascas Ambar.
5.1 {] -Usar vs bicn 1 y las ¢cn
refrigeracion.
6.T idad. d A las pre con guantes.

“Trabajar sobre servillctas de papel para ¢ laboratorio. al final
recojerlas y desecharlas como residuos peligrosos (si es el
caso).

-Verlas en caso dc i bl

o si sc cucnta con ¢f material puro, revisar fa hoja de
seguridad.
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Puntos criticos.

Problema(s).

Posible BPL que previene o
evita (que se presente el o los
problema(s).

1.Concentraciones  del

analito.

-Variacion en la cencentracion del
analito por evaporacién del disolvete
o de! mismo analito.

-Usar estindar interno.

~-Sellar correctamente los viales para
evitar la cvaporacién del disolvente
de la muestra o del analita.

=Temperatura del laboratorio alta. -Regular [E3 temperatura del
faboratorio a 20 °C o colocar las
muestras  en refrigeracion y

minimizar ¢l ticmpo que se manticnen
a las condiciones ambicntales del
faboratorio.

-Inestabilidad de las muestras con
respecto al tiempo.

-Realizar una prucba de estabilidad a
diferentes temperaturas y determinar
el tiempo dc vida media de ias
disoluciones en cada  temperatura,
almacenarla a la temperatuea que es
mas cstable.

2.Sensibilidad a Ia tuz.

-Picos del analito que aparecen y/o
d ccen en el cr

(picos fantasmas). o disminuyen o
auvmentan de tamaio con el tiempo.

-Utilizar contenedores color ambar
para las mucstras sensibles a la luz.
Inycctarlas lo mas rapido posible.

3.Ubicacion de

muestras,

-Resultados erréncos por asignacion
crrdnea de la posicién de las mucstras
en el automuestreador.

-Etiquetar de manera correcta las

muestr; corroborar que la ctiqueta
asignada corresponda a Ia
concentracion.

-Si utiliza un procesador verifique
que la manera en que asignd el orden
de inycccion de las muestras, fuc el
correcto.
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4.4 Contaminacién de mucestras.

Para lograr que los resultados de analisis de una muestra proporcionen la informacion requerida, ésta
debe mantener sus caracteristicas hasta ¢l momento de anilisis y si cs posible posterior a él. La
pr ia, de cu ia extrafia en la muestra, ya sea adicionada o gencrada es posible que
altere los resultados del analisis. La BPL del ANEXO 14 sc indica algunos de los cuidados que
permiten el mangjo adecuado de éste tipo muestras [13].

4.4.1 Bucnas pricticas de Jaboratorio para cevitar la contaminacién de mucstras.

La contaminacion de ka muestra, ¢s un punto critico por si solo. Algunos de los cuidados que se
deben de tener para prevenir o evitar la contaminaciéon de muestras y asi ayudar a que la muestra
mantenga sus caracteristicas fisicas originales son: no introducir nada en clla como sustancias
quimicas, espatulas contaminadas o de material que reaccione con la mucestra, asi como pipetas o
Jeringas contaminadas. Adicionalmente, cuando se somete la muestra a proccsos de molienda,
tamizado, filtrado, etc durante la preparacion de muestra, debe evitarse introducir contaminacién por
dichas vias (ANEXO 14) [2].
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a)

b

o

d)

€)

lusi yR

Es responsabilidad del analista dar un resultado exacto cuando procesa una mucstra para
cuantificar uno o mas analitos, por lo que tambidén es su responsabilidad conocer, monitorear
y perfeccionar todos Jos aspectos que afecten la exactitud de los resultados de un método

analitico.

En Cromatogratia de liquidos de Alta Resolucidon por ser una téenica analitica instrumental,
una forma de perfeccionar cl desempeiio y optimizar los resultados proporcionados por esta
técnica es la identificacion de fuentes de error y documentarlos. Este manual proporciona una
forma de hacerlo, sugiriendo una guia de cémo realizar un Manual de Buenas Pricticas de
Laboratorio especifico para Cromatografia de Liquidos.

Un Manual Buenas Priacticas de Laboratorio seri de mayor utilidad si esta adaptado para un
Sistema Cromatogrifico cn particular, por que se debe claborar por ¢l personal que opera el
instrumento.

El Manual de Bucenas Pricticas de Laboratorio ¢n Cromatografia de Liquidos para que
iempre se deberd encontrar en el laboratorio para que sea consultado en

cumpla su funcion
¢l momento requerido.

En las Buenas Pricticas de Laboratorio en Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
que se sugiercn cn este documento, se pucde ver que algunas de ellas son priicticas que
normalmente se ticnen en un laboratorio de Cromatografia de Liquidos y puede parecer un
proceso engorraso ¢l estarlas consultando. No lo ¢s, ya que solo se requicre conocerlas y
familiarizarse con cllas cuando una persona se inicia en esta técnica y posteriormente sirven
como documento de consulta cuando sc ticnen dudas. Cubc mcncmnar que cxlstcn al!,unds
como "Verificacion del flujo de a bomba y su reprod ilidad” y "“Cu 2 de
columnas y recomendacioncs” que requicren ser consultadas y nphcudns con mayor
frecuencian. Por otro lado es muy importante que los detalles de una técnica o sistema
analitico se encuentren documentados, puesto que ¢l personal operativo puede cambiar en

cualquier momento.
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1. OBJETIVO Y ALCANCE.
1.7 Objetivo.

Describir las BPL referentes al proceso de lavado del sistema cromatografico (ver referencias
1,2), el cual tiene como finalidad prevenir corrosién, abrasién y bloqueo, evitando asi, el
subsecuente dafio a los componentes que lo integran e interferencias en los resultados de
analisis.

1.2 Alcance.

Esta BPL proporciona informacién requerida en los Sistemas de Cromatograffa de liquidos:
cromatdgrafo 1 y 2, del Laboratorio CO14 ubicado en el edificio C det CENAM (ver referencias
1,2)

2. USO.

Esta BPL se usard siempre que se termine una jornada de trabajo, se cambie del sistema la
columna, tuberias o disolventes, o bien cuando se requiera por circunstancias particulares de
trabajo.

3. NOTACIONES y DEFINICIONES.
3.1 Notaciones.

Disolvente de alta o mas slta fuerza de elusién.- Se refiere al disoivente con que la columna
se puede lavar para eliminar los posibles analitos retenidos con el tiempo vy liberar los sitios
activos que ellos ocupan, que la fase mévil en uso no tiene la “fuerza”™ (afinidad) para hacerlo.
Asi, el disolvente de alta fuerza de elusion se elige de acuerdo a las caracter(sticas de la
columna y debe de tener mavyor afinidad por los analitos que la propia columna.

Crornatografo 1.- Corresponde al sistema de gradiente con inyector automatico, integrado por
los médulos 600s, 616 y 717, columna y cualquiera de los detectores (470, 490E 996, 431,

Elaboré: Mariana Arce Osuna

Revisé: Monica Sanchez Gémez

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani N.
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464 6 410},

Cromatdgrafo 2.- Corresponde al sistema isocratico con inyector manual, integrado por.los

modulos 600 vy 610, inyector Rheodyne, unidad degasificadora y coneciado a cualqulera de
los detectores.

3.2 Definiciones.

Sistema isocrdtico.- Serd aquel equipo, donde la bomba mannene constantes la composicién
de la fase movil durante el analisis.

Sisterna de gradiente.- Serad aquel equipo, donde 1a bomba permite variar Ia composicién de 1a
fase mdvil durante el analisis.

Disolucién.- Mezcla homogénea de particutas en una fase dispersa, formada por diferentes
componentes, que pueden separarse de ella por métodos fisicos pero su apariencia es
totalmente uniforme. El componente que estd en exceso se conoce como disolvente. El

componente o 1os componentes gue se encuentran en Menor Proporcion se llaman solutos {ver
referencia 8).

3.3 Abreviaturas.

Las siglas anotadas en esta BPL significan:

HPLC Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Resolucidn.
600s Controlador del sistema de bombeo.

600 Controlador del sistema de bombeo.

616 Bomba de inyeccidn cuaternaria.

810

Bomba de inyeccién isocratica.
77 Automuestreador pluss.
Detector de fluorescencia.

490 Detector ultravioleta-visible.
996 Detector de arreglo de diodos (UV).
431

Detector de indice de refraccién.

Elaboré: Mariana Arce Osuna

Revisd: Mdnica Sanchez Gémez

Aprobd: Dr. Yoshito Mitani N.
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464 Detector de conductividad.
410 Detector electroquimico.
loop Palabra del idiorma inglés, que describe la tuberia de volumen fijo empleada en

los inyectores para medir el volumen inyectado de muestra
4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO EN EL LAVADO DE LOS SISTEMAS HPLC.
4.1 DISOLVENTES.

Cuando se trabaje con el sistema cromatografico de gradiente {cromatégrafo 1) desgasificar
el disolvente de lavado durante 10 min con helio grado cromatografico, antes de usarlo y para
el caso del sistema cromatografico isocritico (cromatdgrafo 2) permitir a la unidad
degasificadora que lo haga por 5 min.

No olvide mantener cerradas las terminales de tuberias al final del lavado para evitar
contaminacién o que se seque el sistema.

4.2 Bombas.

Cuando se trabaje con disoluciones amorti doras, o fases moviles que ataquen el material
de los cabezales (dcidos, bases y sales) asegurar que las mangueras de lavado de cabezales
estén en el contenedor de agua {ver referencia 1).

4.3 Inyector.

Para el sistema isocratico enjuagar el "loop"” de muestra cada vez que lo use, para remover ., .

residuos.

Para el sistema de gradiente con inyectnr automético, permltlr que reahca el autolavado por
3 minutos. g

No deje las tuberias del inyector en fases méviles que con(engan disoluciones amnniguadorns.'

Elaboré: Mariana Arce Osuna

Revisé: Ménica Sanchez Gémez

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani N.
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4.4 tineas del sistema.

Verificar la miscibilidad entre el disolvente que se utilizé para el andlisis con el agua.

Por ejemplo:
-cuando cambie de heptano (disolvente de trabajo) a una disolucién acuosa,
metanol al 10% {disolucién de lavado), primero pase al sistema hexano, después
acetona o isopropanol y finalmente metanol al 10% en agua.
-al final del lavado deje el sistema en una disolucién acuosa conteniendo 10%
de metanol u otro disolvente miscible en agua y que tenga caracteristicas
antimicrobianas.

4.5 Columna.

Generalmente cada columna tiene un manual del fabricante, revise las indicaciones de limpieza
y almacenamiento del fabricante.

Elimine cualquier disolucién amortiguadora de las columnas para evitar crecimiento microbiano
Al finalizar una jornada de itrabajo enjuaguela con un disolvente de alta fuerza de elusién, el
cual elegird dependiendo de la columna.

Deje la columna en una disolucién acuosa conteniendo del 10% al 20 % de metanol,
acetonitrilo u otro disolvente miscible en agua y que tenga caracteristicas antimicrobianas.
No olvide colocar los tapones en ambos lados de la columna, para evitar que se seque.

4.6 Detector.

Para cualquier tipo de detector, lavario y dejarlo en disolucién acuosa de metanol al 10% al
final de la jornada de trabajo para evitar crecimiento microbiano.

Colacar tapones a la salida del detector, para evitar que la celda se seque.

6. REFERENCIAS.,

1.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de

Liquidos de Alta Resolucién del Sistema de Gradiente 600s (Cromatégrafo 1)”; CENAM-Lab.
€014, Querétaro. México, 1996,

Elaboré: Mariana Arce Osuna
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1.0BJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.
d de la velocidad de flujo que entrega la

Describir las BPL para conocer la repr
bomba de trabajo.

Contar con registros periédicos de la velocidad de flujo para cada método, que sirvan de
referencia cuando: a) se ests optimizando nuevos métodos donde se empleen similares
disolventes y se pueda reproducir éste procedimiento bajo las mismas condiciones, esto as
composicion de fase mdévil, columna, temperatura del sistema y medio ambiente; b) en
casos de fallas de la bomba.

1.2 Alcance.

Esta BPL proporciona informacidn requerida en los Sistemas de Cromatografia de liquidos:
cromatégrato 1 y 2, del Laboratorio CO14 ubicado en el edificio C del CENAM (referencias
1.2) para evaluar el funcionamiento general del sistema y en particular de la bomba.
Permite detectar cuando los problemas de reproducibilidad de los tiempos de retencién de
los picos, se deben a la falta de reproducibilidad del flujo, causado por la bomba.

2. UsO.
Se deben verificar el flujo {pasos del 4.1.2.1 al 4.1.2.7) cada vez que se encienda el

sistema o cuando se cambie el tipo de disolventes
Se deben determinar la reproducibilidad (pasos del 4.1.2.1 al 4.1.2.7 y 4.1.3.1) como

minimo cada seis meses.
Para ambos casos, cuando se requiera por circunstancias particulares de trabajo.

Elabors: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Mdénica Sanchez Gémez.

Aprobdé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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3. NOTACIONES y DEFINICIONES.

3.1 Notaciones.

Cromatégrafo 1.- correspande al sistema de gradiente con inyector automatico, integrado
por los médulos 600s, 616 v 717, columna y cualquiera de los detectores (470, 490E,
996, 431, 464 6 410).

Cromatdgrafo 2.- corresponde al sistema isocratico con inyector manual, integrade por los
moédulos 600 y 610, inyector Rheodyne, unidad degasificadora y conectado a cualquiera
de los detectores. )

3.2 Definiciones.

Sisterna isocratico.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composicién
de la fase movil durante el andlisis.

Sisterna de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar }a composiciéon de la
fase mdvil durante el andlisis.

Discluciéon.- Mezcla homogénea de particulas en una fase dispersa, formada por diferentes
componentes, que pueden separarse de ella por métodos fisicos pero su apariencia es
totalmente uniforme. El componente que estd en exceso se conoce como disolventa. Ef
componente o los componentes que se encuentran en mMmenor proporcién se laman solutos
{ver referencia 7).
3.3 Abreviaturas.

Las siglas anotadas en esta BPL significan:

HPLC Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucién.

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Monica Sdnchez Gémez.
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600s Controlador del sistema de bombeo.
600 Controlador del sistema de bombeo.
616 Bomba de inyeccién cuaternaria.
810 Bomba de inyeccién isocratica.

717 Automuestreador pluss.

470 Detector de fluorescencia.

490E Detector de ultravioleta.

996 Detector de arreglo de diodos (UV).
431 Detector de indice de refraccion.
464 Detector de conductividad.

410 Detector electroquimico.

os Desviacién estandar.

%SDR Desviaciéon estandar relativa en porcentaje.

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO PARA VERIFICAR EL FLUJO Y LA
REPRODUCIBILIDAD DE LA BOMBA.

4.1 PROCEDIMIENTOS.
4.1.7 Material.

Matraz volumétrico calibrado.
Crondmetro calibrado.

4.1.2 Flujo.

4.1.2.1.- Programar la velocidad de flujo de la bomba a 1 mL/min.

4.1.2.2.- Ajustar el crondmetro {calibradeo) a la posicién cero.

4.1.2.3.- Preparar un matraz volumétrico calibrado de 10 mL.

4.1.2.4.- Colocar el matraz volumétrico calibrado a la salida de la columna y de manera

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Modnica Sanchez Gomez.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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simultanea activar el cronémetro.
4.1.2.5.-

alcance 1a marca de aforo.
4.1.2.6.-Calcular el fivjo (f).

=Y
donde, 4

mb
S = ll-yv( prery

Y fr = volumien « de = fase —mévil (mL)
t = tiempo (min)

4.1.2.7.-

columna, temperatura de la columna y temperatura del medio ambiente).

4.1.3.- Reproducibilidad del flujo.

4,1.3.1.-
dfas consecutivos, reportar los resultados, obtener la

Parar el cronémetro cuando el volumen de fase mévil en el matraz volumétrico

Reportar el fiujo obtenido y las condiciones de trabajo del método (disolventes,

Repaetir ! procednm:emo (pasos del 4,1.2.1 al 4. 1 2. 7) tres veces por dia por seis

ion

v el analisis de varianza como en 1a tabla 1.

de los rest

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revisd: Monica Sanchez Gomeaz.
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4.1.3.2.- La reproducibilidad del fiujo debe ser menor del 7%.
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Practicas del Laboratorio”, (Memorias del Curso}; CENAM, Edo. de México, 1996.

6.-Espectrofotometria de Absorcidn Infrarroja, Cromatografia de Gases y de Liquidos”,
{Memorias del Curso)}; Tépicos de Instrumentacién , iai.; México. D.F,,1995.

7.-"Calibracién y Verificacién del Funcionamiento de Equipos Varios del Laboratorio™,
{Memorias del Curso) ; Tépicos de Instrumentacién iai.; México D. F.,1995.

8.-Garritz Andoni y Chamizo José A.; “Quimica”; Addison-Wesley |beroamericana;
Wilmington, Detlawere, E.U; 1994,
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1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.

Describir las BPL que permitan asegurar que el volumen de inyeccién en el sistema sea
correcto y minimizar las variaciones entre inyeccidn e inyeccién, asi. como -entre
programaciones de conjuntos de muestras (inyectores automaticos). N .

1.2 Alcance.

Esta BPL proporciona informacién requerida en los Sistemas de Cromatografia de Ilqu os:

cromatégrafo 1 y 2 (ver referencias 1,2), del Laboratorio CO14 ubicado en el edlﬁcio C del
CENAM

2. USO.

-En inyvectores manuales, cada vez que se utilice. o
-En inyectores automaticos, cada vez que se programe una o varias myeccionas. g
-Cuando se requiera por circunstancias particulares de trabajo.

3. NOTACIONES y DEFINICIONES.

3.1 Notacicnes.

Cromatdgrafo 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector automatico, integrado por
los médulos 600s, 616 y 717, columna y cualquiera de los deteclores (470 4905 996,431,

464 6 410).

Cromatégralo 2.- corresponde al sistema isocréitico con inyector manua | n{e‘g ado po‘rlos
médulos 600 y 610, inyector Rheodyne, unidad ay cor cualquiera de

los detectores.

3.2 Definiciones.

Sistema isocrdtico.- £Es cuando |la bomba del equipo mantlena constantes la composicién da
ta fase movil durante el analisis.

Sistema de gradiente.- Es cuando 1a bomba del equipo permlte variar Ia

n de la lase

Elaboré: Mariana Arce Osuna.
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mévil durante el anélisis.
3.3 Abreviaturas.

Las siglas anotadas en esta BPL significan:

HPLC Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucién.
600s Controlador del sistema de bombeo.

600 Controlador del sistema de bombeo.

616 Bomba de inyeccidn cuaternaria.

610 Bomba de inyeccién isocratica.

717 Automuestreador plus.

470 Detector de fluorescencia.

490E - Detector vlitravioleta-visible.

996 Detector de arreglo de diodos (UV).

431 Detector de indice de refraccion.

464 Detector de conductividad.

410 Detector electroquimico.

loop Palabra del idioma inglés, que describe la tuberfa de volumen fijo empleada en

los inyectores para medir el volumen inyectado de muestra.

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO PARA MEJORAR LA PRECISION Y
REPRODUCIBILIDAD DEL VOLUMEN DE INYECCION.,

4.1 PROCEDIMIENTOS.

4.1.1 Para inyectores manusles:

4.1.1.1.-Asegurese que el volumen del “loop” usado corresponde al volumen que se desea
inyectar.

4.1.1.2.-Llenar la jeringa con tres veces el volumen @ inyectar y cargarlos en el loop.
4.1.1.3.-No inyectar muestras muy Vviscosas.

4.1.1.4.-Si se presenta alguna fuga, verificar si la aguja de inyeccién tiene el didgmetro
apropiado y la punta en buen estado, si es asi, verificar entonces que el sello del rotor v el
sello del puerto de inyeccidn se encuentren en buen estado. .

4.1.1.5.-No inyectar voliumenes muy grandes en muestras muy concentradas,

Elaboré: Mariana Arce Osuna.
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4.1.2 Para inyectores automaticos:

4.1.2.1.-Aseglrese que el volumen programado, corresponde al volumen que se desea
inyectar.

4.1.2.2.-Asegurese que los viales estén { d en las iciones programadas de manera
correcta.

4.1.2.3.-Colocar suficiente volumen de muestra en el vial, no colocar viales vacios o dejar
espacios del carrusel vacios.

4.1.2.4.-No colocar muestras muy viscosas

4.1.2.5.-Asegurarse de no crear vaclos en el vial al momento de lienario.

4.1.2.6.-Verificar que el automuestreador esté muestreando correctamente 10 que se programa,
.7.-No inyectar volimenes muy grandes de muestras muy concentradas.
.8.-Aseglrese que la tapa del vial esté colocada correctamente.

.9.-No colocar septas rigidas en los viales {que doblen la aguja).

.10.-En septas con cubiertas con teflén solo por un lado, colocar la cara del teftén hacia

5. REFERENCIAS.

1.-Arce O. Mariana v Godina G. Susana; “Procedimiento del Manejo del Cromatdgtafe de

Liquidos de Alta Resclucidn del Sisterma de Gradiente 600s (Cromatégrafo 1)”; CENAM- Lab.
C014, Querétaro. México, 1995.

2.-Arce O. Mariana; “Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de quuidos’de’Alm’

Resolucion del Sistema Isocratico 600 (Cromatégrato 2)7; CENAM-Lab. CO14, Cluerétaro.
México, 1995.

3.-Dolan Jonh W. and Snyder Lioyd R.; "Troubleshooting LC Systems

Huil"\ana‘l"ress:rLC .
Resources Inc., Walnut Creek, Calufomm, 1989. ol E

4.-L.awrence James F.; "Organic Trace Analysis by Liquid Chror )
Osiando Florida, USA, 1981.

5.-Godina G. Susana, Lora S. Ana Ma., Pérez U. Melina y Carba]a AL
Practicas del Laboratorio™, {(Memorias def Curso}; CENAM, Edo. de México,”1996.

Elaboré: Mariana Arce Osuna.
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1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.

Describir las BPL necesarias para conocer la eficiencia de las columnas nuevas o usadas
que wvan a ser empleadas por primera vez en el laboratorio, as/ como para posteriores
evaluaciones de monitoreo de su tiempo de vida o en los casos que se prevea que puedan
estar dafiadas; asf en base a los resultados realizar acciones correctivas cuando sea posible
o en su defecto reemplazarla,

1.2 Alcance.

Esta BPL proporciona informacién requerida en los Sistemas de Cromatografia de liquidos:
cromatdégrafo 1 y 2 (ver referencias 1,2), del Laboratorio CO14 ubicado en el edificio C del
CENAM

2, UsO.

Se usara siempre que:

-se adquiera una columna nueva.

-para monitoreo de cada columna, aproximadamente cada 100 inyecciones
-por razones particulares de trabajo.

3. NOTACIONES y DEFINICIONES.

3.1 Notaciones.

Cromatdgrafo 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector automatico, integrado
por los médulos 600s, 616 y 717, columna y cualquiera de los detectores (470, 490E,
996, 431, 464 6 410).

Cromatdgralo 2.- corresponde al sistema isocréitico con inyector manual, integrado por los
moédulos 600 y 610, inyector Rheodyne, unidad ificadora y cor a cualquiera

Elabord: Mariana Arce Osuna.
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de los detectores.

3.2 Definiciones.

Sisterna isocrdtico.- Es cuando la bomba dei equipo mantiene constantes la compasicién
de la fase movil durante el analisis.

Sisterna de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composicién de la
fase moévil durante el andlisis. .

3.3 Abreviaturas.

Las siglas anotédas en esta BPL significan:

HPLC Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucién.
600s Controlador del sistema de bombeo.

600 Controlador del sistema de bombeo.

616 Bomba de inyeccién cuaternaria.

610 Bomba de inyeccién isocratica.

717 Avutomuestreador plus.

470 Detector de fluorescencia.

480E Detector ultravioleta-visible.

996 Detector de arreglo de diodos (UV).

431 Detector de indice de refraccién.

464 Detector de conductividad.

410 Detector electroquimico.

ts Tiempo muerto.

1,. - Tiempo de retencién del pico "a”.

T Tiemmpo de retencién ajustado del pico “a”.
te Tiempo de retencién del pico "b™.

1%, Tiempo de retencién ajustado del pico “b™.

Eflaboré: Mariana Arce Osuna.

Revis6: Monica Ssdnchez Gémez.
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w, Ancho de base del pico "a".

W, Ancho de base del pico "b".

L Longitud de la columna.

N Numero de platos tedricos.

AEPT Altura equivalente a un plato tedrico.
k- Factor de capacidad.

R Resolucién.

a Selectividad.

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO EN COLUMNAS.
4.1 Caracterizacion:

4.1.1 Disoluciones de referencia.
Material de Referencia o Disolucién Patrén.- Debe contener los analitos (o por lo menos dos
de ellos) que se analizaradn con la columna a caracterizar,

4.1.2 Pasos.

4.1.2.1.-Estabilizar el sistema con la columna a caracteiizar, bajo las condiciones
cromatograficas en las que se realizara el andlisis (ver el méto o de anélisis).

4.1.2.2.- Inyectar 6 veces la disolucién patrén.

4.1.2.3.-En cada cromatograma seleccionar dos picos subsecuentes, designarlos como pico
“a” y "b" respectivamente, determinar los valores de 1, f,.. t 0 Une T 0 Wo, W, v L,
capturar los datos de cada inyeccién en la tabla 1 (disco 1, "caracterizacidén de
eolumnas®}, la cual permite calcular y obtener la desviaciéon estandar de N, AEPT, k°, R
y a para cada caso.

4.1.2.4.-Registrar los resultados las hojas de control de la columna.

4.1.2.5.-En base a los resultados decidir si la columna es apta para el andlisis a realizar.
4.1.2.6.-En el caso que se trate de monitoreo de columnas en uso, comparar los resultados
con los de el historial de la columna y decidir si requicre ser reconstituida.

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Moénica Sanchez Gémez.
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Tabla 1. Caracterizacién de columna.

4:3s3741° 0.3332% 080 0230000}
e o.73}
280

Nota: Los vaiores de la me:
catcula.

sndar vy ién extandar relativa son fal

s. ¥# Que incluyen ceros en al

4.1.3 Recomendaciones.

4.1.3.1.-Cada vez que se cambie el sistema {cambio de columna, nueva o usada), se debe . i
revisar su historial y caracterizar con el procedimiento anterior, emplaando el sistema que :
se usara para anilisis. '
4.1.3.2.-Evitar seleccionar disolventes que reaccionan con la columna (e}' pH entre 2 5 v

7 para columnas fase unida, donde la base es silica. B

Elabors: Mariana Arce Osuna.
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4.1.3.3.-Filtrar las muestras y revisar que sean compatibles con la fase mévil.
4.1.3.4.-Evitar disminuir o aumentar bruscamente el flujo cuando la columna este
conectada.

5. REFERENCIAS.

1.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de”
Liquidos de Alta Resolucidén del Sistema de Gradiente GOOs (Cromntégrafu 1)”; CENAM-
Lab. CO14, Querétaro. México, 1995. .

2.-Arce O. Mariana; "Procedimiento del Manejo del Cfomatégrafo de Liquidos de Alta
Resolucion del Sistema Isocratico 600 (Cromatdgrafe 2)”; CENAM-Lab. CO14, Querétaro.
México., 1995 .

3.-Dolan Jonh W. and Snyder Lloyd R.; "Troubleshooting LC Systems”; Humana Press; LC
Resources Inc., Walnut Creek, California, 1989.

4.-McNair Harold M. and Esquivel H. Benjamin ; Cromatograﬂa quuida de Alta Presion”;
Segunda Edicién; Secretaria General de la Orgar 1 de lo: Americanos;
Washington, D.C, USA, 1980.

5.-Espectrofotometrfa de Absorcién Infrarroja, Cromatografla de Gases y de Llquidos”,
{Memorias del Curso); Tépicos de Instrumentacidn , iai.; México. D.F,,1995.

6.-"Calibracién y Veriticacién del Funcionamiento de Equipos Varios del Laboratorio”,
{Memorias del Curso) ; Topicos de Instrumentacidn iai.; México D, F.,1995.

Elaboré: Mariana Arce Osuna.
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1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.
Describir las BPL que permiten optimizar el detector con el objeto de tener una linea base con
el menor ruido posible.

1.2 Alcance.

Esta BPL proporciona informacién requerida para mejorar la respuesta de los detectores en los
Sistemas de Cromatografla de liquidos: cromatdégrafo 1 y 2 (ver referencias 1,2), del
Laboratorio CO14 ubicado en el edificio C del CENAM

2. USO.

Se usarad cuando se conecte uno o mas detectores a cualquiera de los cromatégrafos 1 o 2,
cada vez que se encienda alguno de los equipos donde se encuentre previamente conectado,
al final de la jornada de trabajo o cuando se detecten problemas especificos como "ldmpara
ineficiente”.

3. NOTACIONES y DEFINICIONES.

3.1 Notaciones.

Cromatdgrafo 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector automético, integrado por
los médulas 600s, 616 y 717, columna y cualquiera de los detectores (470, 490E, 996, 431,
464 6 410).

Cromatdgralo 2.- corresponde al sistema isocréitico con inyector manual, integrado por los

mddulos 600 y 610, inyector Rheodyne, unidad dora y cor do a cualquiera de
tos detectores.

3.2 Definiciones.

Sisterna isocrdtico.- Es cuando la bomba del equipo r iene 1tes la corr icion de
1a fase movil durante el analisis. -

Elaboré: Mariana Arce Osuna
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=




icde

Buenas Pracricas de Laboratorio en Cr afia de Lig

% CENTRO NACIONAL DE METROLOGIA
CENEM METROLOGIA DE MATERIALES, DIVISION POLIMEROS

BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO EN CROMATOGRAFIA Ne

DE L{QUIDOS DE ALTA RESOLUCION -
Rev. NUM. O

DETECTORES Fecha: 1997/03/19

F iones para ir el ruido debi. ol d -
Pagina: 2de 3

Sisterna de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composicién de la fase
movil durante el analisis.

3.3 Abreviaturas.

Las siglas anotadas en esta BPL significan:

HPLC Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Resolucion.
600s Controlador del sistema de bombeo.
600 Controlador del sistema de bombeo.
616 Bomba de inyeccidn cuaternaria.
610 Bomba de inyeccidn isocréatica.

717 Automuestreador pluss.

470 Detector de fluorescencia.

490E Detector ultravioleta-visible{UV-VIS).
296 Detector de arreglo de diodos (UV).
431 Detector de Indice de refraccién.
464 Detector de conductividad.

410 Detector electroquimico.

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO PARA DETECTORES.
4.1 Detector de arreglo de diodos, UV-VIS, fluorescencia e indice de refraccién.

4.1.1.-Permitir que se caliente el detector antes de utilizarlo por aproximadamente media hora,
y para alcanzar su maxima sensibilidad una hora.

4.1.2.-Conectar adecuadamente el a tierra o si ya esta conectado, verificar que este
conectado a tierra.

4.1.3.-Usar tapetes antiestaticos.

4.1.4.-Controlar el tiempo de uso de las lamparas en el cuaderno de registro correspondiente.
4.1.5.-Contar con una lampara pafa repuesto.

4.1.6.-Cambiar la lampara cuando el tiempo de vida esta por terminar {2500 horas), puede ser
50 horas antes, limpiar la superficie de la ldmpara con algoddn y metanol, no dejar residuos
de grasa, ni de algoddn y registrar el cambio en la bitdcora correspondiente. B
4.1.7.-Si se cambia Ia laAmpara, calentar el equipo por una hora.

Elaboré: Mariana Arce Osuna
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4.1.8.-Degasificar la fase mdvil 10 min. antes de iniciar.
4.1.9.-Lavario y dejarlo en disolucién acuosa de metanol al 10% at final de la jornada de
trabajo.

4.1.10.-Colocar tapones a la salida del detector, para evitar que la celda se seque.

4.2 Detector electroquimico y de conductividad..

4.2.1.-Permitir que se caliente el detector por aproximadamente una hora,

4.2.2.-Conectar adecuadamente ¢l detector a uerra o cuando ya esta conectado, verificar que
este conectado a tierra.

4.2.3.-Usar tapetes antiestaticos.

4.2.4.-Para el caso del detector electroquimico realizar la limpieza y mantenimiento de los
electrodos periddicamente, dependiendo de la carga de trabajo, por ejemplo cada 100
inyecciones; cuando se deja de usar por mas de un mes y se desea volver a utilizar.
4.2.5.-Desgasificar la fase maévii 10 min. antes de iniciar.

4.2.6.-Lavarlo y dejarlo en disolucién acuosa de metano! al 10% al tinal de 1a jornada de
trabajo.

4.2.7.-Colocar tapones a la salida del detector, para evitar que la celda se sequa.

5. REFERENCIAS.

1.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de

Liquidos de Alta Resolucién del Sistema de Gradiente 600s (Cromatégrafo 1)"; CENAM Lab.
C014, QRO. México, 1995.

2.-Arce O, Mariana; “Procedimiento del Manejo del Cromatdgrafo de Liquidos de Alta

Resolucion del Sistema 1socratico 600 (Cromatégrafo 2)”; CENAM-Lab. COT4,; QRO. México,
1998,

3.-Dalan Jonh W., Snyder Lloyd R.; “"Troubleshooting LC Systems™

: Humana.Press; LC
Resources Inc., Walnut Creek, CA, 1989. . .

Elaboré: Mariana Arce Osuna
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1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objstivo.

Describir las BPL necesarias para optimizar la calidad de los rasultados anallticos Y evutar
contaminaciones cruzadas por mal manejo de reactivos.

1.2 Alcance.

Esta BPL proporciona informacién requerida en los Sistemas de Cromatograﬂa de IIqu;das' :

cromatdégrafo 1 y 2 (ver referencias 1,2), dal Laboramrio CO'I4 ubicado en el edlhclo [o3 del
CENAM. . 3

2, UsoO. S
Se usara siempre que se ionen 'y

Gn sea el caso.
3. NOTACIONES y DEFINICIONES.

3.1 Notaciones.

Cromatdgrafo ?.- corresponde al ststema de gradiente_con inyector; automéuc lnlegrédo
70, 44905,996,’
431, 464 6 410). E

Cromatdégrafo 2.- corresponde al sistem’a ocratic
médulos 600 vy 610, invector Rhaodvne, umdad
de los detectores.

gra o por los
qulera

3.2 Definiciones.

Sistemna isocrético.- Es cuando la bomba del equipo r'!'\an; n

Elabord: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Mdnica Sadnchez Gémez.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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de la fase mévil durante el analisis.

Sisterna de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composicién de la
fase moévil durante el analisis.

3.3 Abraviaturas.

Las siglas anotadas en esta BPL significan:

HPLC Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Resolucion.
600s Controlador del sistema de bombeo.
600 Controlador del sistema de bombeo.
616 Bomba de inyeccién cuaternaria.
610 Bomba de inyeccién isocratica.

717 Automuestreador plus.

470 Detector de fluorescencia.

490E Detector de ultravioleta-visible.

996 Detector de arreglo de diodos (UV).
431 Detector de indice de refraccién.
464 Detector de conductividad.

410 Detector electroquimico.

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO EN EL USO Y MANEJO DE REACTIVOS PARA
HPLC. .

4.1.-Seleccionar reactivos de pureza cromatografica o grado HPLC.
4.2.- Solo emplear agua tipo !.

4.3.-Evitar contaminacion de reactivos:

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revis6: Mdnica Sdnchez Gémez.

Aprobd: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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4.3.1.-Respetando las condiciones de almacenamiento.

4.3.2.-Cuando es necesario tomar cierta cantidad de reactivo se debers de vaciar
una pequeiia porcién de éste en un contenedor apropiado y de ahi se debera de
tomar ia muestra que se va a pesar, los residuos nunca se deberdn de regresar al
frasco original ya que estos podrian contaminar completamente el contenido del
frasco de reactivo o disclvente.

4.3.3.-Nunca se deberan de tomar alfcuotas directamente del frasco de disolvente,

va que esto producirfa una contaminacién al introducir 1a pipeta; se debers de vaciar

en un vaso de precipitados una porcién del disolvente o liquido vy de ahl se deberd

de tomar la alicuota. ;

4.4.-identificar adecuadamente.

4.4.1.-Respetar los tiempos de vida til establecidos, cuando se abra un reactivo
identifilquelo con nombre del usuario, la fecha de apertura y de recepcién del
mismo. Adhicre una etiqueta que contenga el formato para dicha informacién como
la que se muestra en la figura 1 y llénela. B

:

4.4.2.-Cuando se toman porciones del contenedor y se colocan en contenedores
mas pequeiios, a éstos también se le debe adherir una etiqueta, tal que, ademas de
1a informacién onterior los identifique plenamenta.

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Mdénica Sanchez Gémez. . i N | :

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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SUSTANCIA PELIGROSA

IO DI USO oA DE sta Noo

AR e ey e —

Otros rivsgos

RESPONSANLE

Fifura 1. Ejemplo de etiqueta

4.5.- Respetar las disposiciones de seguridad indicadas para el manejo de reactivos.

4.6.- Colocar los desechos en los contenedores correspondientas de acuerdo a la
clasificacion indicada por el comité de seguridad e higiene.

S, REFERENCIAS,

1.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de
Liquidos de Alta Resolucién del Sistema de Gradiente 600s (Cromaldgrafo 1" cENAM- v

Lab.CO14, Querétaro. México, 1995, -

2.-Arce O. Mariana; “Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de Liquidos de Alta:‘

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Ménica Sanchez Gémez.

Aprobd: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi. g " Co L : N -
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Resolucién del Sistema Isocritico 600 (Cromatégrafo 2)"; CENAM-Lab.CO14, Querétaro,

México, 1995.

3.-Dolan Jonh W. and Snydelloyd R.r; "Troubleshooting LC Systems”; Humana Press; LC
Resources Inc., Walnut Creek, California, 1989.

4.-Sanchez G. Mdénica, Castro G. Esther, Sainz U. Judith G., Gonzdlez R. Norma, Arvizu T.
Rocio, Lora S, Ana Ma., Lara M. Velina J. v Ramirez M. Estela; "Manua! de Buenas
Précticas de Laboratorio”; Publicacién CNM-MRD-PTO08, CENAM; México 1995,

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revissé: Monica Sanchez Gémez.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.
Describir las BPL necesarias para optimizar el analisis mediante la seleccién de! materlal de
referencia més adecuado a la muestra a analizar en cuanto a las caracxerlsucas de matnz del
material como a la incertidumbre asociada. . ¢

1.2 Alcance.
Esta BPL proporciona informacién requerida en los Slstemas de Cromatagraﬂa ‘de l(quados'

cromatdgrafo 1 y 2 {ver referencias 1,2}, del Labormorlo €014 ubicado en eI edlﬁcio C del -

CENAM.

2. uso. sl .
Cada vez que se requiera de maleriales de referen a para N andlisis, curva de
calibracién y/o verificacién de! equipo. o i L el

3. NOTACIONES y DEFINICIONES.
3.1 Notaciones.

Cromatdgrafo 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector automatico, integrado por
los médulos 600s, 616 y 717, columna y cu iera de los d es (470, 490E 996, 431,
464 6 410). - . g .

Cromatdgrafo 2.- corresponde al sistema isocritico con inyector manual, integrado por los
médulos 600 y 610, inyector Rheodyne, unidad degasificadora y conectadq a cualquiera de

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revissd: Ménica Sanchez Gomez.

Aprobd: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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los detectores.
3.2 Definiciones.

Sistema isocrdtico.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composicién de
la fase mdvil durante el andlisis.

Sisterna de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar a composicién de la fase
moévil durante el analisis.

Matriz.- Son todos los componentes de la muestra excepto el analito o los analitas de interes.
3.3 Abreviaturas.

Las siglas anotadas en esta BPL significan:

HPLC Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucién.
600s Controlador del sistema de bombeo.
600 Controlador del sistema de bombeo.
616 Bomba de inyeccién cuaternaria.
610 Bomba de inyeccidn isocratica.,

717 Automuestreador pluss.

470 Detector de fluorescencia.

490E Detector de ultravioleta-visible.

996 Detector de arreglo de diodos (UV).
431 Detector de indice de refraccion.
464 Detector de conductividad.

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Reviss: Monica Sanchez Gamez.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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410 Detector electroquimico.
MRC Material de referencia certificado.

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO EN LA ELECCION Y USO DE MATERIALES DE
REFERENCIA
4.1.- Verifique que exista similitud entre la matriz del MRC con la de la muestra .
Nota: Debido a que es practicamente imposible encontrar un material de referencia que
se ajuste exactamente a la composicién de las muestras del laboratorio, salvo casos
especiales, el juicio profesional y la experiencia del analista son necesarios en la
seleccién del material de referencia apropiado. A pesar de estas limitaciones, se
considera que el uso de materiales de referencia es una de las mejores opciones para
conferir exactitud a las mediciones.
4.2.-Que la concentracidn del material de referencia sea la adecuada para el andlisis.
4.3.-Que el MRC tenga menor incertidumbre que la requerida para el enfoque de su uso.
4.4.- Para evitar contaminacién de materiales de referencia se debe de:
4.4.1.-Respetar las condiciones de almacenamiento {siguiendo las recomendaciones
indicadas en el certificado).

4.4.2.-Cuando es necesario tomar cierta cantidad de material de referencia se deberd
de vaciar una pequefia porcién de este en un contenedor apropiado vy de ahi se dabers
de tomar la muestra que se va a pesar, los residuos nunca se deberan de regresar al
contenedor original ya que estos podrian contaminar completamente el material de

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Modnica Sanchez Gomeaz.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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referencia.

4.4.3.-Se deben seguir las indicaciones del proveedor o certificado correspondiente, por
ejemplo existen materiales de referencia que solo se pueden usar una vez, otros sclo
unos cuantos dfas después de abrirse, respetando las condiciones de almacenamiento.

4.4.4.-No tomar alicuotas directamente del contenedaor.

4.5.-ldentificar adecuadamente.
4.5.1.-Respetar los tiempos de vida Util establecidos, cuando se abra un material de
referencia identifiquelo con nombre del usuario, la fecha de apertura y de recepcién del
mismo.

4.6.-Manejo, uso y almacenamiento cofrrecto.
4.6.1.-En el certificado que se anexa al material de referencia se dan instrucciones
especificas para su uso, almacenamiento, cantidad minima a usar y forma de tratar
la muestra. Si estas instrucciones no son seguidas corfrectamente, el desarrollo del
andlisis basado en las concentraciones certificadas del material de referencia pueden
invalidase.

S. REFERENCIAS.

1.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de
Liquidos de Alta Resolucién del Sistema de Gradiente 600s (Cromatégrafo 1)”; CENAM-Lab.
CO14, Querétaro. México, 1995,

2.-Arce O. Mariana; "Procedimiento del Manejo del Cromatdégrafo de Liquidos de Alta

Elabors: Mariana Arce Osuna.

Revis6: Mdnica Sanchez Gdémez.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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Resolucién del Sistema Isocrdtico 600 (Cromatdgrafo 2)”; CENAM-Lab. CO14, Querétaro.
Meéxico, 1995,

: "Troubleshooting LC Systems”: Humana Press; LC
. 1989,

3.-Dolan Jonh W. and Snyder Lloyd R
Resources Inc., Walnut Creek, Californi

4.-Sanchez G. Monica., Castro G. Esther, Sainz U. Judith G., Gonzalez R. Norma, Arvizu T.
Rocio, Lora S, Ana Ma., Lara M. Velina J. y Ramirez M. Estela; "Manual de Buenas Précticas
de Laboratorio™; Publicacion CNM-MRD-PTO08, CENAM; Querétaro, México 1995.

Elabord: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Mdnica Sinchez Gomez.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.

Describir las BPL requeridas para seleccionar ef estandar interno (El} mas adecuado para un
andlisis especifico, una vez seleccionado, especificar las BPL necesarias para realizar pruebas
de estabilidad al proceso de andlisis, asi como pruebas de interaccién con la muestra. Lo
anterior tiene como finalidad asegurarse que el estandar interno empleado funciona como tal,
v permite mejorar la confiabilidad vy exactitud de los resultados.

1.2 Alcance.

Esta BPL proporciona informacién requerida en los Sistemas de Cromatografia de liquidos:
cromatégrafo 1 y 2 {ver referencias 4,5), del Laboratorio CO14 ubicado en el edificio C de!
CENAM

2. Uso.
Cuando se desarrolle, modifique, optimice o valide un r
cromatografia de liquidos con estandar interno.

de cuantifi i6én por

3. NOTACIONES y DEFINICIONES .
3.1 Notaciones.
Cromatdgrafo 1.- corresponde al sistema de gradiente con iny‘ector automadtico, integrado por

los médulos 600s 616 y 717, columna y cualquiera de los detectores (470, 490E, 996, 431,
464 6 410). ’ : : : -

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

| Revisd: Monica Sanchez Gémez.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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Cromatdgrafo 2.- corresponde al sistema isocratico con inyector manual, integrado por los
médulos 600 y 810, inyector Rheodyne, unidad degasificadora y conectado a cualquiera de
los detectores. .

3.2 Definiciones.

Sistema isocrdtico.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composicién de
la fase moévil durante el anélisis.

Sisterna de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composicién rie la fase .

mévil durante el anélisis.
3.3 Abreviaturas.

Las siglas anotadas en esta BPL significan:

HPLC Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Resolucién.
B800s Controlador del sistema de bombeo.

600 Controlador del sistema de bombeo.

616 Bomba de inyeccién cuaternaria.

810 Bomba de inyeccion isocratica.

717 Automuestreador plus.

470 Detector de fluorescencia.

490E Detectar ultravioleta-visible.

296 Detector de arreglo de diados {UV).

431 Detector de indice de refraccion.

Elabors: Mariana Arce Osuna.

Revisd: Médnica Sanchez Gémaz.

Aprobd: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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464 Detector de conductividad.
410 Detector electroquimico.
Et Estandar Interno.

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO EN LA SELECCION Y CARACTERIZACION DEL
ESTANDAR INTERNO PARA UN ANALISIS ESPECIFICO.

4.1 8 i6n del candid, a ser usado como estindar interno.

4.1.1.- Si existe un método con una propuesta de alguin compuesto a ser usado como estandar
interno y se cuenta con ¢l o se puede obtener, usar éste.

4.1.2.- Cuando no existe ninguna propuesta en otros trabajos, en base a los analitos de interés
revisar los compuestos con estructuras y caracterfsticas muy similares a éstos, éstos serdn
los principales candidatos.

4.1.3 Buscar la informacién bibliografica sobre sus caracteristicas y en base a esto y las
condiciones cromatograficas seleccionar como minimo dos opciones disponibles o de facil
obtencién.

4.1.4.- Preparar una disolucién a una concentracidén cercana al 1a concentracién maxima
esperada de muestra e inyectarla, observar tiempo de retencién.

4.1.5.-Inyectar una disolucién estandar del analito o de una mezcla de analitos por cuantificar,
segun sea el caso.

4.1.6.-Mezclarlo con la disolucién estdndar del o los analitoe{s} e inyectarlo.
4.1.7.-Observar que no haya translapamiento de picos, que no se degraden (disminucién
brusca de dreas) tanto el El como los analitos y que sus tiempos de retencién estén cercanos
pero resueltos. Si esto no pasa. se puede intentar optimizar las condiciones cromatograficas
hasta lograr los resultados satisfactorio, de no ser asf intentar con otro candidato.

Elabord: Mariana Arce Osuna.

Revisd: Mdnica Sidnchez Gomez.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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4.2 Pruebas de estabilidad a la preparacién.

4.2.1.-Preparar una disolucién de El a la concentracién en la que se tendrd en las muestras de
andlisis vy dividirla en das.

4.2.2.- Una inyectarla a las condiciones de trabajo y determinar el area.

4.2.3.- La otra someterla a las condiciones de preparacién de la muestra {extraccién,
evaporaciones, diluciones, segun sea el caso), llevarla a la misma concentracién e inyectarla,
calcular el drea.

4.2.4.- Repetir cinco veces |os pasos del uno al tres, realizar una tabla comparativa de los
resultados, sacar promedio, y hacer un analisis estadistico de los resultados para ver que no
exista diferencia significativa entre los resultados.

4.3 Prueba de interaccién del Estdandar Interno con la muestra.

4.3.1.- Una muestra dividirla en dos submuestras.

4.3.2.- A una de las submuestras adicionar un volumen de E! tal que se obtenga a la
concentracién en la que se trabajara durante el andlisis (ver punto 4.1). La otra submuestra no
se adiciona nada (se utilizard como blancao).

4.3.3.- Ambas submuestras someterlas al proceso de preparacién de muestra bajo las mismas
condiciones, inyectarlas y calcular el drea del pico de interés en ambas inyecciones (analito o
analitos por cuantificar).

4.3.4.- Repetir cinco veces los pasos del uno al tres, realizar una tabla comparativa de los
resultados, sacar promedio, y hacer un analisis estadistico de los resultados para ver que no
exista diferencia significativa entre los resultados de ambas inyecciones.

5. REFERENCIAS.

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revisd: Modnica Sanchez Gdmez.

Aprobs: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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1.-Field Manual/Chemical Methods, EPA, Maethod number B8000B: “Determinative
Chromatographic Separation™: Vol. Il, SW-846; Edition Third, Washington, DC; November
de 1986.

2.-Annual Book of ASTM Standards; Method number E200; “Practice for Preparations,
Standardizations, and Storage of Standard Solutions for Chemical Analysis”; Vol. 15.05;
Philadelphia, PA; 1992,

3.-Annual Book of ASTM Standards; Method number E682; "Practice for Liguid
Chromatography Terms and Relationships”™; Vol. 14.01; Philadelphia, PA; 1992,

4.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatdégrafo de
Liquidos de Alta Resolucién del Sistema de Gradiente 600s (Cromatdgrafo 1)"; CENAM-Lab.
CO14, Querétaro. México, 1996,

5.-Arce O. Mariana; “Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de Liquidos de Alta
Resolucién del Sistema Isocritico 600 (Cromatégrafo 2)}”; CENAM-Lab. CO14, Querétaro.
Meéxico, 19965.

6.-Dolan Jonh W. and Snyder Lloyd R.; "Troubleshooting LC Systems"”; Humana Press; LC
Resources lnc., Walnut Creek, California, 1989.

7.-Lawrence James F.; "Organic Trace Analysis by Liquid Chromatography™; Academic Press;
Ortando Florida, USA, 1981.

Elaboré: Mariann Arce Osuna.

Revisd: Monica Sanchez Gémez.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.
Describir las BPL necesarias para verificar que la curva de calibracién sea correcta.

1.2 Alcance.
Esta BPL proporciona informacitén requerida en los Sistemas de Cromatografia de liquidos:
cromatsgrafo 1 y 2 {ver referencias 1,2), del Laboratorio CO14 ubicado en el edificio C del

CENAM

]
{
!
)
¢
i
]
;

2. USO.
Se usard cada vez que se elabore una curva de calibracién y durante el andlisis de muestras.

3. NOTACIONES y DEFINICIONES.

3.1 Notaciones.

Cromatdgrafo 1.- correspande al sistema de gradiente con iﬁvectdx; au‘(ofnético; lnteg}ado por
los médulaos 600s, 616 y 717, columna y cualquiera de los dexectoras 470, FSDE, 996, 431,

464 6 410).

integrado por los

Cromatdgrafo 2.- corresponde al sistema isocréatico con lnyec( r-manua
a cualquiera de

modulos 600 v 610, inyector Rheodyne, unidad d cor
los detectores.

3.2 Definiciones.

Elaboréd: Mariana Arce Osuna.

Revis6: Moénica Sanchez Gémez.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi. L
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Sisterna isocrdtico.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composicidn de

1a fase mdvil durante el andlisis.

Sistema de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composicién de la fase

movil durante el analisis.
3.3 Abreviaturas.

Las siglas anotadas en esta BPL significan:

HPLC Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucion.
600s Controlador del sistema de bombeo.
600 Controlador del sistema de bombeo.
616 Bomba de inyeccién cuaternaria.
610 Bomba de inyeccidn isocratica.

717 Autemuestreados plus.

470 Detector de fluorescencia.

490E Detector ultravioleta-visible.

2996 Detector de arreglo de diodos (UV).
431 Detector de indice de retraccién.
464 Detector de conductividad.

410 Detector electroquimico.

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO PARA EL CONTROL DE CALIDAD DE LA CURVA

DE CALIBRACGION.

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Ménica Sidnchez Gémez.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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4.1.-A partir de un material de referencia certificado, preparar tres diluciones con niveles de
concentracion bajo, medio y alto respectivamente, con respecto al intervalo de concentracion
al que fue preparada la curva de calibracién.

4.2.-Adicionar el El a la disolucion de cada nivel de concentracion.

4.3.-Colocar en el autoinyector las tres disoluciones de manera aleatoria. Si se trabaja con
inyector manual, inyectarlas escogiendo un orden aleatorio.

4.4..Calcular los resultados y verificar que concuerden con los esperados (los de! certificado,
si se trabajo con MRC), de no ser asi, preparar de nuevo la curva de calibracién

5. REFERENCIAS.

1.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana: "Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de
Liquidos de Alta Resolucion del Sistema de Gradiente 600s {Cromatégrafo 1)”; CENAM-Lab.
CO14, Querétaro. México, 1995

2.-Arce O. Mariana; "Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de Liquidos de Alta

Resolucién del Sistema Isocratico 600 {(Cromatdgrafo 2}"; CENAM-Lab. CO14, Querétaro.
México, 1995,

3.-Dolan Jonh W. and Snyder Lloyd R.; "Troubleshooting LC Systems"”; Humana Press; LC .
Resources Inc., Walnut Creek. California, 1989.

4.-Lawrence James F.; "Organic Trace Analysis by Liquid Chromatography”; Academic Press.‘
Ortando Florida, USA, 1981,

Elgboré: Mariana Arce Osuna.

Revisd: Ménica Sanchez Gémez.

Aprobd: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi,
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1. OBJETIVO Y ALCANCE

1.7 Objetivo
Describir las BPL que permiten aumentar la exactitud y precisién de los valores ‘de

concentracién calculados para cada nivel de la curva de calibracién (dlsoluclones de
calibracién) y por lo tanto la veracidad de la curva de calibracidn.

1.2 Alcance
Esta BPL proporciona informacidn requerida en los Sistemas de Cromatografia de llqundos'
cromatdgrafo 1 y 2 (ver referencias 1,2), del Laboratorio CO14 ubicado en el edificio c del

CENAM

2. Uso
Se usara siempre que se elabore una curva de calibracién y durante el analisis de muestras.

3. NOTACIONES y DEFINICIONES.

3.1 Notaciones.
Cromatografo 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector automaéatico, integrado
por los moédulos 600s, 616 y 717, columna vy cualquiera de los detectores {470, 490E,
996, 431, 464 o 410).

Cromatdgrafo 2.- corresponde al sistema isocritico con inyector manual, integrado por los
médulos 600 y 610, inyector Rheodyne, unidad degosificadora y conectado a cualquiera
de los detectores.

3.2 Definiciones.

Sisterna isocritico.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composicién

de la fase movil durante el andlisis.

bors: Mariana Arce Osuna Firma: Fecha: 1996/11/28
Revisé: Ménica Sanchez Gomez vF."“n: Fecha: 1997/01/23

Aprobd: Dr. Yoshito Mitani N.

FACOV

Firma: Fecha: 1997/03/19
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Sisterna de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar 1a composiciéon de la
fase moévil durante el anilisis.

3.3 Abreviaturas.

Las siglas anotadas en esta BPL significan:

HPLC Cromatégrato de Liquidos de Alta Resolucién.
600s Controlador del sistema de bombeo.

600 Controlador del sistema de bombeo.

816 Bomba de inyeccion cuaternaria.

610 Bomba de inyeccion isocratica.

717 Automuestreador plus.

470 Detector de fluorescencia.

490E Detector ultravioleta-visible.

996 Detector de arreglo de diodos (UV).

431 Detector de indice de refraccién.

464 Detector de conductividad.

410 Detector electroquimico.

cDB Calorimetro Diferencial de Barrido.

CcG Cromatografia de Gases.

CcL Cromatografia de Liquidos.

EM Espectrometria de Masas.

uv-vis Espectrofotometria ultravioleta-visible. .

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO EN LA PREPARACION DE DISOLUCIONES DE
CALIBRACION.

4.1.-Preparar las concentraciones de disoluciones de cahbracndn por peso {peso/peso).
Verificar que la balanza que se esta utilizando este cahbrada.

Elaboré: Mariana Arce Osuna Flrmia: . Fecha: 1996/11/26
Revisé: Mdnica Sanchez Gomez - | Firma: Fecha: 1997/01/23
Aprobé: Dr. Yoshito Mitani N. Firmao: Fecha: 1997/03/19

TACGY
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4.2.-Cuando no sea posible preparar por peso debido a la inesta dad de los analitos
{carotenoides y vitaminas hidrosoluble) usar solo matraces y pipetas calibrados. Determinar
la concentracién de la disolucidn stock (madre} espectrométricamente e inyectarla en el
cromatégrafo de liquidos para determinar la pureza bajo las condiciones de trabajo, para
ambos casos se debe hacer en el momento de preparar las disoluciones de calibracién y
con los resultados obtenidos hacer correccién por concentracién y pureza.

4.3.- Cuando se usan volumenes pequeiios, el error se incrementa por lo que es
recomendable usar matraces de mayor volumen para realizar las disoluciones de calibracién
(10, 25 y 50 mL).

4.4.-Cuando tome volimenes con pipetas, homogencice la forma de hacerlo, por ejemplo:
si usa micropipetas, siempre pegue la pipeta a contenedor después de haberla cargado para
evitar que quede o no la gota suspendida.

4.5.- Evitar que se formen burbujas de aire en la punta de la micro pipeta.
4.6.- Asequrarse que la micro pipeta carga v libera adecuadamente.

4.7.- Cuando prepare por peso, No pesar cantidades muy pequeias en balanzas de gran
escala, o en la Ultima cifra significativa, por ejemplo no pese 0.0005 g en una balanza que
en su intervalo de peso tiene como maximo 200 g, Es preferible pesar 0.5 #g en una micro
balanza, adicionarios al matraz y aforar ¢l matraz en la balanza de mayor capacidad. Cuidar
que el numero de cifras significativas sea igual en ambas balanzas.

4.8.- Cuando prepare laos disoluciones de calibracién a partir de una disclucién patrén
{tarmbién conocida como disolucion "stock”) donde el disolvente es volatil, pesar en jeringa
v sacar el peso de la cantidad adicionada por diferencia de peso.

4.9.- Inyectar cada nivel de concentraciéon por triplicado y aleatoriamente.

Elabor6: Mariana Arce Osuna Firma:

Fecha: 1996/11/26

Revis6: Monica Sdnchez Gémez

Firma: Fecha: 1997/01/23

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani N. Firma:

Fecha: 1997/03/19
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4.10.-Veriticar la pureza del estandar por todos 1os métodos que sea posible, usar de
acuerdo al tlipo de estandar y las técnicas instrumentales que se tengan al alcance: CDB,
CG, CL, EM, UV-VIS, humedad, etc y hacer correccién por pureza en el calcuto de la
concentracién de las disoluciones de calibracion,

. REFERENCIAS.

1.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo det Cromatégrato de
Liquidos de Alta Resolucién del Sistema de Gradiente 600s {Cromatdgrafo 1)}”; CENAM-
Lab.CO14, QRO. México. 1995.

2.-Arce O. Mariana; "Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de Liquidos de Alta
Resolucion del Sistema Isocratico 600 (Cromatégrafo 2)"; CENAM-Lab.CO14, QRO.
México, 1995.

3.-Jonh W. Dolan, Lloyd R. Snyder; “Troubleshooting LC Systems”; Humana Press; LC
Resources Inc., Walnut Creek. CA, 1989,

4.-James F. Lawrence; "Organic Trace Analysis by Liquid Chromatography”; Academic
Press; Orlando Florida,USA. 1981. .

Elaboré: Mariana Arce Osuna

Fecha: 1996/11/26

Facha: 1997/01/23

Revisé: Monica Sdnchez Gémez

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani N. S -
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1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.
Describir las BPL necesarias para evitar alterar los resultados por contaminacién proveniente
del material de vidrio

1.2 Alcance.

Esta BPL proporciona informacién requerida en los Sistemas de Cromatografla de llquidos:
cromatdgrafo 1 y 2 {ver referenclas 1,2), del Laboratono CO14 ubicado en el edificio C del
CENAM

2. UsOo. 3 .
Se usard cada vez que se desee verificar si existe contaminacidn proveniente del material de
vidrio, ya sea nuevo o de uso comun.

3. NOTACIONES y DEFINICIONES.

3.1 Notaciones. .
Cromatografo 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector automatico, lntegrado por
fos moédulos 600s, 616 y 717, columna y cualquiera de los detectores (470, 490E, 996, 431,
484 & 410},

Cromatdgrafo 2.- corresponde 3l sistema isocratico con inyector manual, integrado por los
moédulos 600 y 610, inyector Rheodyne, unidad desgasificadora y conectado a cualquuera de
los detectores.

3.2 Definiciones.

Elabaré: Mariana Arce Osuna.

Revisd: Moénica Sanchez Gémez.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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Sistema isocrdtico.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composicién de
la fase moévil durante el analisis.

Sistema de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composicién de la fase
mévil durante el analisis.

3.3 Abreviaturas.
Las siglas anotadas en esta BPL significan:

HPLC Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Resolucién,
600s Controlador del sistema de bombeo.
600 Controlador del sistema de bombeo.
616 Bomba de inyeccién cuaternaria.
610 Bomba de inyeccion isocratica.

717 Automuestreador plus,

470 Detector de fluorescencia.

490E Detector ultravioleta-visible.

996 Detector de arreglo de diodos {UV).
431 Detector de Indice de refraccién.
464 Detector de conductividad.

410 Detector electroquimico.

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO PARA LA LIMPIEZA DEL MATERIAL DE VIDRIO.

4.1.-Dependiendo del tipo de andlisis que se este realizando seleccionar el método de hmpleza

del material de vidrio:
a) Lavado de material de vidrio para andlisis de muestras orgénicas.

Elabors: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Monica Sanchez Gémez.

Aprobd: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi-
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b) Lavado de material de vidrio para anéalisis de muestras inorganicas
c) Lavado de material de vidrio para analisis de fosfatos.

4.2.-Después de seleccionar el método de lavado, verificar que sea eficiente para la aplicacién
especifica que se desea, de la siguiente manera:

a)Adicionar el analito o la muestra en minimo tres recipientes de uso comun y que se empleen
en el andlisis

b) Somerterlos al proceso de lavado seleccionado.

c¢) Adicionar el solvente de trabajo, agitar tratando de disolver cualquier residuo, concentrar e
inyectar en el equipo. Observar si da alguna respuesta a las condiciones de anélisis.

d} Si no la da, el procedimiento es adecuado, en el caso contrario, modificar el pracedimiento
de lavado hasta obtener resultados satisfactorios.

5. REFERENCIAS.

1.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de
Liquidos de Alta Resolucién del Sistema de Gradiente 600s {Cromatégrafo 1}"; CENAM-Lab.
CO014, Querétaro. México, 1995.

2.-Arce O. Mariana; "Procedimiento del Manejo del Cromatégrato de Liquidos de Alta
Resolucién del Sistema Isocratico 600 {Cromatégrafo 2)"; CENAM-Lab. CO14, Querétaro.
Méxica, 19965,

3.-Dotan Janh W. and Snyder Lloyd R.; "Troubleshooting LC Systems"”: Humana Press; LC
Resources Inc., Walnut Creek, California, 1989,

4.-Lawrence James F.; "Orgoanic Trace Analysis by Liquid Chromatography™: Academic Press;
Orlando Florida, USA, 1981,

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revis6: Modnica Sanchez Gdmez.

Aprobd: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.
Describir las BPL uOtiles para mejorar los resultados en métodos por

liquido-liquido.

extraccién directa

1.2 Alcance.
Esta BPL proporciona informacién requerida en los Sistemas de Cromatograﬂa de Ilquudos'

cromatdégrato 1 y 2 (ver referencias 1,2), del Laboratorio C014 ubicado en el edli o C del :
CENAM B B . =

2. uUso.
Se wusard cuando se uti en métodos de ex(raccldn dlrecta lfq ldo quido que no’,

proporcionen resultados satisfactorios.
En el desarrollo y validacién de métodos de extraccién d|recta ll‘quldo-llquldo.

3. NOTACIONES y DEFINICIONES.

3.1 Notaciones.
Cromatdgralo 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector automatico, integrado
por los mdédulos 600s, 616 y 717, columna y cualquiera de los detectoraes (470, 490E,
996, 431, 464 0 410}

Cromatdgralfo 2.- corresponde al sistema isocritico con inyector manual, integrado por los
mddulos 600 y 610, inyector Rheodyne, unidad desgasificadora y conectado a cualquiera
de los detectores. |

Elaboré: Mariana Arce Osuna

Revisd: Mdnica Sanchez Gémez

Aprobdé: Dr. Yoshita Mitani N.
FACOT
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EXTRACCIONES
"Extraccién liquido-liquido™

3.2 Definiciones.

Sistema isocratico.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composicién
de la fase moévil durante el analisis. -

Sisterna de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composicién de 1a H
fase mdvil durante el analisis.

3.3 Abreviaturas.
Las siglas anotadas en esta BPL significan:

HPLC Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucién.

600s Controladar del sistema de bombeo.

600 Controlador del sistema de bombeao.

616 Bomba de inyeccidn cuaternaria. 1
810 Bomba de inyeccién isocritica. !
717 Automuestreador plus. !
470 Detector de fluorescencia. i
490E Detector ultravioleta-visible. !
296 Detector de arreglo de dicdos {UV). j
431 Detector de indice de refraccion.

464 Detector de conductividad.

410 Detector electroquimico.

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO PARA LA EXTRACCION tiauiDo-LiaQuiDO.

4.1.- Eleccion del solvente .- Si existen métodos publicados donde propongan algunos,
seran los principales candidatos. De no ser asf, hacer una lista de los varios candidatos de
acuerdo a su polaridad vy la de la muestra. Probar los diferentes disolventes orgénicos,

calcular sus porcentajcs de recuperacién y hacer una relacién disolventes-porcentajes de
recuperacion, y elegir el mas eficiente.

Elaboré: Mariana Arce Osuna

Revisd: Monica Sidnchez Gémez

Aprobé: Dr. Yashito Mitani N.
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4.2.-Cantidad de disolvente de extraccién, sumentar paulatinamente la fase extractante y
hacer una relacién de porcentaje de recuperacion-volumen y elegir el volumen Sptimo,

4.3.- Cuando cuantifica por estdndar externo, medir cuidadosamente los volimenes de

adicién y extraccién del disolvente, usar material de vidrio calibrado si es posible. Si los
disolventes son votatiles:

4.3.1.- Marcar el nivel {en el embudo de extraccién o contenedor que se esté
usando) cuando se adiciona el solvente volatil vy al final de la extraccién volver a
marcar el nivel del solvente, inmediatamente recuperar la fase orgdnica. Medir
cuanto se evapord y corregir el volumen.

4.3.2.-Otra forma es colocar el disolvente en el embudo de separacién que se esta
usando en la extraccién y someterlo a las mismas condiciones de trabajo de la
extraccion, marcar cada 10 min.. el nivel de disclvente y calcular el volumen de
disolvente que se evapora por minuto, asi tomando el tiempo de la extraccion se
podra calcular y corregir el volumen final de la fase acuosa.

4.4 -Compuestos sensibles a la fuz, trabajar lo mas rapidamente posible vy con la luz
apagada de la campana de extraccién, procurar que no les de la luz directamente durante

todo e) procesd de analisis. Emplear material de vidrio ambar cuando sea posible y/o cubrir
el material con pape! aluminio.

4.5.-Compuestos sensibles a altas temperaturas, utilizar equipos accesorios con control
de temperatura, vy trabajar a las temperaturas a las que son mas estables {generalmente
O°), esto aplica principalmente en evaporadores, bafos de agua y/o uitrasénicos.

4.6.-Retencion en columna, usar modificadores de fase mévil para hacerlas mas eficientes
y/o disminuir el volumen y/o la concentracién de muestra. Observar la farma de los picos
en el cromatograma {generalmente tienen un pequefio hombro en el lado derecho, que

Elabord: Mariana Arce Osuna

Revisd: Modnica Sianchez Gdmez

Aprobé: Dr. Yashito Mitani N.
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puede variar en tamafio en la misma muestra).
5. REFERENCIAS.

1.-Arce O. Mariana vy Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de
Liquidos de Alta Resolucidén del Sistema de Gradiente 600s {Cromatdgrafo 1)"; CENAM-
Lab. CO14, Querétaro. México, 1996,

2.-Arce O. Mariana; "Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de Liquidos de Alta
Resolucitn del Sistema Isocratico 600 (Cromatdgrafo 21; CENAM-Lab. CO14, Querétaro.
Meéxico, 1995,

3.-Dolan Jonh W, and Snyder Lloyd R.; “Troubleshooting LC Systems"; Humana Press; LC
Resources Inc., Walnut Creek, California, 1989.

4.-Lawrence James F.; "Organic Trace Analysis by Liquid Chromatography”; Academic
Press; Orlando Florida, USA, 1981.
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1. OBJETIVO Y ALCANCE. -

1.7 Objetivo.

Describir las BPL que permiten manejor y almacenar adecuadamente la{s) muestra{s), para
evitar modificar sus caracteristicas originales de concentracién de los analltos por elecxos
ambientales o de mal manejo vy almacenamiento de las mismas. ; .

1.2 Alcance.
Esta BPL proporciona informacién requerida en Jos Sistemas de Cromatograﬂa de ltquldus. .
cromatégrafo 1 y 2 (ver referencias 1,2), del Laboratorio CO14 ubicado en I editicio C del

CENAM

2. Uso.

Se usars cuando se reciban muestras para andlisis o cuando se p}éparen de manera interna
(Materiales de Referencia para certificar) y durante el andlisis de la misma L

3. NOTACIONES y DEFINICIONES.
3.1 Notaciones.

Cromatdgrafo 1.- corresponde al sistema de gradiente con lnyector autumaﬂco Integrado por
los mddulos 600s, 616 y 717, columna y cualquiera de los detec(ores (470 490! 96,431,

464 o 410).

Cromatdgrafo 2.- corresponde al sistema isocratico con myector manual,” integrado por los
mddulos 600 vy 610, inyector Rheodyne, unidad d a y cor a cualquiera de

Elaboré: Mariana Arce Osuna

Revis6: Mdénica Sanchez Gémez

Aprobd: Dr. Yoshito Mitani N.
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los detectores.

3.2 Definiciones.

Sistema isocrdtico.- £s cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composicién de
la fase moévil durante el analisis.

Sisterna de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composicién de la fase
movil durante el andlisis.

3.3 Abreviaturas.

Las siglas anotadas en esta BPL significan:

HPLC Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucidn.
600s Controlador del sistema de bombeo.
600 Controlador del tema de bombeo.
616 Bomba de inyeccidén cuaternaria.
610 Bomba de inyeccidn isocratica.

717 Automuestreador plus.

470 Detector de fluorescencia.

490E Detector ultravioleta-visible.

996 Detector de arreglo de diodos {(UV).
431 Detector de indice de refraccién.
464 Detector de conductividad.

410 Detector electroquimico.

Elaboré: Mariana Arce Osuna

Revisd: Moénica Sanchez Gémez

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani N
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4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO EN EL ALMACENAMIENTO Y MANEJO DE
MUESTRAS.

4.1 Almacenamiento y manejo de muestras. en general.

4.1.1.- Cuando hay problemas de heterogeneidad en rmuestras sdlidas, moler la muestra y
pesaria por un tamiz, para homogeneizar el tamaito de particula.
MNota: es importonte el asegurar que en este paso no se introduce contaminacién a loa muestra.

4.1.2.- Homogeneizar la muestra antes de tomar la porcidn para analizar, las muestras liquidas
agitarlas y mezclar las sélidas o semisélidas

4.1.3.-Las muestras se deben almacenar a una temperatura controlada, generalmente de 20°C,
pero cuando se trata de muestras sensibles a la temperatura estas se deben de mantener en
el refrigerador antes y después de tomar la porcidn o porciones de andlisis. (revisar bibliografia
para ver si existen algunas recomendaciones especificas).

4.1.4.-Cuando la muestra cs higroscépica o se oxida con el aire, colocarla en un desecador a
vacié en el cual el agente desecante se encuentre libre de humedad.

4.1.4.1.-No olvidar cambiar frecuentemente !a silica del desecador (cuando el color de la silica
cambie de azul intenso a azul claro) y revisar que la llave que conecta al vacié no tenga fugas.

4.1.5.- En el caso de muestras 16xicas | PAH "s, PCB, etc}, manejarlas siempre con guantes
y trabajar sobre servilletas de papel para el labaratario, al final recojerlas y desecharlas en el
contenedor de residuos peligrosos, etiquetarlas como tal, aclarando el tipo de riesgo.
Almacenarlas perfectamente selladas, si los contenedores son matraces, colocar alrededor
teflén y después parafitm.

Elabor6: Mariana Arce Osuna

Revisad: Mdénica Sanchez Gdmez

Aprobd: Dr. Yoshito Mitani N.
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Destinar Jugares de almacenamicnto para éste tipo de muestras.
Ver las recomendaciones en caso de accidente en bibliografia o si se cuenta con el material

puro, revisar la hoja de seguridad.

4.1.6.- En el caso de muestras sensibles a la luz, colocar la muestra en bolsas de muestreo
opacas o en frascos dmbar, segun sea el caso

4.1.7.- Si se trabajan muestras volatiles, emplear contenedores que sellen bien y mantenerlas
en refrigeracion.

Evitar abrir y cerrar frecuentemente o hacerlo lo mas rapido posible.

4.2 Almacenamiento y Manejo de muestras durante y después del tratamiento.

4.2.1 Para muestras con analitos o en

4.2.1.1.Usar estandar interno.

4.2.1.2.-Sellar correctamente los viales para evitar la evaporacion del disolvente de la muestra
o del analito.

4.2.1.3.-Regular la temperatura del laboratorio a 20 °C o colocar las muestras en refrigeracién
y minimizar el tiempo que se mantienen a las condiciones ambientales del laboratorio.

4.2_1.4._-Realizar una prueba de estabilidad a diferentes temperaturas y determinar el tiempo
de vida media de las disoluciones en cada atura, almacenarla a 1a temperatura que es

més estable.

Elaboré: Mariana Arce Osuna

Revisd: Monica Sdnchez Gémez

Aprobd: Dr. Yoshito Mitani N.
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4.2.2 Para mu as con sensibles a la luz.

4.2.2.1.-Utilizar contenedores color ambar para las muestras sensibles a la luz. Inyectarlas lo
mas rapido pasible.

4.2.3 Generales.

4.2.3.1.-Etiquetar de manera correcta las muestras, corroborar que la etiqueta asignada
corresponda a la concentracién. En la etiqueta se debe indicar: nombre de la muestra,

concentracién, fecha y usuario.
4.2.3.2.-Si utiliza un procesador verifique que la manera en que asigné el orden de inyecciéon

de las muestras, tue el correcto

5. REFERENCIAS.

1.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatdégrafo de
Liquidos de Alta Resolucién del Sistema de Gradiente 600s (Cromatdgrafo 1)”; CENAM-Lab.
CO14, Querétaro. México, 1995,

2.-Arce O. Mariana; “"Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de Liquidos de Alta
Resolucion de! Sistema 1socratico 600 (Cromatégrato 2)”; CENAM-Lab, CO14, Querétaro.
México, 1995.

3.-Dolan Jonh W. and Snyder Lloyd R.; "Troubleshooting LC Systemns"; Humana Press; LC
Resources Inc., Walnut Creek, California, 1989.

4.-Lawrence James F.; "Organic Trace Analysis by Liquid Chromatography”: Academic Press;
Orlando Florida, USA, 1981,

Elaboré: Mariana Arce Osuna

Revisd: Mdnica Sinchez Gémez
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1. OBJETIVO Y ALCANCE

1.1 Objetivo.

Describir las BPL requeridas para evitar contaminar la muestra y asfi no alterar sus
caracteristicas fisicas originales, tener interferencias durante el analisis y asegurar la veracidad
de los resultados.

1.2 Alcance.

Esta BPL proporciona informacién requerida en los Sistemas de Cromatograffa de liquidos:
cromatégrafo 1 y 2 (ver referencias 1,2), de! Laboratorio CO14 ubicado en e} edificio C del
CENAM

2. UsO.

Se usara cuando se manejen muestras: -para andlisis externos
-para andlisis internos (Materiales de Referencia
por certificar) o muestras de trabajo.

3. NOTACIONES y DEFINICIONES.

3.7 Notaciones.

Cromatdgrafo 1.- corresponde al sistema de gradiente cen inyector automatico, integrado por
los médulos 600s, 6168 y 717, columna vy cualquiera de los detectores (470, 490E, 996, 431,
464 6 410).

Cromatégrafo 2.- corresponde sl sistema isocratico con inyector manual, integrado por los
moédulos 600 y 610, inyector Rheodyne, unidad desgasificadora y conectado a cualquiera de
los detectores.

Elabors: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Modnica Sanchez Gdmez.
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3.2 Definiciones.
Sistema isocrdtico.- Es cuando |la bomba del equipo mantiene constantes la composiciéon de

la fase movil durante el analisis,

Sistema de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composicién de la fase
mévil durante el andlisis.

3.3 Abreviaturas.

Las siglas anotadas en esta BPL significan:

HPLC Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucién. :
600s Controlador del sistema de bombeo. ! . !
800 Controlador del sistema de bombeo. !
616 Bomba de inyeccién cuaternaria. :
610 Bomba de inyeccién isocratica. |
717 Automuestreador plus. I
470 Detector de fluorescencia. B
490E Detector ultravicleta-visible. i
996 Detector de arreglo de diodos {UV). !
431 Detector de indice de refraccidn.

464 Detector de conductividad.

410 Detector electroguimico.

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO PARA EVITAR LA CONTAMINACION DE
MUESTRAS.

Elaboré: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Moénica Sanchez Gémez.

Aprobé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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4.1.-Muestras sélidas, no introducir espatulas, si es necesario hacerlo emplear siempre la
misma, la cual debe lavarse con el disolvente de trabajo inmediatamente después de su uso
y después lavarla con otros dos o tres disolventes de diferentes polaridades por ejemplo
diclorornetano, metano! y hexano.

4.2.-Taparlas y almacenartas después de su uso.

4.3.-Cuando es necesario homageneizar la muestra (muestras sélidas), limpiar perfectamente
{de ser posible, utilizar el solvente de trabajo} el molino, divisores de muestra y contenedores
para evitar contaminarla.

4.4.-En muestras liguidas, no introducir pipetas o jeringas, o asegurarse que estén
perfectamente limpias, usarlas solo una vez y lavarlas con el disoivente de trabajo
inmediatamente después de su uso y después lavarlas con dos o tres disolventes de diferentes
polaridades.

5. REFERENCIAS.
1.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de

Liquidos de Alta Resolucidn del Sistema de Gradiente 800s {Cromatdégrafo 1)”; CENAM-Lab.
CO14, Querétaro. México, 1995.

2.-Arce O. Mariana; "Procedimiento del Manejo del Cromatégrafo de LlLiquidos de Alta
Resolucion del Sistema lIsocratico 600 {Cromatégrafo 2)"; CENAM-Lab. CO14, Querétaro.

México, 1995.

3.-Dolan Jonh W. and Snyder Lloyd R.; "Troubleshooting LC Systems"; Humana Press; LC
Resources Inc., Walnut Creek, California, 1989.

Elaborsd: Mariana Arce Osuna.

Revisé: Mdénica Sdnchez Gémez.
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1. OBJETIVO Y ALCANCE

1.1 Objetivo

Describir el procedimiento para el lavado y limpieza del material de vidrio érhpleédo' para
analisis organicos [ -

1.2 Alcance.

En este procedimiento se proporciona la informacién requerida para realizar la limpieza
del material de vidrio utilizado en el analisis de compuestos orgénicos, con la finalidad
de evitar contaminacidn cruzada entre andlisis, provocada’ por la’ retencién de
compuestos organicos en las paredes del material de vidrio.

2. DESARROLLO.

2.1 Eliminar todo tipo de etiquetas y/o masking adheridos al material.

2.2 Enjuage el material de vidrio tan pronto como sea posible con un solvente
adecuado {(generalmente es el de trabajo) para eliminar cualquier residuo visible que
contenga.

2.3. Sumerja el material en una tarja que contenga una solucién agua
caliente/detergente empleando para esto un detergente neutro para labaratorio,
realicelo de tal manera que el material quede totalimente sumergido y no tenga espacios
con aire, esio permitira que exista un mejor contacto de la solucidn y todas las
superficies del material.

Elabord: Mariana Arce Osuna.

Revisd: Monica Sdnchez Gomez.

A Aprob6: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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2.4. Dejar el material sumerjido por 2 o 3 horas y si es posible durante la noche.

2.5. Retirar la solucién donde se encuentra sumergido el material y tapar la salida de
la tarja para preparar de nuevo la solucién agua caliente/detergente.

2.6. Lave minusiosamente el material empleando el escobillén adecuado.
2.7. Enjuage el material con agua corriente.
2.8.Enjuagar el material con agua tipo I.

2.9. Dejar escurrir el material sobre papel absorbente hasta que se seque, si es posible
bajo una campana de flujo laminar o cubierto para protegerlo del polvo.

2.10. Poner dos rayas por la parte externa con marcador de tinta indeleble, las cuales
deben desaparecer después de someter el material al paso 2.11.

2.11. Colocarlo en un horno, tambien colocar en el horno el papel aluminio con el que
se cubrira el material por un tiempo de 18 horas como maximeo y un minimo de cuatro
horas a una temperatura de 500 °C.

2.12. Pasado este tiempo dejar que baje la temperatura, sacarlo e inmediatamente
taparlo con el papel aluminio. Se debe verificar que la marca que se realizé con papel
aluminio haya desaparedido, en el caso que no haya desaparecido es que el material
no quedd completamente limpio, por lo que se debe de realizar otra vez el
procedimiento desde el punto 2.10.

Elabors: Mariana Arce Osuna,

Revisé: Mdnica Sanchez Gomez.

Aprabdé: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi.
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4. REFERENCIAS,

1.-Sdnchez G. Ménica, Castro.G. Esther, Siinz U. Judith G., Gonzalez R. Norma,
Arvizu T. Rocio, Lora S, Ana Ma., Lara M. Velina J. y Ramirez M. Estela; "Manual de
Buenas Practicas de lLaboratorio”; Publicacién CNM-MRD-PTO08, CENAM; México

1995.

2.-Annual Book of ASTM Standards; Method number D1193-91; “Standard
Specification for Reagent Water”; Vol. 11.01: Philadelphia, PA; 1992.

; 3.-Dolan Jonh W. and Snyder Lioyd R.; "Troubleshooting LC Systems"; Humana Press;
LC Resources Inc., Wainut Creek, California, 1989.

Elaboréd: Mariana Arce Osuna.
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