
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE lttEXICO 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 

CUAUTITLAN 

LA MEMORIA DE DESEMPEFlO PROFESIONAL: 

"BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO EN 
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA 

RESOLUCION" 

T E s 
QUE PARA OBTENER EL 

OUIMICA FARMACEUTICA 

p R E s E N 

MARIANA ARCE 

1 s 
TITULO DE 

T 

BIOLOGA 

A 

OSUNA 

ASESOR: M. EN C. RENE MIRANDA RUVALCABA 

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEX. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

1997. 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



F ACUL TAL> DE ES 1 UDl<.>S SUPERl~Jlu:.s ClJAlJ 1 n L/\N 
UNIDAD Of LA AOMINISTRACION ESCOLAR 

OEPART AJ4ENT1 • DE F.XA)o(ENES PRUFESl ONALES 

U. N.A. M. 

~-UNIU: VIJfUS 

FACUUAO DE e:srucwos 
Al-"POftA T Uf? 1 u~UPEAIOACS CUAU'Jn'l.-

@ 
DR. JAlHF. KELLER TORRES 
DIRECTOR DE LA FES-CUAUTlTLAN 
P R E S E N T E • 

~;~'b~ 
C'll'DOtl~,.., .... , .. 01t 

•.n-...,..,, P•o1,.,,,.nolao 

HTºl.t; '''<.I• Ral,,.Pl ku•h l•J•• .. ·~ c:.-1 •• -.11••9> 
J.;¡>f'e de 1 Do:-p .. -.1 t ,.,me11t ':J e.Jo:-> F.., :• mcHu~s 
f·•·ofe~1c1,~les de l~ ~.E.s. - c. 

Con b.:iise en el ar·t. ~e del r.egl<i><nento Ge11e1·.::aJ de e,,.·anoen~s. 
permitimos comunic~1- a ustQd qve revisamCl5 !~ TESIS: 

J.a l"':C?moria de DesemnPñQ profc""i,,n-11• ••911..,.0-. ... Prác:..t..1..c:d...s..e.~r.at.o.&-J.o 

C?n Cr-omatr:oor.3f!.:t c1r. L1guirl05~tr1 R,-..c::?l11cjfin" 

--------·-------------
que presE.>nta --1...:!_ pasante; :-· .• °lr i~ir1c. Are,.... Q1un71 

con numc-ro de CUC!'nt_."l: f._7'~:l_17J-:_ __ 

.11 !m le.; F,,r-\':l._,c.5-1.11._ ic-1 ~! i<~; ! o::~ . .' 

Dt•t "' .. ner· t?'J J J llJL O ch:.: 

Ccnti1dor·~"lndo Que d1c:ho3 te'!:.1s rC"'Une los requ1s1tos neces.a1 te..,~ p.:ir•a 
ser discutida en el EXAMEN PROFESIONAL corr·espond1ente. otorgamos 
nuestro VOTO APROBATORIO. 

A T E N T A M E N T E • 
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU" 
Cuautitl~n Izcalli. Edo. d~ M.!-~-~ a~ de ~M~a~y~o,__ ___ _ de 1992...__ 

PRESXDENTE ~- Ceclllu González ibarra __¿¡{,.~~_,f2_ 
VOCAL M .. en C .. r~;;:ne f·"ir-~nda Ruvalcaba_ es:::~ 
SECRETAR.10 ..J .. F' .. B .. ~l i.:t Gr-.in.:.dos Manriquez 

PR%HER :surLEHTE"" en C. O:frcn H"rn~ndez Baltaz~---- .. --=-=~ 
SEGUNDO SUPLENTEQ .. F' .. B. Juli~ c .. Botello Pozos ----~ --



..A tf, :Jfuoo. pon¡ue aras ese munáo especiar en~re nosotros . 

.A t.i. papd. mamd. porlápersona que supieronfarmaren mi 

.A ti. JtnicUt. Q_uet.a,. ITTtUZ, :Jromlia. :Nlco. ~fa ;y .Arre tia. por caáa momento juntos tmscená"unáo áisuincias. 



1 ¡ 
1-

.;r quienes lian áqJositaáo su corifian..za en miy no me lian pennitiáo áefrauáarlés, 
a aquclfos que futn invertiáo su tiempo en mostranne fu maravilúu áe este munáo y teniáo fa paciencia áe 

erueñanne a l!J(pfórurfo y á"uftutarló, mis maestros. 

.)1 esos seres incond'idonaks que me lía re9afaáo fa vi"áa a tnzvb áe( tiempo en una me:.cfa áe iáentiáaá; 
comprrmsión. coincrMnda e iguaráaá; mis amiiJos. 



Reconocimientos. 

Al Área de Metrología de Materiales del Centro Nacional de Metrología, por la 
autorización para utilizar resultados trascendentes desarrollados en sus instalaciones. 

Al Profesor M. en C. Rene Miranda Ruvalcaba, por su calidad y visión como maestro 
y asesor de este trabajo. 

A mi respetable Jurado: O. Cecilia González lbarra. 
O.F.B. Elia Granados Manriquez, 
M. en C. Efren Hernández Baltnzar. 
O.F.B. Julio C. Botcllo Pozos 

por sus aportaciones y respaldo. 

Al Dr. José Luis Jurado. por su calidad humana y profundas aportaciones durante la 
revisión de este conocimiento. 

Al Dr. Voshito Mitani Nakanishi, por su ingenio, apoyo y paciencia a lo largo de este 
proceso. 

Al M. en C. Alejandro Pérez Castorena, por su comprensión. 

Al O.F.B. Marta Inés Nicolás Vásquez. por cubrir los múltiples imprevistos de logística 
debidos a mi itinerario. · 



B1.1enas Práclicas de Labora/orlo en Croma/ografla de Líquidos 

CONTENIDO 

i. Objetivo general. 
ii. Ohjctivus particulares. 
iii. Abreviaturas. 
iv. Glosnrio. 

l. Introducción. 

2. Sistema Jnstru1nental. 
2.1 Generalidndcs del sistema cromntogrñOco. 
2.2 Entrega de disolventes (bombns). 
2.3 Introducción de muestras (inyectores). 
2.4 Columnas. 
2.5 Detectores. 

3. Curvas de Calibración. 
3. J Materiales de referencia y reactivos. 
3.2 Curva de calibración por estándar interno. 
3.3 Jn1portancia del estándnr interno. 
3.4 Características del estándar interno. 
3.5 Curva de cnlibración con estándar externo. 
3.6 Prcpur¡J;ción de bs soluciones de cnlibración. 

4. Prcpnración de Mucstr..1s. 
4. 1 Material y equipo. 
4.2 Extrncción. 
4.3 Almacenamiento y manejo. 
4.4 Contamin¡J;ción de muestras. 

S. Conclusiones y l~ecomcndacioncs. 

Bibliogrufiu. 

Apéndice. 



Buenas Prcícticas dt! Laborc1torio en Cran1e1togrc~fia de Liquidas 

i. Objetivo gcnernl. 

El objetivo de este documento es proponer y documcntnr unn serie de puntos críticos en formn de 
tnblos que pueden ser considerados como unn herramienta de npoyo en el desnrrollo de 
procedimientos de buenns prácticos de lnboratorio en Jos sistemas y procesos de medición de 
Cromntografia de Líquidos de Alta Resolución (CLAR. o HPLC de sus siglns en inglés) para con 
éstos fonnar el Manual de Buenas Prácticas de Lnborntorio de Cromatograffa de Líquidos de Alta 
Resolución. 

ii. Objetivos parCicularcs. 

1) Dnr n conocer y documcntn.r puntos críticos de los sistemas y mCtodos de medición por 
cromntografin de liquidas que han surgido de la experiencia en los laborJtorios de CENAM y en la 
de otros grupos o instituciones. así como de revisión bibliográfica [l.2.3.4.S.6,7,IO,l l,12.21.22). 

2) Proporcionar In infonnnción básica sobre cromntograria de liquidas junto con tablas de puntos 
criticas que puedan empicarse de apoyo en el desarrollo de el Manual de Buenns Prácticos de 
Laboratorio en los Laboratorios de Cromotog,rafin de Líquidos. 

3) Anexar como ejemplos de contenido. algunas partes del Manual de BPL en el Laboratorio de 
Cromntografia de Liquidas del Centro Nacional de Metrología (CENAM). 
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Buenas Pr€ÍC:lic:as de Laboratorio en Cromalografia de Liquidos 

iii. Abrcviuturns. 

ABS 
AEPT 
w. 
BPL 
CDB 
cm 
CENAM 
K 
ca 
CL 
CLAR 
EM 
EE 
El 
ºC 
g 
h 

kg 
L 
pH 
>. 
+ 
± 
MR 
MRC 
MRS 

µg 
µL 
µS 
rng 
rnL 
min. 
nrn 
N 
N 

% 
R 
k' 
a 
PCB 
HPLC 

Absorbnncia. 
Allura Equivalente n un Plato Teórico. 
Ancho de base del pico b. 
Buenas Prjcticas de Laboratorio. 
Calorímetro Diferencial de Barrido. 
Centímetro. 
Centro Nacional de Metrología. 
Coeficiente de distribución o de reparto. 
Cromalógrafo de Gases. 
Cromatógrafo de Líquidos. 
Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución. 
Espeetrómctro de Masus. 
Est¿\ndar Extcn10. 
Estándar Interno. 
Grados Cclsius. 
Gramo. 
llora. 
Igual. 
Kilogramo. 
Litro. 
Logaritmo negativo de la actividad del ión hidrógeno. 
Longitud de onda. 
Mós. 
l\.'lús·mcnos. 
Material de RcfCrencin. 
Material de Referencia Certificndo. 
Material de Referencia Secundado. 
Menos. 
Metro. 
Microgr¡tmos. 
Microlítros 
Microsicmens. 
Miligramo. 
Mililitro. 
Minuto. 
Nanómetro. 
Nomml; después de un número. expresa concentración en Normalidad • 
Número de platos teóricos. 
Por. -
Por ciento. 
Resolución. 
Rclcnción o factor de capacidad. 
Selectividad. 
Siglas del idioma inglés de Bifcnilos PoJiclorodos. 
Siglas del idioma inglés de Cromntogrnfia de Líquidos de Alta Resolución. 
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/Jucnus Práctic:us de Lc1horatorio l!'lt C.'romt1tografla de Liquiúu~¡ 

PAH Siglas del idioma inglés de Hidrocarburos Aromáticos Poticiclicos. 
Tiempo de retención. " ... 

'º 
Tiempo de retención ajustado . 
Tiempo nn1crto. 

uv Uhru-Violctu. 
UV-V!S Ultra Violcm-Visible. 

vi. Glosario. 

Analito.- Isótopo (s). elemento (s) o compucsto{s) quimicos a ser caracterizados y cuantificados en 
una muestra. 

Cu/ibrac:fún t1nt11itfca.- Procedimiento empicado para determinar la relación entre la respuesta de 
un instrumento y una cantidad de referencia n ser medida. donde dicha refcrcncin es una cantidnd 
conocida de un anulito especifico en una matriz cspecificu. La rcspucstn del instrumento es medida 
en muestras de calibración con un contenido de nnn1ito conocido. que cubren el intervalo de 
medición. Para la comparación entre In respuesta medida y los valores de rctCrcncia del contenido 
de nnalito. se derivan los pnnimetros de In curva de respuestn o curva de calibración (ej. pendiente 
e inh .. ~cepción de una línea recrn). incluyendo la incertidumbre de estos parámetros. El contenido del 
analito en una muestra dcsconocidu puede ser predicho de la medición de su respuesta y Ja 
incertidumbre puede ser calculad;i de la incertidumbre de la medición <le st1 respuesta y de la 
incertidun1bre de los parútnetros de la curva <le respucstu. 

Calihración metrolú~fca.- l>rocedimicnto "c1nplcado para determinar la incertidumbre de un 
candidato a mCtodo analítico. en donde el mCtodo es uplicado ;1 muestras apropiadas de referencia. 
Los resuhndos son comp:.Lrados con el valur de reti:rencin atribuido u las 1nuestras de n:fcrcncia. De 
una manera alternativa c1 n1Ctodo c::mdiJato y un mCtodo <le referencia son aplicados en paralelo a 
muestras apropiadas. Los resultados dd tnCtodo candidato son comparados con los del n1Ctodo de 
referencia. Primero. se co111paran los resultados y los valores de referencia correspondientes. 
tomando en cuenta las incertidumbres relevantes. Segundo. si la desviación encontrada es 
significativ::1, se deriva una corrección de desviación pum el intervalo especifico de medición. 
Tercero. la inccrtiUmnhrc de los resultados de futur.:L<> mediciones. incluyendo la corrección de 
dt.-sviación, se calcula por combinadón de dos contribuciones: la incertidumbre de los resultados de 
mediciones sin corregir y la incertidumbre de la corrección 

Currosión.M Reacción quhnica o electroquímica entre un metal y su n1cdio an1bicnte. 

Crun1atugrajia.- Método de scparución 11sica o química de una n1ezcla de solutos, usando un 
disolvente, conocido con10 fase n1úvil y un n1edio scp::1rador. conocido como fase estacionaria. 

Deriva ele lfnea lw.n.> (dd ic.liomn inglCs Drift).-Desviación gradual de la lineu base en un periodo de 
tiempo dctcm1inado. debida al n1ido electrónico del equipo. condiciones ambientales y condiciones 
de análisis. 

Dfa·o/ución.- Mczclu homog.Cnea de pnrticulas en umt fase dispersa. fonnada por diferentes 
componentes. qui.! pucdt:n separarse de ella por mCtodos fisicos pero su apariencia es totalmente 
uniforn1e. El con1ponentc que esta en exceso se conoce emno disolvente. El componente o los 
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componentes que se encucntrn.n en menor proporción se llaman solutos (ver rcícrencia 8). 

Dlso/venfe de"'"' o más a/1af11cr:" tic: e/11siú11.- Se refiere ni disolvente con que la columna se puede 
lavar para eliminar los posibles analitos retenidos con el tiempo y liberar Jos sitios activos que ellos 
ocupnn. LlUC la fase móvil en uso no tiene la "fuer.t ... "l" (afinid:1d) paru hacerlo. Así, el disolvente de 
alta fucr.1n de clusión se elige de acuerdo a hts c¡1rJcleris1ic:as de la columna y debe de tener mayor 
afinidm..1 por Jos analitos que la propia columna. 

Es1<i11d<1r ilrlerno.- Un material (generalmente compuesto qufmico puro) presente en o ndiciom1do 
a muestras en canlidad conocida que sirve como referencia de n1cdición. 

Jn1erct11nhio idnico.- Tipo de separación cronu1togrcifica en donde Ja fo.se estacionaria es 
intercambiador iónico. 

/luercumhiador iánico.- Ma1crial capaz. de cambiar rcvcrsiblcmente iones cargudos. 

Linea base.- Gr.itica obtcnidn de Ja señal que emite un detector cuando se Je Ju1ce pasar por un 
periodo de tiempo de1cnninado sólo la fase móvil bajo las condiciones de anólisis. 

Alarriz.- Se refiere a todos los componenlcs de Ja muestra exccplo el nnalito o Jos nnalitos de interés. 

Partición.- En cromatogrnfin. es Ja separ.:1ción de componentes de una muestra por o.tinidad química 
o lisien en dos fases (fase móvil y fase estacionaria). 

Polaridad de /afuse móvil.- Caracterislica fisieoquimica del disolvente empleado como fase móviJ 9 

dada por Ja concentración de molCculas disociadas en iones con carga eléctrica y Ja 
clectronegatividad de los mismos. 

Punlos crilit:os.- Aspectos que afectan directa o imJirectamentc Jos resullados nnalíticos del 
laboratorio. 

Ruido.- Señal eléctrica adicional que afecta Ja línea base. 

Sisll:ma isocrárico.- Es aquel equipo <le crommografia de líquidos, donde Ja bomba mantiene 
constnntc Ja composición de Ja fase móvil durnnte el análisis. 

Sis1ema de ~radie111'·.- Es aquel equipo de cromatografia de liquidas,. donde Ja bomba permile variar 
In composición de la fose móvil duranle el nncilisis. 

Spike.- Cantidad conocida de analito que se adiciom1 a una muestra como referencia de medición. 

Vi:rificación.- Proceso que tiene como objclivo examinar si un resultado de medición es consistcnle 
con el v¡i,Jor de rctt:rcncia correspondiente. a Ja diferencia observada se le rcaliz.a una prueba de 
signific¡i,ncia contr.i la inccnidumbre rclcvnnte, típicamente corresponde una combinación de las 
incertidumbres en los rcsullados de la medición y con el valor de rcforcncia. Usando pruebas 
estadísticas npropiadas. esta prucb¡i de significancia puede ser organizada como de uJl solo nivel o 
multiniveles. 
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; - Buenu~· Prcicric:us ele Luhoru/orio en Cromu1ograflc1 ele Líquidos 

l. lntroduccitin. 

Las buenns prácticas de laboratorio (llPL) cubren aspectos del tmbnjo diario en el laboratorio que 
deben documentarse y habilitarse fom1almcntc ya que en mültiplcs ocasiones son detcnninanlcs en 
los resultados finales del análisis. El contenido de las BPL debe elaborarse por el propio personal 
y esta información deberá optimiz..arse. especificarse y detallarse en las operaciones criticas. Un 
comitc interdiciplinario puede identificar las operaciones que afecten directa o indircctnmc:ntc Ja 
exactitud y su inOuencia en la desviación de los resultados del trabajo hecho en el laboratorio y 
desarrollar Jos documentos de las BPL. Tales factores pueden ser clasificndos como aquellos 
inherentes a In metodología y aquellos resultantes de como se aplica Csta. Los inherentes a Ja 
metodología solo pueden n1cjorarsc por medio de la investigación y el desarrollo. en cambio los 
resultantes de cómo se aplica se pueden mejorar y controlar paso a paso mejorando las prácticas de 
laboratorio. Las llPL son independientes de las técnicas usadas y conducen nspectos tales como 
mantenimiento de la infraestructura. registros. n1ancjo y <lisposición de muestras. control de reactivos 
y limpie7..a del mnterial de vidrio del laboratorio. Es importante señalar que las BPL deben 
examinarse periódicamente para mantener su credibili<lad [14.1 SJ. 

La documentación y ejecución de las BPL se consideran como parte del Sistema de Calidad del 
laboratorio. su des.."lrrollo y oplicación depende de la experiencia del anolisto, su contenido puede 
vruiar de n1anern significativo de acuerdo ni lema a tratar y los puntos que se sugiere deben contener 
son: 

DPLN •• 

Título 

Objerivo 

Campo de aplicación 

Alcance y uso 

Procedimienro 

Referencias 
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2. Sistema Instrumental. 

2.J Gcncn1JhJaücs dcJ sistema cromato~ránco. 

Ln cromnlografia es un mCtodo flsico de scpnmción en el que Jos componentes se distribuyen entre 
dos fases; una de ellas es un lecho cs1acionnrio (fo.se cs1acionnrin) y la otra se mueve por percolación 
n través del Jecho cstncionario (fase móvil) [J, 14]. 

Los procesos cromalográficos se pueden clasificnr en función de Ja naturaleza de Ja fase eStacionaria. 
figura 1.1 y de una manera global como se muestra en Ja figura 1.2 (9). 

Croma1ograria 

~se esl~cion~ 
!ióóluf? 

ADS6RCIÓN 

Fase ntóvil 
líquida 

Croma1ugraffa 
líquido-solido 

Fase móvil 
¡:ascosa 

Croma1ografia 
gas-solido 

1 

~e~~;~~~~"~ 
rAdTrCJÓN 

Fase móvil Fase móvil 
Hqui.Ja gaseosa 

Croma101raíla Croma1ograffa 
IJquidu-liquido gas-lfquido 

t-1.s,ura 1. 1 Cl:aslflc1teión <.le la croma1oar.111l11 en fUnl:ión 11 la na1waleZ<:1 <Je la fusc n1a.:tunvi• 

¡ G•••Olldo 

Gaseosa 

G.aa-IJquldo 

~ 
Encolumna 

liquida 

Pfanar 

~ 
Uquid<>aOlido 
Uquido.llquldo 

Dafas•ligada 
De lnterc•mbio IOnico 
De exclusiOn mol•r.utar 

{ 

Enpap•I 

En capa delgada 
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Los sistemas de cromntografiu de liquidas se considera como un conjunto de partes o módulos y su 
instalación gencrnlmcntc sigue un diagranrn como el que se representa en Ja figura 2. existen 
sistemas ensamblados ns( desde su fabricación. Una vez conformado e instalado un sistema. éste se 
debe de cnmctc:riznr. optimi?...ar y cstnbili:zar antes de rcaliz.ur un análisis o también cuando se cambia 
uno o mas módulos del sistema. se da nrnntcnimicnto al equipo. se monta un nuevo método 
cromutográlico o si el equipo dejo de trabajar por más de dos semanas (5). 

--
Figura. 2 Esquema del Sistema de Cromatografiu de Líquidos. 

Considerando nsi el cromouógmfo. como un sistema compuesto por diferentes módulos. se puede ver 
que hny mpcctos que pueden afectar ni sistcn1a como un total o a cualquiera de sus componentes. 
por lo que :e debe considerar esto como base para elaborar las BPL. En primer lugar los aspectos 
que aplican pura el sisten1u l-IPLC en su conjunto y postedonncntc Jos casos en los que un factor solo 
altera una parte del sistema. entonces. Cstos úllimos solo se deben tomar en cuenta para elaborar las 
BPL para ese módulo en cspccilico. Por esta razón en éste manual en primer instancia se tratanin los 
aspectos (puntos críticos) que oplicnn para el sistema en general. postcrionnentc los que afectan cada 
módulo por separado y finalnlente los relacionados con el análisis. que corresponde a aspectos 
relacionados con la preparación de curvas de calibración y prcpnración de muestras. Estos aspectos 
o puntos críticos se identifican y relacionan a manera de t;iblas para cada tema, para que a partir de 
ellos se elabore la BPL que pennitirá prevenir o evitar los problemas previstos en dichas tablas y 
mejorar o asegurar la calidad de los resultados analíticos. Por cada punto critico se puede documentar 
una BPL. aunque existen casos que dependiendo del criterio del analista se podrán abarcar dos o más 
puntos criticas en una misma BPL. Par¡i efectos didácticos en este documento se da un ejemplo 
(ANEXOS 1 ni 14) en cuda sección de Ja redacción de una BPL. 
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2.J.1 Puntos criticos tlel siscema eromntogrñfico. 

La cab1a 1 contiene los puntos críticos correspondientes n aspectos que afectan al sistema de manera 
general y se toma como referencia para realizar las BPL referentes al Sistema Cromatogrñfico 

Tubla l. Puntos críticos de un sistema eromaCogr-..ifico. 

Punto Critico Problcma(s) 

1.Limpiezn. -Aumento 
paulatino de 
presión debido a 
obstrucción total 
o pnrcial del 
sistema. 

2.Funciona.miento. -Fallas técnicas. 

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

-Lnvado general del sistema cromatográfico. 

-Progrnma y ejecución del mantenimiento 
preventivo del equipo. 

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

-Registrar el funcionamiento. en forma de cartas de 
operación del equipo en general y de los módulos 
por separados. o una bitácora para el sistema en 
general con divisiones por módulo. Los regisuos se 
deben revisar, antes de usar el equipo. cuando 
existen más de un operador; si es un solo operador 
Jo debe hacer, dependiendo de la carga de trabajo, 
periódicamente( diario. cada tercer día. semanal o 
mensual). Adicionalmente en ambos casos cuda vez 
que se requiera por causas fortuitas. En casos de 
sospechar de alguna posible anomalía. atenderla. 
solicitando el mantenimiento de inmediato en los 
casos en que el operador no lo puede hacer. 
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Del punto crilico "Limpiczn" se elabora la DPL correspondiente (ANEXO 1). que aplica 
específicamente al equipo de l-IPLC con que cuenta CENAM. El fonnato que se emplen. solo es un 
ejemplo, In empresa o institución es responsable de diseñar su propio fonnmo. los puntos siguientes 
son los que básicamente debe contener [IS]. 

1. Nombre de In empresa o insti1ución. 

2. Aren. dcpanamento o división. 

3. Clnvc de identificación y número consecutivo, proporcionado por el Sislcmn de Aseguramiento 
de Calidad de In empresa o institución, quien debe controlar el número de copias de cada documento. 

4. Titulo general. 

S. Subtítulos. 

6. Objetivo o introducción. 

7. Campo de nplicnción o alcance. 

8. Notaciones y definiciones. 

9. Desarrollo o procedimientos. 

JO. Ref'ercncias. 

JO 
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2.2 Entregn de disolventes (bombas). 
Para eJ caso de la entrega de disolventes se tienen tres partes importantes a considerar que son: 

-la interacción entre los disolventes y contenedores. 
-de los disolventes por si solos. 
-y la bomba que los provee (5.6J. 

2.2.1 Puntos criticas en la interacción entre disolventes y contenedores. 
En Ja tablo 2. se listan los puntos críticos más sobresalientes que se deben considerar en la selección 
de disolventes (fase móvil) y los contenedores adecuados. Esta se refiere a las características y 
condiciones que tanto en los disolven1es como en Jos contenedores para un anfllisis especifico se 
pueden cuidar para aumentar In reproducibilidad. precisión y exactitud de los resultados 
[1.3.5.14, I 7]. 

Tubla 2. Puntos críticos en In intcrucción entre los disolventes y contenedores. 

Puntos criticas 

1.Fases móviles. 

2.1-Jeterogeneidnd de Jos 
disolventes. 

J. Contenedor. 

Problerna(s) 

-Cambio <le conccntrnción de 
disolventes para el caso de 
mezclas. cunndo In volntilidnd 
de alguno de ellos es mayor que 
Ja de los otros. 
-Si existen impurezas. se 
concentran y pueden dar 
interferencias n1nyores. 

-Cambios en los tiempos de 
retención cuando la fase móvil 
se renueva.. 

-Contaminación de la fase móvil 
por el materinl de fabricación 
del contenedor. 

Posible DPL que previene o 
evita que se presente el o los 
problcrna(s) 

-Boca del contenedor del menor 
diámetro posible. 
-Emplear tapones de Jos 
contenedores diseñndos para 
que el orificio donde se inserta 
la tubería selle a Ja misma. 

-Si es un anñlisis rutinario se 
puede empicar como contenedor 
el envase original del 
disolvente. 
-En caso de ser necesario, trotar 
de empicar el mismo lote. hasta 
donde sea posible. 

·Análisis de polimeros-No usar 
contenedores de plflstico. 
-Análisis de iones metálicos-No 
usar contenedores de vidrio. 
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4.Disolvcntes sensibles -Degradación del disolvente. 
n In luz. cambios en In concentración en 

el caso de mezclas. 

2.2.2 Puntos criticos de los disolventes por sf solos. 

-Para todos Jos disolventes que 
vienen protegidos de la luz.. usar 
su propio contenedor si es 
posible o en su defecto proteger 
el contenedor; se puede emplear 
un plástico obscuro o papel 
aluminio. 

Los puntos crhicos que se deben considerar en los disolventes por si solos, se refiere n que el 
solvente que se emplee en el análisis debe cumplir cicnas caractcristicns para obtener mejores 
resultados y los puntos que se deben de considerar corresponden a In tabla 3[1.2,4, 13]. 

Tabla 3. Puntos criticos de los disolventes. 

Punlos críticos 

1.Los disolventes 
usados como rase 
móvil. 

2.Solubilidnd de In 
muestra. en Ja fase 
móvil. 

J.Discño del método. 

Problcma(s) 

-Daños a columnas. 

-Tuberías y/o columnas tnpadas 
por precipitación de la muestra. 

-Muestras no rctcnidns. por lo 
tnnto hay separaciones pobres. 
-Muestras retenidas 
excesivamente. y en 
consecuencia tiempos de 
análisis muy largos. 

Posibles BPL que previene o 
evita que se presente e) o Jos 
problcma(s) 

-La pureza debe ser grado 
HPLC o no menor del 99%. 
-Inyectar el disolvente puro para 
verificar que no interfiera. 
-Filtrar y degasificar los 
disolventes antes de usarse y 
usar filtros en línea. 
-Lavar los filtros de acero 
inoxidable o de tcflón de la 
línea de entrada de Jos 
disolventes o cambiarlos 
frecuentemente si se tienen en 
lint!a, 

-Hncer pruebas de solubilidad 
de la muestra previas ni análisis. 

-Pruebas previas con disolventes 
puros. 
-Mezcla de disolventes para 
lograr separaciones con factor 
de capacidad entre 1 y 1 O. 
-lntcntar gradientes de clusión. 

12 
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4.Desgnsificnción. 

S.Compntible eo-n el 
detector. 

6. Viscosidad alta. 

-Tiempos de retención 
modificados por cambios en la 
presión. 
-Seílnl de ruido proveniente del 
detector. scfialcs confusas 
-Columnas sensibles al oxigeno. 
como Nl-J:? ó NM 1• 

-Problemas en la linea base 
debido a Ja señal ID fase móvil, 
sobre tocto en gradientes. 

-Presión alta. 
-Picos colcmJos. 

-Desgasificar con gas inerte a 
nujo y presión constante sobre 
todo en bombas rcciprocantes. 

-Seleccionar disolventes que no 
den señal del 1 O % de la escala 
a las condiciones de trabajo en 
el detector. 

-Aumentar Ja temperatura. 
provoca disminución de la 
viscosidad. de la presión y 
mayor solubilidad del nnalito en 
el solvente por lo que 
disminuyen Jos tiempos de 
retención. 

Durante el proceso de optimización de un método. el analista debe preguntar parn cadn uno de los 
factores críticos, como esta éste interfiriendo en sus resultados. para responder la pregunta es posible 
evaluar el factor. diseñando un experimento especifico por factor (ejemplo 1). para evitar que la 
variación de resultndos esté dnda por más de un factor crilico. En bnsc al análisis de Jos datos ver 
como afecta el resultado. obtener el punto óptimo para cada factor y documentarlo para ese análisis 
en particular. 

En métodos ya caracterizados y establecidos solo se deben evaluar cuando se sospecha de un 
problema especifico a excepción de actividndcs rutinarias como degasifica.ción. filtración, ta.par bien 
Jos contenedores y cubrirlos de Ja lu~ cte. 

Ejemplo número. t: Diseño de un experimento pólra evaluar si existen impurezas en Ja fase móvil 
que interfieran en el análisis y en base a los resultados decidir si se debe describir Ja. BPL 
correspondiente 

Fac1or a ci.•a/uar: Si existen impurezas que eluyan al mismo tiempo de retención que analito de 
interés. 

Suponiendo q11e las Condiciones de Análisis son: 
Gradiente: 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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en donde: 
ª/oA = porcentaje del disolvente A 
o/aB ""' porcentaje del disolvente B 
Tiempo (min} =es el tiempo n que se mantendrá In mcz.cln 

Procedimiento. 
n) Pureza del disolvente A: Inyectar 3 mueslros independientes del disolvente A puro. 

Observnr si existe algún pico que eluyn ni mismo tiempo de retención 
del annlito de interés, si es nsf. medir el área y obtener la desviación 
estándar 

b} Pureza del disolvente B: Inyectar 3 muestras imlcpcndicntcs del disolvente Il puro. 
Observar si existe algún pico que eluyn ni mismo tiempo de retención 
del nnalito de interés. si es así. medir el área y obtener la desviación 
estándar 

c} Composición de la mezcla. Inyectar 3 muestras independientes de la mezcla 70/30. 
Inyectar 3 muestras independientes de In mezcla 20/80 
Observar si existe algún pico que eluyn ni mismo tiempo de retención 
del analito de interés. si es así, medir el ñrca y obtener la desviación 
estándar 

En base a los resultados adquiridos proponer In solución y elaborar In corTespondicnte BPL para ese 
método en especifico. 

Suponiendo que existan picos provenientes de impurezas en cunlquicrn de los disolventes (A, B o 
mezclas}. se debe proceder n: 
-verificar que se esta cumpliendo con las BPL "Los disolventes usados como fase móvil.'". que se 
debe elaborar a panir del punto crítico número uno de la Tnbln 3. donde su contenido básicwnente 
corresponde a la tcrcer.i columna de ese punto "Posibles BPL ... ·•. 
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2.2.3 Puntos criticos en bombns 

1 lay dos tipos principuh:s de bombas empicadas en la cntTcgn de In fase móvil en HPLC que son las 
de presión constante y las de nujo constante: 

-lns de presión constante. basadas en el empuje constante que ejerce un gns sobre la fase móvil 
haciéndola pasar por In columna. por Jo que el flujo de la fose móvil depende de la resistencia que 
a su paso opone la columna. 

-las de flujo constante. varian su presión para nlcnn:z.ar un flujo dctcnninndo (éstas son lns más 
empleadas) 
Ambas a su vez tienen modalidades que se mencionan en In Tabla 4 [7.15). 

Tabln 4. Tipos tic bombas. 

De presión constante 
(actualmente en desuso) 

De nujo constante 

De presión directa mediante un gns 
De intcnsilicndor neumático 
De intcnsificador hidníulico 

De pistón o diafragma 
De pistón rcciprocantc 
De jeringa o dcsplaz.nmicnto 
continuo 

Independientemente del tipo de bomba que se trate. las BPL para las bombas (tabla 5) deben de 
dirigirse a conocer el desempeño de Ja bomba y prevención de la corrosión del sistema de bombeo 
(cnbe:znles. pistones y válvulas "check") [S.13.16.17). 

A partir del punto critico número uno de In tabla 5 "lleproducibilidad del flujo' .. se Tenlizó la BPL 
que corresponde al ANEXO 2. la cual pcnnitc cvalunr la repToducibilidad del nujo que proporciona 
la bomba. ns{ como su buen funcionnmicnto. Ln importancia de esta BPL rndica en que cuando se 
tienen problemas en la rcpToducibilidad de resultndos,. principalmente en tiempos de retención y 
áreas (en Jos cnsos que no se utilice estándar interno) se puede saber inmediatamente si la causa es 
el sistema de bombeo y también es un parámetro que indica estabilidad del equipo. 
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Tabla S. Puntos críticos en bombas. 

Puntos criticos 

1.Reproducibi lidad 
del Flujo. 

2.Lfnea base. 

3.Cabcznles. 

Problema Posible BPL que pre\,.icne o evita que 
se presente el o Jos prohlcmu(s) 

-Variaciones en los tiempos -Se debe verificar la velocidad de flujo 
de retención. cuando se enciende la bomba o cuando 

se cambia el tipo de disolvente 

-Linea base con 
fluctuaciones por 
pulStaciones: 
Llm:11 base: 
norm11I ______ _ 

c::on Ructu..ciunc~: 

-Sellos del pistón dai\ados. 
-Pistón dai\ado. 
-Válvulas "check" dai'iadas. 

-Purgar ndccuadamente Ja bomba .. 
-Evitar que la bomba trabaje con Jos 
contenedores con poco disolvente o sin 
disolvente. 
-Evitar mezclar disolventes que no son 
miscibles tanto en el lavado como 
cuando se trabaja con sistema de 
gradiente. 
-Usar atenuadores de pulsos como: 
a) Colocar una sección larga de tubo (6 
m de largo por 1 mm de diámetro) 
entre Ja bomba y la cómara de 
inyección; éste tubo capilar se deja 
flotar libremente y asi absorbe las 
pulsaciones producidas por la bomba. 
b) Entubados <le Dourdon. 
e) Columna rellena de pequci\os 
cristales. 

-Depende del diseño de cada equipo. en 
su mayoría estos problemas se pueden 
prevenir; 
-Con el proceso del lavado del sistema 
eromatognifico. 
·En los sistemas que cuentan con 
tubería especial para el Invado de 
cabezales, no olvidar colocnrlos en el 
contenedor adecuado (gcncrolmcnte 
ngua). 
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2.3 Introducción t.lc muestras (inyectores). 

El objetivo de los inyectores es introducir In muestra en In columna sin pérdida de presión pnrn no 
alterar el "flujo constante" y no dañar el cmpnquc de In columna. Existen cuatro tipos de inyección 
básicamente: 

En septum de nlta presión. 
Parando el flujo. 
Por loop. 
Por jeringa-loop. 

La inyección por jeringa-loop o vólvulos inyectoras (figura 3) es In que hn nlcnnzndo mayor 
popularidad debido a su versatilidad. fñcil operación y durabilidad. Estas válvulns se diseñan para 
resistir presiones nltas y se fabrican solo de material incnc como acero inoxidnble y de teflón. 
Los inyectores automáticos utilizan Joop-microjcringns que se pueden programar desde 0.5 hasta 500 
µL. de muestra (S.6,7.8]. 

Figura 3. Válvula inyectora ijennga-loop). A. Toma de la muestra; B. Inyección do la muestra. 
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2.3.1 Pun1o críticos en la introducción tic mues1rus (inyectores). 
Ln inyección es n1uy importante para obtener resultados vcmccs. eslo cs. que el volumen inyectado 
corresponda ni que se esln tomando en cucn1n en Jos cálculos. sobre todo cuando se trnbnjn con 
curvas de calibrnción con estándar externo. La reproducibi1idnd del volumen de inyección depende 
en gran mcdidn del nnnlista para el cuso de inyectores manuales o de In calidad del nutoinyeetor (que 
generalmente dan mejores resultados que la mano humana). Los puntos criticas mñs sobrcsnlien1cs 
que se deben considerar se mencionan en Ja tnbla 6 (2.3.16.17). 

Tnbla 6. Puntos Críticos en Jnycc1ores. 

Puntos críticos Problemus(s) 

1.Volumen de inyección. -Vnrincioncs en el volumen 
inyectado. 

-Vnrinción evidente en el 
tnmai\o·dc los picos. 

-Fugas 'de líquido. 

-Agujas .doblndns. 

Posible DPL que previene o 
evita que se presente el o Jos 
probh:mu(s) 

-Verificar el volumen de 
inyección programado. 
-Colocar suficien1c volumen de 
muestra en el vial. 
-No colocar muestras muy 
viscosas. 

-Asegurarse de no crear vncios 
en el vinl. 

-Verificar si la agujn de 
inyección tiene el diátnetro 
apropiado y la punta cstn en 
buen cstndo. 
-Verificnr que el sello del puerto 
de inyección se encuentre en 
buen estndo. 
-Vcriticnr que el "loop•• este 
bien concctndo. 

·No colocar sepias rigidns en Jos 
violes . 
• verificnr que la tnpa del vinl 
esté colocada correctamente. 
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3. Tiempo de retención. 

Buena~· J>rúcJicas de Laboratorio en Cromatografia de Líquido~· 

-Precipitación de muestras . 

-Partículas en Ja muestra. 

-Variaciones en Jos tiempos de 
retención de Jos picos debido 
a variaciones en Ja señal de 
arranque o nctivación en el 
inyector. 

-Lavar el inyector diariamente 
con Ja fase móvil • cuando 
trabaje con disoluciones 
amortiguadoras lavarlo con 
abundnntc ngun. 
-Vcrificnr miscibildad de 
mucstrns con la fase móvil o 
disoluciones de Invado 
(ANEX02). 

-Filtrar las muestras antes de 
inyectarlas. 

-Cuando se da la señal de 
activación de manera manual, 
homogeneizar el tiempo que se 
toma en dar dicha señal. 

En base a que la parte más importante de los inyectores es el volumen de inyección. en el ejemplo 
de BPL para éste módulo (ANEXO 3) se describen los cuidados que se deben de lener para nsegurar 
que el volumen sea correcto. 
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2.-1 Columnas. 

En todo sistema cromatográfico, ya sea fose liquida o gaseosa. la columna es la base o "'alma" del 
sistema. debido a que en ella se lleva acabo Ja sepnración de los componentes de la mucslra en 
estudio. Consisten en un segmento de tubo de algún material inerte. de diámetro uniforme y capaz 
de rcsislir pn..-siones altas. El material más común es acero inoxidable. La capacidad de la columna 
depende de su longitud. diámetro y material de relleno. En general las columnas muy eficaces son 
de diámetro pequeño (3 mm) y efectúan análisis muy rápidos; su capacidad en cambio es limilnda 
por lo que la muestra debe ser de tamaño reducido. lo que exige un detector muy sensible. El 
empaque debe también ser estable y resistente u altas presiones [ 1,3.6]. 
Existen S métodos o formas de realizar cromatogrnfia liquida de ultn resolución. cado uno basado 
en los diferentes mecanismos de separación de los componentes de la muestra. lo que se logra 
mediante un cambio de columna. por lo que es la columna quien define el tipo de cromatografia [~]. 

Tipos de Cromatografia: 
1.- Adsorción. 
2.- Punición. 
3.- Intercambio iónico. 
4.- Par iónieo. 
S.- Pcrmeación en gel o exclusión estCrica. 

En todos Jos tipos de cromatografia. la exactitud y precisión de Jos resultados depende de In 
optimización del método de análisis. dentro del cual una parte primordial es la optimización de In 
separación de los componentes n rumli7..ar, para esto se utilizan panínlctros que nos dan infonnnción 
sobre In eficiencia del funcionnmicnto de In columna. Las definiciones. el significado y la ecuación 
que describe estos parámetros se dan n continuación [7]: 

Figura. 4. Cromatograma 

psfinjdoncs. 
Tiempo de ret&!nción ( t,. ).· Tiempo que la muestra permanece dentro de la columna. se mide desde 
que la muestra se introduce en el sistema hnstn el momento en que se obtiene el punto máximo de 
la señal o pico (Fig. 4). El tiempo de retención es earncteristieo de la muestra, columna. fase móvil 
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y temperatura en su conjunto. 

Tiempo muerto (ta o tm).- Es el tiempo necesario para cluir un componente no retenido en In columna. 
y se detennina midiendo el tiempo de retención de In fase móvil en uso. 

Tiempo de retención corregido o reul (l,").- Se define como el tiempo qu~ In muestra permanece 
retenida en el material de relleno de la columna (fase cstncionnrin) y se obtiene de In diferencia entre 
el tiempo total de permanencia en la columna(~) y el tien1po en que la muestra pcm1anccc en In fase 
móvil (to). Es Ja medida del tiempo que la muestra permanece retenida en la fase estacionaria. 

1,· = 1,- 10 

Ancho,¡,. base de las señales (Wb).- Es In poreión de línea base interceptada por tangentes trazadas 
a ambos Indos de una sci\nl cromntográficn (pico); asumiendo que In forma de In sei\al es gnusinnn, 
este ancho es aproximadamente igual a cuatro veces el valor de o • es decir In dispersión de una 
distribución gnusiann. 

Niimero ,fe plato.\· teóricus(N).- Un plato teórico es el equilibrio de distribución de Ja muestra entre 
la fose móvil y Ja fose estacionaria; es una medida de la eficiencia de la columna y los sistemns 
asociados. entre mayor sea el valor de N, más eficiente será la columna. 

N = 10(2-)2 
H'J~ 

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

Al/lira equivalente a un plato tedrico (AEP1) o de sus siglas en inglés (HETP).- Es In longitud de 
columnn (L) requerida para obtener un equilibrio de la muestra entre la fase móvil y In fase 
cstncionnrin. si el valor de AEPT es pcquci\o, significa un mayor número de platos por unidad de 
longitud y. por Jo tanto. In columna será más eficiente. 

AEPT =.!:_ 
N 

Coeficien1e ele c/b·trihución o ,/e rep<1rto (K).- Propiedad fisica fundamental de cada sustancia. Es 
cnractcrfstico de cada muestra. del sistema de fose móvil así como de In fnsc estncionnrin y 
temperatura. Se expresa de la manero siguiente: 

K (Cantidad- Je- muestra)/ (mililitro-de- fase- estacionarit) 
(C,mtidml- 1/e- nme.i·tra)I (mililitro-de- fase-móvil) 

Retención o factor de capaciclaú (k ").- Es una medición directa de que tan fuerte la muestro. 
interactúa con In fnsc estacionaria. 
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k' =~=tiempo -en-la - fase-cstuciona1·ia 
10 1iempo-en-lu-fu.ve-móvil 

Resolución (R).- La resolución es unn función de la distancia de scporución entre dos picos 
subsecuentes en relación n que tan anchos son. 

R = lr(b) - lr(a) 2(tr(h) - /r(a» 

(U'u +JY,,)/2 JY" +JY,, 

donde: i..c.,. ~>· w •. y Wh deben ser expresados en la.s mismas unida.des 

Selectividad (a:) .- Es un número que describe que tan bien se pueden separar dos compuestos en 
un sistema cromalográfico. Valores elevados de a: significan mejores separaciones. 

k~ t~(b) cx.=--.=-.-
ku 'rea> 

2.4.1 Puntos crfticos en columnas y empaques 
De Jo anterior, es claro que Ja caracteri7..ación de la columna es fundamental, y como un punto critico, 
se debe realizar par.i conocer una columna nueva, y contar con esos datos como punto de referencia 
en las subsecuentes caractcriznciones asi como para el historial de Ja misma. La BPL correspondiente 
(ANEXO 4) se da como ejemplo. Otros aspectos también importantes son los cuidados de limpieza 
(ANEXO 2), nlmaccnamiento adecuado, control de temperatura y pH que se mencionan en In tabla 
7 [3.S.10,16.17]. 
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Tubla 7. Puntos Crfticos en Columnas. 

Puntos críticos 

l .Eficiencia 

2.Tcmperntura 

3.Conccción 

Prohlemu(s) 

-Pérdida de 
eficiencia. 

-Columna dai\ada. 

-Variaciones en los 
tiempos de retención 
y afinidad entre 
nnnlito y columna . 
-Fonnas de los picos. 

-Disminución de la 
eficiencia de la 
columnas por altas 
tempcrnturas. 

Posible UPL que previene o evitu que se 
presente el o los problemu(s) 

-Siempre que se adquiera una columna nueva 
se deben evaluar los parámetros N. k". R y a 
con Jos que se puede llevar un control de vida 
de la columna. 
-Es recomendable tener una carpeta de control 
o bitácora con el historial de cada columna. 
-Cuando se tenga pérdida en la eficiencia de la 
columna esta debe ser regeneradas. reemplazar 
los filtros y comprobar su eficiencia 
caracterizándola (N. k'. R y a). 

-Seleccionar adecuadamente las condiciones de 
trabajo. en base a las indicaciones del 
proveedor. 
-Evitar disminuir o aumentar bruscamente el 
Oujo cuando Ja columna esté conectada para 
evitar cambios brnscos de presión. 
-Evitar (.Hsolventcs que reaccionen con la 
columna (que sangren la columna). 

-Controlar la tcmpernturn con la mnyor 
precisión posible dentro de los limites. puede 
ser con bni\o rccirculador de agua u homo de 
resistencia eléctrica. 

-Seguir lns indicaciones del proveedor. por 
ejemplo: -columnas con base de silica no se 
deben calentar por arriba de 60 ºC así como 
algunas columnas de tnmai\os de partículas 
pcquci\os debido a que pierden eficiencia (N) 
hasta en un 50 o/o cuando se calientan a 
tempcrn1uras nltas: para tamaños de particula 
de 3 µ se degradan con temperatura por arriba 
de 40 ºC. 

-Verificar que las tuc:rcas o fcrrul no estén 
n1nl apretadas. 
-Verificar que el filtro sea el adecuado. 
-Verificar que la columna no este tapada por 
objetos extraños. 
Verificar que el diámetro de las tubcria.s sea el 
correcto. 
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4.Contarninación -Columnas 
obstruidas. 
-Presión alta. 
-Picos füntasmus. 
-Picos coleados. 

5.Almacenruniento -Crecimiento 

6.pH 

bacteriano 

-Cambios en In fonna 
de los picos. 
-Degradación de 
columnas. 
-Decrece el tiempo de 
retención en 
compuestos no 
básicos y aumenta el 
tiempo de retención 
para compuestos 
básicos 

-Usar lihros y guarda columnas en linea. 
-Filtrar y limpiar hasta donde sea posible 
muestras sucias. 
-Cambiar los filtros frecuentemente. 
-Lavar Ja columna frecucnten1ente con un 
disolvente fuerte. 

Aln1:icen::ir las colutnna.s después de lavarlas. 
en disolución de algún disolvente orgánico con 
agua en una proporción 2:8. como por ejemplo 

·mctanol. acctonitrilo. cte. excepto para 
columnas de pcrmeación en gel que se deben 
de almacenar en disoluciones amoniguadoras 
con 0.1 o/o de azida. 
-Ver las recomendaciones del fabricante. 
-Asegurarse de colocar bien los tapones en los 
extremos de la columnas antes de almacenarla. 

-Para empaques de fase unida, donde la base es 
silica, usar fases móviles con pJ-1 entre 2.5 y 7. 
Usar prccolumnas con el mismo empaque o de 
silica. 
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2.5 Detectores 

El detector funciona como el "ojo" del sistema de cromntografia de liquidas. su función es traducir 
un cnmbio de Ja conccnlración de la muestra (que cluye de la columna) en una sei1al eléctrica que 
se registra por el proccsudor. Existen diferentes tipos, el nombre de los cuales proviene de la fonnn 
en que dctcclan In muestra. los mns conocidos son: 

UV-Visible 
Fluorcsccncin 
indice de refracción 
Conductividad 
Electroquímico 

El UV-Visible. fluorescencia e indice de refracción. son detectores fotométricos. miden cnmbios en 
fa nbsorbancia óptica. emisión de fluorescencia y cambios en el indice de refracción de la muestra 
respectivamente. El de conductividad y electroquímico miden cambios en Jas caracteristicns 
eléctricas de la disolución. Los resultados se transforman a variaciones de voltaje que se registran 
gnificwncntc en Wl procesador (computadora) o en un intcgrador/graficndor electrónico generando 
el cromntograma. Los más ampliamente usados son el UV-Visiblc y fluorescencia (7,9,10]. 

Los principales requerimientos pnrn sclcccionnr un buen delectar dependen en gran medida de In 
nplicación. pero lo que se requiere de él es buen nivc:l de detección {sensibilidad). bnjo nivel de ruido 
y linealidad de Ja rcspucsln (6]. 

25 



Bucnus Prácticas de Laboratorio en Cromcuografia ele Liquidas 

2.5.1 Punto críticos en Dctcclorcs. 
Los problemas que suelen presentarse en Jos dctcc1orcs dependen del tipo de detector. pero existen 
problemas comunes como los que se listan c:n Ja tabla 8. Los problemas particulares de cnda detector 
gencrnlmcnle se resuelven con el mantenimiento preventivo del mismo. El ruido en In linea base 
proveniente del dctcclor es un problema frecuente. e interfiere de mancrn directa en el cálculo del 
dren de los picos y en consecuencia en los resultados del análisis; la BPL del ANEXO 5 describe los 
cuid01dos que pueden ayudar a disminuir In sei\al de ruido del detector. 

Tabla 8. Puntos críticos en detectores. 

Puntos críticos 

t. Ruido. 

2. Linealidad de Ja 
respuesta. 

Problema 

-Problemas en la integración por 
presencia de sena.les de ruido. 
lo que disminuye el nivel de 
detección. 
·Picos fantasmas debido a ruido. 

-Problemas de carga está.tica. 

-Deriva en la Unen base causada 
por el detector. no por un 
gradiente: esto se traduce en 
problemas en la cunntificnción. 

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

-Permitir que se caliente el 
detector por aproximadruncnte 
media hora. o una hora para 
que alcance su má."'ima 
sensibilidad. 
-Control del tiempo de uso de 
las lámparas. 
-Contar con una lámpara para 
repuesto. 
-Cambiar la lámpara cuando el 
tiempo de vida esta por 
terminar (2500 horas). limpiar Ja 
superficie de Ja lámpara con 
algodón con mctanol. no dejar 
residuos de grasa, ni de algodón 
-Si se cambin la lámpara. 
calentar una hora. 
·Degasificar la fase móvil. 

-Conexión adecuada del 
detector a tierra. 
-Usar tapetes anticstáticos. 

-Control de temperaturn del 
ambiente. 
-Verificar que Ja fuente de 
energía sea ndccuada. 
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4. Contaminación. 

S. Fugas. 
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-Picos pequci\os en soluciones 
con concentraciones altas. 

-Interferencias por 
contaminación en In ccldo. 

-Seleccionar adecuadnmcntc Jos 
parámetros de trabajo del 
detector. ejemplos: 
l!Y:.Y.lS... que In longitud de 
onda (A) sen In adecuada para el 
o Jos unalito(s). y que Ja fase 
móvil no de respuestas alias en 
esa A. 
EJcctroquimjcn. que el electrodo 
de trabajo sen el correcto. 

-Lnvnr bien la celda y tuberins 
del detector después de cnda 
jornada de tntbnjo con 
disolvenlc de alta fuerza de 
elusión. no olvidar que cuando 
se trabaja con soluciones 
amortigundoras como fase 
móvil. se debe lavar con 
abundante agua y dejarse en una 
disolución de agua/disolvente 
orgánico 8:2. 

-Generación de presión nhn -Cuando no se utilicen Jos 
debida n tuberías obstruidas del detectores se deben cerrar los 
detector. puertos de entrada y salida. para 

evitar que In celda se seque y se 
contaminen las tuberías o In 

' · misma celda. 

-Fugas en lns conexiones. 
-Fugas en Ja celda. 

. · 

-Verificar que los tomillos de 
conexión estén bien cotoendos y 
nprclndos . 
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3. Cun·ns e.Je Cnlibrnción 

Dentro de los métodos de cuantificnción utilizados en cromntogrnfia. de liquidas los más comunes 
son (2.6,7,8,9,10.13]: 

a) Porcentajes de área o nonnnliznción simple de óren. 
b) Normalización de porcentajes de área con factor de respuesta. 
c) Estándar extcmo. 
d) Estándar intemo. 

a) Parce11tajes de úrea ("Aí A) o norma/izaciún J;/mple de úrea. se determina como sigue: 

Consideraciones: 

Ventajas: 

ºA.A= (área-;lel- pico)>< 100 
(área- totul) 

-Cada componente de la muestra origina un pico. 
-Que el detector da una misma área para cada componente de la muestra si 
están presentes en la misma concentración, lo que implica que tengan el 
mismo factor de respuesta. 
-Que todos los componentes de la muestra eluycn de la columna y deben ser 
detectados. 
-El volumen de inyección no necesita ser preciso. 
-Comparación directa entre muestras sin tener que hacer una curva de 
calibración. 

Tabla 9. Puntos criticos en Ja cuantificación por porcentajes de área o normnJizaci6n simple 
de área. 

Puntos criticos. 

1. Consideraciones 

Problcma(s). Posible llPL que previene o 
evita que se presente el o Jos 
problemu(s). 

-Lns considcroeioncs -No emplear este método 
gcnerolmentc no se cumplen. 
yn que no siempre cluycn 
todos los compuestos de In 
muestra sobre todo en 
muestras de mntriccs 
naturales":! además, los 
detectores generalmente dnn 
diferentes respuestas pnrn 
compuestos diferentes. 
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b) Normalización tle porcentajes Je úrcu (% A)cvn faclvr de rc.-;puesta. se cnlculu(2.7, 13]: 

% A, =t.. 
/• 1 

A :s,:cF ..... ·'" 100 
A,.,,.,¡ 

si se suponen 3 componentes. tos factores de respuesta se cnlculun: 

donde: 

C:c1 =C ... 2 =CJI, => 

F.1 1 F...,. =AJI, IA ... ,;~2 1 F...,, =AJll/A ... 2 

F.1 =A_..., I AJl1 

F,.2 =A_,.,IA ... l 

A .. ,. son lns ó.rcas obtenidas pnrn el compuesto de referencia. 
c .. , .. son lns conccntmciones de cada uno de ellos. 
F.,. es el factor de respuesta nsignndo ni compuesto de refercncin. 
A,.,..,1.cs (A.1 x. F.1 )+{A.i x F,2) + {A,.3 x F,J). 

Considcrncioncs: -Se debe contar con disolución de referencia (mezcla patrón) que contenga 
todos los componentes a una misma conccntrnción para calcular los factores 
de respuesta de cada uno de ellos. 

Ventajas: 

-Se requiere contnr con una disolución patrón de conccntrnción conocida del 
nnnlito. 
-Se debe definir el factor de respuesta pnrn cada componente. 
-Se considera que la concentración varia en fom1n lineal. con pendiente de 
uno y ordenada al origen cero. 

-La precisión de ta inyección no impacta los resultados. 
-Es un método simple para obtener la composición de In muestru en 
porcentaje. 

Tu.bala 10. Puntos críticos en ta cuantificación por normatización de porcentajes de s\rcn con 
factor de respucstn . 

Puntos crUicos 

Consideraciones 

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

El factor respuesta puede vnrinr de acuerdo No emplear éste método 
a la conccntmci6n de mancrn lineal. pero· 
no siempre con pendiente uno. 

Los métodos por estándar interno y externo se ven en tos puntos 3.2 y 3.5 respectivamente. 
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3.1 Mutcriales de referencia y reuctivos. 

Tipos e.Je rcuctivos: 
En cromatogrufin de líquidos una parte muy importante del análisis es la prepnmción de la muestra 
para lo cual se rcquiCre el empleo de disolventes o reactivos de nlta pureza~ con la finalidad de evitnr 
impurezas que puedan interferir con Jos resultados. A continuación se muestra In manera en que los 
reactivos químicos se clnsifican de acuerdo a su pureza [4.1S~1 8). 

• Grado USP: Las sustancias grado USP~ son lo suficientemente puras. para pasar las pruebas 
prescritas por la farmacopen de los Est¡¡dos Unidos de Norteamérica. y son convenientes para su 
empleo en la producción de medicamentos. Pueden contener ciertas impurezas pero estas no son 
detectables por los mCtodos descritos en la fnnnacopcn. Estos reactivos en general se consideran 
aceptables pnra los trabajos de rutina del laboratorio. 

• Graclo Espectroscópico. Son disolventes de pureza especial. adecuados para el trabajo de 
Espectrofotomctrin en 1;:1 región ultravioleta, infrarrojo, o cercano infrarrojo, así como en 
Espcctrofotometría de resonnncia m.ignética nuclear. y fluorometria. Las especificaciones de estas 
sustancias son proporcionadas principalmente en ténninos de su absorbancia característica. 
contenido de agua. y residuos de evaporación. E1 principal requisito de un disolvente parn este 
propósito, es que su absorción en la región de interés. sea lo más baja posible. 

• Graclo Cromutogrcificu: Estas sustancias presentan un nivel de pureza mínimo del 99 +mol%. 
determinado por cromatografia de gases. Cada sustancia es acompañada de su cron1atogrnma. 
indicando el tipo de co1unma utili7.nda y los parámetros del nn:ilisis. El nivel de impurezas 
individunles no deberá exceder o 0.2 °/o. 

+ Grado Técnico: Este tipo de sustancias son utili7...adas a nivel industrial. y generalmente son 
inadecuadas para el trnbajo de laboratorio. debido a su gran contenido de impurezas. 

• Graclo Práctico: Estas sustancias tan1bién contienen impurezas. pero son lo suficientemente puros 
para In mayoría de las aplicaciones orgánicas. En general el tipo de impurezas que contienen se 
deben n los intcm1cdiarios de síntesis. 

• Grado QP: QP. son las siglas de "Químico Puro". Su pureza se considera equiparable a las 
sustancias quimicas de grado reactivo. y su uso dependerá de la aplicación. 

• Graclo Reactivo: En esta clasificación se incluyen aquellas sustancias que han sido certificndns 
para que su nivel de impurezas sea menor al especificado por el comité de Reactivos Analíticos de 
Ja Sociedad Americana de Química (Amcricnn Chemical Socicty. ACS). Cada frasco se encuentro 
identificado con un nUmero de lote. 
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El agua purificada también se clasifica de acuerdo al grado de pureza. en lipo l. tipo JI y tipo IJI, sus 
usos se dan en la tnbl.n 11 [4,15,18]: 

Las diferencias en cuanto a los paró.metros fisicoquimicos sugeridos por diversos orgnnisrnos 
intemacionnles se proporcionan en la tablas 12. 

Tabla J J. Usos de los diferentes tipos de ng,uu. 

TIPO DE AGUA usos 

-Cromatogrnfia liquida de alta resolución. 
-Dclcrminacioncs de ultra lrnzns 

11 -Absorción atómica 
-Determinaciones a nivel trazas 

111 -Trabajo analitico ordinario. 
-Destilaciones simples. 
-Dcioni7_-ieioncs u osmosis inversa. 

Tabla 12. Caractcr.isticas generales de los difercnt~"' tinos de ug,ua. 

PARÁMETRO 

pJ-J a 25 "C 

Conductividad cJCelrica µS/m a 25 "C 

Materia oxidable (equivalente n mg O,_/L) 

Absorbancia a 204 nrn, con cckln de 1 cm 

Contenido de SiO,_ en mg/L 

Residuos después de Ja evaporación 
contenido mg/kg. 

•1:1 rll en :i;ua al111mcn1c rurolicailia ni> CJla dclcnn1no!Mlu 

TIPO DE AGUA 

JI 

0,01 0,1 

0,08 

0,001 0.001 

0.01 0.002 

1,0 

IJI 

5,0-7,S 

o.s 
0,4 

++ 

++ 

2,0 

El agua es uno de los disolventes mó.s utilizados en el laboratorio de cromntografia de líquidos. sus 
principnlcs usos son como fase móvil. preparación de disoluciones (amortiguadoras, iónicas}. 
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extracciones líquido-liquido, en Ja limpieza del material y lavado del equipo. En todos los casos 
se debe empicar agua tipo J. excepto en las primeras etapas del Invado del.material de vidrio 
(ANEXO 1)[4,5,6,15,18]. 

3.1.1 Punto críticos en Hcnctivos. 
Los reactivos químicos es importante que se elijan de acuerdo a la información anterior y a las 
neccsid<Jdes de acuerdo al tipo análisis y método en uso. Los puntos críticos a considerar se listan 
en la tabla 13, de Jos que se parte para realizar la BPL del ANEXO 6. 

Tabla 13. Puntos cricicos en reactivos. 

Puntos críticos. 

t.Purezn. 

2.Contaminación. 

3.Jdentificación. 

ProbJcma(s}. 

-Picos de impurezas en Jos 
cromatogrnmas provenientes de 
reactivos. 
-Columnas y/o tuberías 
obstruidas y/o contaminndas. 

-Contaminación por mal manejo 
de reactivos. 

Posible BPL que previene o 
evita que se presente el o Jos 
problcmn(s). 

-Seleccionar Jos reactivos de la 
mayor pureza disponible, de 
prcf'erencia que se especifique 
que es grado cromatográfico o 
grado HPLC. 

-Respetar las condiciones de 
almacenamiento. 
-Tomar correctamente las 
porciones de reactivos. 

-Problemas por uso de reactivos -Etiquetar adecuadamente. 
caducados. 
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3.J.2 Mntcriulcs c.Jc rercrcncia 

Tipos tic l\1ntcriaJcs de H.cfcrencia: 

Mnterjal de refcrc-ncin CMR>- Es un malcriaJ o susluncia a Ja que se Je determinan una o mas 
propiedades con suficicn1c exactitud Jo cuaJ pcnnile cJ uso de las mismas pa.ra Ja calibración de un 
oparnlo, asegurar un método de medición y/o Ja comparación con otros materiales (22]. 

Mn1erjaJ de refcrcncjo ccrtiOcndo lMRC>· Un material de referencia aJ que una o mas de sus 
propiedades han sido ccni ficudas por un proccdin1iento técnicruncmc vulido, acompru1ado o traznble 
a un certificado u olea documentación Ja cual es avalada por un organismo certificador reconocido 
[22]. 

Mgterjnl de rcfcrcncjn SccumforioCMRS>- Un matcriul de referencia al que una o mas de sus 
propiedades han sido delcnninadas por un procedimiento lécnicamentc valido, utiliz.ando un mntcrial 
de referencia certificado para Ja comparación de valores (22). 

Algunos de Jos usos de Jos materiales de referencia son ( 15.22]: 
-Confirmar la cupacidm.J de un analistn para ejecutar el procedimiento. 
-Evaluación de unn nueva mclodologia de laboratorio (validación de métodos). 
-Calibración de equipo. Cuyo procedimiento requiera del uso de estos J\.tR. 
-Validación de mClodos para uso especifico. 
-EstnbJecimiento de la trn7.abilidad de las mediciones. 

-DesnrroJJo de= un nuucriul de referencia sccund;irio. 
-DcsarrolJo de proiocoJos de ira:r.abiJidad. 
-Aseguramiento de Ja calidad inlcn1a (lntrnlaborntorio). 
-Aseguramiento de Ja calidad externa (lnlcrlaboratorio). 

3.J .4 Puntos criticos para matcri:1Jcs de referencia. 
Por ser Jos f\..fR, Ja bnsc del cñlculo de Jos resultados del análisis y In incertidumbre relacionada. su 
uso y manejo adecuado son de primordial importancia para obtener resultados confiables. Los 
principales puntos críticos con respecto a los MR se dan en Ja tnbla 14 los cuales se documentan en 
In BPL dcJ ANEXO 7. 
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Tabla 14. Puntos crfticos pnra Mutcrinlcs de Rcícrcnciu. 

Puntos críticos. Problema(s). 

1.Selección adecuada. :-Problemas pa.ra obtener la 
incertidumbre deseada. 

-Interferencias por efecto de 
matriz 

2.Uso y manejo -Problemas en Ja 
preparación del mnterin.J de 
referencia. 

Posible BPL que previene 
o evita que se presente el o 
Jos problcma(s). 

-Elegir el material de 
referencia con una 
incertidumbre menor a Ja 
deseada en los resultados. 
-Elegir el tipo de material 
de referencia de acuerdo al 
nivel de incertidumbre 
deseado. 

-Seleccionar el material de 
referencia de acut:rdo al tipo 
de matriz con que se esta 
trabajando, hasta donde sea 
posible. 

-En el caso de los MRC. ver 
la especificaciones para su 
uso, almacenamiento, 
cantidad mínima a usar así 
como la tonna de tratnr la 
muestra. 

34 



Buenas Práclicns de LÜbora/urio en Cromalografia de Líquidos 

3.2 Curvu de culihrución por cstñndur interno (El). 

Gcncralidudcs. 
Este método es menos susceptible a errores técnicos. y si es bien elegido el estándar interno 
compensa. en algunos casos. errores producidos durante la preparnción de la muestra. Consiste en 
adicionar a las muestras y a las disoluciones estilndarcs de calibrnción un compuesto de 
concentración conocida (estándar interno). La respuesta de cada componente n diferentes 
concentraciones (en el caso de la curva de calibración) es comparada con In del estándar interno. 
figuras 5 y 6. Y en el análisis de muestras In respuesta de cada analito es comparada con la del 
estándar interno ( 1,3.1 1 ]. 

~ 
&~&&& 

____ --=.:::::.=;.:.:::..*··- ____ _,,_ 
' ·.·-, . .· ' ... ·· 

Figura S. Curva de cBÜb'ración por estdnd~r interno (prcparnción de 
disoluciones estándares) 
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:~ A.e•drlC•lánd•• 
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c--•••dA• klmQ 
Figura 6. Curvo de calibración por estándar inlcmo 
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3.3 Importancia del cslándar inlcrno 

En la mnyorfn de los cnsos el uso de estándar interno permite [ 11 ]: 

-Corrección de volumen. corregir las vnrinciones por volumen de inyección 

-Corrección de la recuperación en extrnccioncs directas lfquido-Hquido. corrige 
pérdidas por derrDJllcs. incomplctus recuperncioncs de la fose orgánica en 
extracciones. corrige por solubilidad parcial de In fase orgánica en In fose acuosa. 
evnpornciones del disolvente 

-Corrección de la recuperación en extracciones por Soxhlet, pérdidas pOr derrames. 
evaporación de disolventes volátiles. 

-Desempci\o de la Colunmn. monitor de la fonnn de los picos. área y tiempo de 
retención en ami.lisis rutinarios. 

-Control de entidad. disminuye los errores rclncionndos con In mctodologfn. 

-Corrige vnrinciones instrumentales 

3.4 Cnracterfsticns del estándar interno. 

Un compuesto paro poder ser usado como estándar interno debe tener la siguientes cnrncterísticns 
(11]: 

-Debe ser estable (n las condiciones de nmilisis). · de alta pureza y disponible 
fdcilmcntc. • -

-No debe de rcnccionnr con los componentes de tn· muestra. 

-Debe dar unn respuestn en el detector similar n Jos n~nlitos. 

-Debe cluir cerca de los nnnlitos. 

-Debe resolverse completamente de los componentes de lo muestra. 

-No lo debe de contener In muestra 
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3.4.1 Punto críticos en Ju selección del esr=.indur- interno. 
En lo que se refiere a la selección de un estándar interno. lo principal es seleccionarlo adecuadamente 
en base a las características antes mencionadas. las que debe de cumplir para poder realizar una 
cuantificación exitosa~ ésto depende de los conocimientos, experiencia y criterio del analista. Una 
vez seleccionado es importante tomar en cuenta Jos puntos que se marcan en Ja tabla J 5. en base a 
la cual se documenta la DPL del ANEXO 8. 

Tabla 15. Puntos críticos del csh\ndar interno (El). 

Puntos críticos. 

!.Estabilidad del El. 

2.Cantidad 
adicionada. 

3.Tiempode 
rclención. 

4.Es1ructura. 

Problcma(s). 

·Concentraciones de la muestra alias 
por degradación del El. 
·Concentraciones de muestra bnjas o 
desnpnrición de picos de nnalitos y 
aparición de nuevos picos por 
interucción del El con la muestra. 

•Variabilidad de respuesta del estándar 
intemo a diferentes concentraciones. 

-Traslapa.miento en el cromatograma 
con olgím analito o impureza. 
-Tiempo de retención muy alejada de los 
nnalilos. 

-Respuesta en el detector menor n la de 
Jos nnalilos por sus caracterfslicas 
estructurales. que altere los rcsullados 
(generalmente altos). 

Posible BPL que previene o evita 
que se presente el o Jos 
problcmn(s). 

·1 lacer pruebas de estabilidad del El por 
separado a las condiciones de análisis y 
posterionnenle con la mucs1rn parn observar 
su cornponamiento, en cuso de ser inestable 
o reaccionar con Ja muestra se debe de 
intentar otrn sustancia. 

·Adicionar siempre la misma cantidad de 
El a Jos estándares de calibración. 
estándares de control de calidad y muestras, 
esto es imponante tambic!n pnra anular el 
crTor por concentración del estándar inlerno 
cuando és1a no es bien conocida . 

-Modificar las condiciones de análisis: 
grndien1e, 1empcratura, disolventes, ele. o 
intenlar 01ra sustancia. 

Seleccionar el El con una cs1ructum lo mas 
similar posible a la de los analitos de interc!s. 
si esto no es posible. verificar que la 
intensidad de rcspuesla en el detector sea 
ecrcnna a la de los analitos, es preferible 
inccntar olra sustancia 
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3.S Curva e.Je culibración con cstánüur externo 

Gcncrulitlndes. 
Se debe contar con un material de referencia o un reactivo de alla pureza del analito que se desea 
cuantificar. Consiste en In obtención de un factor de respues1a del dc1cctor renliza.ndo una curva de 
calibración en base a Ja relación respuesta-área del eslándar a diferentes concentraciones, Ln curva 
de calibración se prepara como se mucs1ra en las figuras 7 y 8. Se debe realizar una curva de 
calibración por nnaJHo [J ,3. J 1 ]. 

--·----·-·------
Figura 7. Curva de calibración por est.Sndar externo (preparación de 
disoluciones estñndares). 
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JJ~JJJJ 
1 1 1 1 

~~ 
60 100 150 200 c._ .... _.._ klmlJ 

Figura 8. Curva de Calibmción por estándar ex1emo 
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3.5.1 Punto críticos en la curva de eulibraeión. 
La curva de culibración. reuliz..'lda solo con cst¡indar externo o adicionando estándar interno. es la 
herramienta de medición que proporciona resultados niás confiables en Ja técnica analítica de 
cromatografia de liquidos. pero si dicha curvu esta mal cnlculada generará resultados erróneos. por 
esa razón se debe verificar que la exactitud de los resulta<los que la curva esta proporcionando se 
encuentren dentro de la incertidumbre deseada. A esa verificación se le conoce como control de 
calidad de la curva de calibración y es un punto crítico para los rcsultndos (Tabla 16) se realiza 
utilizando un material de referencia certificado (BPL descrita en ANEXO 9). o en su Ucfecto se 
adiciona el analito (sustancia química de alta pureza) a una matriz similar a la de la muestra. y en 
los casos de muestras complejas. se puede dividir una n1ucstra en dos submuestrns, utilizar una 
submuestrn como blanco y a la otra adicionar el analito en cantidad conocida (spike. del idioma 
inglés). 

Tnbla 16. Puntos crilicos en la curva de calibrución. 

Puntos criticas. Problcma(s). Posible BPL que previene o evita que se 
presente el o los problemn(s). 

l .Control de -Resultados precisos -Inyeclar de manera aleatoria un MRC. si se 
cnlidnd. pero no exactos. cuenta con él. a conccntrnciones baja. medin y alta 

. . 
con respecto al intervalo de concentración en que 
se realizó la curva de calibración . 
Si las concentraciones esperadas no concuerdan. 
repetir Ja curva de cnlibración. tratando de 
locnlizar cual es el problema y corregirlo. 
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3.6 Prcpnrnción de las disoluciones de calibración. 

La exactitud de los resulta.dos depende en gran medida de que tan bien se prepare la curva de 
calibración y cstn n su vez depende de como se preparen las disoluciones de calibración (11]. En la 
tabla 1 7 se muestran los punlos críticos respecto n la preparación y de estos se deriva la BPL del 
ANEXO 10. 

Tabla 17. Punto críticos en la prcparnción de las disoluciones de calibración. 

Puntos Problcma(s). 
críticos. 

1. Faccor -Factor de 
de correhu::ión bajo. 
correlnción 

:?. Pureza 
del 
estándar. 

-Posibles impurezas 
en el estándar cuando 
se empican 
sus1ancias que no 
certifican su pureza. 

Posible BPL que pre,·ienc o e'\-· ita <¡ue se presente el o Jos 
problcma(s). 

·Preparar las conce11lraciunes de disoluciones de calibrnción por peso 
(peso/peso}. 
-Verificar que la balanz.a que se esta utiliz.ando este calibrada. 
-Cuando e!>to no sca posible usar sulu nm1raccs y pipetas calibrados. 
-Usar matraces de ma) or volumen para realizar las disoluciones de 
calibrnción. 

-Cuando pipetee homogcnice la fonna de hacerlo, por ejemplo: si usa 
micro pipetas siempre pegue la pipcla al contenedor después de haberla 
cargado para e"'ilar qut: quede o no la gola suspendida. 
-Evitar que se formen burbujas de atre. 
-Asegurar.>e que carga y libera adccundamenle. 

-Cuando prepare por peso, no pesar cantidades muy pcquenas en 
balunzas de gran escala. o en la UJ1ima cifra significa1iva. por ejemplo no 
pese 0.0005 gen una balanLa que en !>U rango de peso tiene como 
máximo 200 g, es preferible pesar 0.5 µgen una micro balanza, 
adicionarlos al n1atra.l y aforar el mairaz e11 la balanz., de mayor 
capacidad. 
-Cuidar que el numero de cifras significa11vas sea igual en ambas balanzas 

-Cuando prepare las •.hsoluciones de calibración a partir de una disolución 
madre donde el disolvente es volfl11l. pesar usando jeTinga y sacar el peso 
de la cantidad adicionada por difcrcncfa de peso. 
-Inyectar cad¡1 nivel de conccn1ración por triplicado y alea1oriamcn1c. 

-Verificar la pureza del estándar, empicando todos los métodos que sea 
posible usar de acuerdo al tipo de estándar y que se tengan al alcance: 
CDD, CG, CL, EM, Uv~v1s. humedad, etc. y hacer corrección por 
pureza en el cálculo de la concentración de las disoluciones de 
calibración. 
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4. Preparación de muestras 
Ln preparación de mucstrn es primordial pura obtener buenos rcsultudos. En esta pnrte se revisnrún 
los puntos en los que se tiene que prestnr especial atención en lo que respecta a material y equipo 
empicados en el tratamiento de muestras; aspectos directamente relncionndos con la muestra como 
su extracción. contaminación. almacenamiento y manejo [ 11 ]. 

4.1 Mnterial y equipo 

4.1.1 Equipo 
Con lo respecta al equipo. este debe contar con un programa de mantenimiento preventivo en el que 
se debe de incluir también el programa de calibración cuando así lo requieran. generalmente el 
mantenimiento lo proporciona el proveedor o el departamento de mantenimiento y servicio de la 
propia empresa. cuando el personal es entrenado previamente. 

La calibración. que se define en el vocubulario de metrología propuesto por Ja guia ISO como: 
"Calibración de un instrumento de medición, es la operación de fijar las posiciones de las marcas de 
un instrumento de medición (en algunos casos solamente las marcas principales) en función de Jos 
valores corrientes del mesurando". puede realizarse por personal del laboratorio ni cual se le debe 
dar entrcnnn1iento para Csto o en su defecto contar con un documento donde se explique la manera 
detallada de como realizar una calibración para un instrumento específico (método). En algunos 
casos la calibración solo se debe realizar por un organismo calificado para ofrecer éste servicio, tal 
como un laboratorio primario o secundario. Existen casos en los que se puede verificar su 
funcionamiento adecuado con materiales de referencia. ejemplo espectrómetro UV-visible [15). 

El lnborntorio debe programar las calibraciones en base a: 

-Las especificaciones del fabricante. 
-Frecuencia de uso. · 
-Tipo de mediciones realizadas. 
-Evaluación de canas de control. 

Los equipos utilizados frccucntcnu.,tc requerirán de periodos menores entre cada calibración a 
diferencia de los que su uso es esporádico. Cuando se utilizan equipos en detcnninacioncs en las que 
la incertidumbre pcnnitida en los resultados es pequeña. los períodos de calibración son diferentes 
n los convencionales. generalmente menores. Las cartas de control dan infonnación de como se 
encuentra el funcionamiento del equipo, en base a los resultados que éste está proporcionando. lo 
que pcnnite decidir la frecuencia de la calibración del equipo [IS]. 
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Ejemplo de equipos accesorios en la preparación de muestras puro. HPLC: 

Balanzas analíticas. 
Potenciómetros. 
Espcctrómet.-o UV visible. 
Cnlorímetro diferencial de barrido. 
Baños para control de ten1perotura. 
Evaporadores con control de temperaturn y presión (rota.vapores). 
Termómetros. 
Cronómetros. 

Ejemplo: 

EQUIPO 

Espcctróme1ro 
UV-visible 

Frecuencia 
verificación 

Dos veces al 

rarimc1ro a 
verlnc:ar 

Exactimd y 
reproducibilidad 
de la longi1ud de 
om.la 

Exac1i1ud 
fotométrica y 
rcproducibilidad 

l\-1alcrlalcs de Procedimiento general 
rdercncia 

Fillros de Holmio Verificar la longi1ud de 
y Didimio onda en el intervalo de 

UV-visiblc. La desviación 
má"ima debe ser :l: 1 nm • 
CofTC'r dos espectros 

Disolución 
acuosa de 60 ± 

0.25 mg 
K 1Cri0.,1Litro en 
H 1SO .. O.OIN 

Correr un espectro de 240 
a 450 nm o verificar la 
absorbancia a la siguienlc 
longitud de onda: 

.\ (nm) ABS 

235 0.747 

257 0.869 

313 0.293 

350 0.6 

El máximo de desviución 
es.± 1 o/o de la escala 
completa. en todos los 
intervalos . 
Correr tres espectros. 
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4.1.2 Material de vidrio 

4.t.2.1 Clasificación de rnutcrial de vidrio 
En una dctenninación analitica donde se realicen determinaciones de volumen que requiernn una 
precisión y exactitud bien definida se utiliza material volumétrico calibrado el cual deberá usarse 
correctamente. En genernl dichos materiales son: matraces volumétricos, burctas, pipetas 
volumétricas y pipetas graduadas [ 11 ]. 

Para efecto de la clasificación por forma y tamai\o. el material de vidrio con respecto u/ tipo de 
material con el c¡uc esta fabricado se divide en: 

Tipo l 

Tipo 11 

Tipo lll 

Material fabricado con vidrio borosilicato. que a su vez se subdivide en: 
Subtipo la.- Bajo coeficiente de expansión ténnica 
Subtipo lb.- Alto coeficiente de expansión ténnica 

Material fabricado con vidrio calizo 

Material fabricado con vidrio de baja transmitancin luminosa 

Por su tolerancia el material de vidrio se clasifica en: 

Tipol 

Tipo 11 

Material para medición de exactitud. que a su vez tiene dos clases 

Clase A. St: consideran los artículos volumétricos de mayor exactitud 

Clase ll. Son artículos considerados de menor exactitud. yn que la tolerancia de éstos 
es el doble que la establecida para los de clase A 

Material para medición somera. 

En general para los propósitos de las 111cdicioncs realizo.das en química analítica los materiales de 
vidrio comúnmente involucrado son: matraces volumCtricos. pipetas volumétricas. pipetns 
serológicas y buretas. Estos materiales son diseñados para entregar o para contener. ésto se indica 
por las siglas PE o PC. según sea el caso grabada en el instrumento de medición, en algunos casos 
esta sigla se puede encontrar en inglCs siendo TO "To Dclivcr" para entregar o TC "To Contain" pnr.i 
contener (15.21]. 

En general (a menos que se especifique otra cosa en el equipo) estos materiales se calibran a una 
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temperatura de 20"C. por lo que se recomienda emplcnrlos a esta temperntura. Nunca se deberá de 
someter al material volumCtrico ni calor o ni frio porque esto propicinrá que el vidrio con el que se 
encuentran fabricndos se expanda o se contrniga produciendo una alteración en el volumen que 
contendní. y se necesitan horas para que el material recobre su volumen original, así mismo no se 
deberán de colocar en el líquidos con temperaturas diferentes a 20 "C porque esto producirá una 
alteración en el volumen real medido. El material de vidrio que sea discílado para entregar deberá 
tener indicado el tiempo de vaciado. cntcm.liCndosc por tiempo de vaciado como el tiempo en 
segundos que tarda un artículo volumétrico calibrado para entregar (vaciar) su cnpacidnd total [IS. 
21]. 

4.1.2.2 Limpicz:.J. del 1\.1atcrial de Vidrio. 

Otro factor imponante sobre Ja limpieza del mmerial vidrio es que el volumen contenido o entregado 
dependení de Ja limpieza de la superficie interna del vidrio del recipiente. Un recipiente de vidrio 
se encontrará perfectamente limpio si éste se humedece de manera uniforme. un humedecimiento 
imperfecto causa errores debido a que Ja película del liquido sobre las paredes causa una distorsión 
del menisco r 15 J. 

Aférodo General de limph·=a. 

Para lavar el material de vidrio se deberá de sumergir este en una disolución acuosa de detergente 
sin jabón. y se deberán tallar las paredes del matcri.al con un cepillo sunvc. posteriormente se 
enjuagará el recipiente con agu.n corriente repetidas veces hasta que el detergente haya sido 
eliminado por completo. Una vez que el detergente ha sido eliminado se deberá de enjuagar el 
Tecipientc con agua destilada repetidas veces. y entonces se observa la formación de una película 
unifonnc de agua sobre el recipiente si este se encuentra limpio. Si no es así, se recomienda 
adicionar acetona al mismo y enjuagar repetidas veces con esta para eliminar cualquier residuo de 
grasa que pudiera contener el recipiente. Si Ju Jimpie:z . .a aún así no es perfecta. entonces se deberá de 
proceder a la limpieza con cualquiera de las siguientes mezclas: 

a) Una n1ezcla de una disolución saturnda de dicromato de potasio y ácido sulfl1rico concentrado. 
La mezcla se prepara disolviendo y calentando 60 o 65 g de dicron1ato de potasio o sodio en 30 o 
35 mL de ngua. Después de enfriarse se agrega el ácido sulfúrico poco a poco. dejando que este 
escurra por las paredes del matraz hast<t que se complelc un litro de disolución. El recipiente que se 
va a lnvar se llena con esta disolución y se deja reposar por varias horas. La mezcla se regresa al 
recipiente que conicnga esta mezcla y se enjuaga el n1atcrial que se está limpiando con ngua corriente 
por lo menos seis veces y posterionnenlc con agua destilada. 

Prc:caución: Debido a que esta disolución es altan1e111c: corrosiva se deberá de manipular con guantes, lentes de 
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scguridnd y bnjo unn cnmpnnn de extracción. Los residuos que se provoquen se debcran de poner en un contenedor 
adecuado y se deberá de discftnr un procedimiento para su desecho. 

b} Una mezclo de permanganato de potasio a una concentración de 30 g/L con una disolución de 
hidróxido de sodio 1 molar. La disolución se prepara mezclando partes iguales de ambas 
disoluciones. esta mezcla se vucia al material que se requiere limpiar dejando reposar la disolución 
dentro de éste por varias horas. después de las cuales se vacía la disolución en un contenedor 
adecuado y se enjuaga el material con agua de Ja llave varias veces y posteriom1entc con agua 
destilada varias veces (15]. 

Una vez que el material ha sido lavado se deberá de poner sobre papel absorbente y boca abajo para 
que se seque. Para el material de vidrio que no sea de exactitud se podrá usar una estufa para secarlo,. 
nunca se deberá de secar material volumétrico como pipetas. burctas. probetas y 1natrnccs 
volumétricos en la estufa. y;i que el calor causa expansión en el vidrio y este producirá un error en 
el volumen que con estos se mida (ANEXO 15). 

El método de limpieza del material de vidrio para análisis de compuestos orgánicos que se utiliza 
en Cromatografia de Liquidas en CENAM corresponde ni ANEXO 15. 

4.1.2.3 Puntos críticos en m.utcrial de vidrio. 

En cromatografia de líquidos. cuando se trabaja realizando curvas de calibración por volumen,. la 
incertidumbre se verá afectada por la clase de material de vidrio volwnétrico con que se realicen las 
mediciones. la exactitud e incertidumbre de las micropipctas empleadas,. las condiciones mnbientalcs 
de trabajo. incertidumbre de MRC utili:z..'ldos. entre otras. Por lo anterior la selección del material de 
vidrio es un punto crítico as[ como su limpieza adecuada. esta última evita alteraciones en los 
resultados debida n residuos en el material (Tnbla 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. Puntos Críticos en el I\'laterial de Vidrio. 

Puntos críticos. Problcma(s). 

1.Selección. -Problemas de nlta 
inccnidumbre por mala 
selección del materinl de 
vidrio. 

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

-De acuerdo al nivel de incertidumbre que 
se requiere. seleccionar la clase de material 
de vidrio a utiliz.ar. 
-Si el método requiere de alta exactitud. 
usar únicamente material de vidrio clase A. 

-Se puede usar material de vidrio clnse D si 
In medición de volumen en el método no es 
un punto crítico. Se debe almaccnnr por 
separado del de clase A, para evilar 
confusiones. 

2.Limpieza del 
material. 

-Contnminación proveniente -Contar con procedimientos de lavado de 
del material de vidrio. mnterial dependiendo del tipo de análisis: 

Lavado de material de vidrio para 
análisis de muestras orgánicas. 

Lavado de malerial de vidrio para 
muestras inorgánicas. 

Para análisis de fosfatos, usar 
detergente libre de éstos. 
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4.2. Extracción • 

Exislen diferentes métodos de extracción. dentro de Jos más conocidos están: líquido-liquido y 
Soxhlet. Cualquiera que sea el método empicado se deben hacer pruebas para ver si In extracción es 
ndecunda, esto se puede hacer calculando el porcentaje de recuperación en las diferentes etnpas. y 
si los resultados no son satisfactorios (porcentajes de recuperación no mayores del 80 o/o o mayores 
de 110. por ejemplo) se puede intentar optimizar el método o de lo contrario intentar otro {l .11.12]. 

4.2.1 Punto críticos en la cxtruccitin de rnucstras. 

El objetivo de una extracción. es obtener todo el compuesto o compuestos de interés existentes en 
la muestra, sin que sufra alteraciones o cuando así sea que se mantenga en la forma dctectnble en 
el método de una.lisis. Cuando en un método cuantitativo de análisis se cmplenn extracciones de 
algún tipo. la exnctitud del método se ve directamente afectada por la eficiencia de la extracción y 
esta a su vez depende de la afinidad del solvente por el analito, que durante el proceso de extracción 
no se degrade el nnalito. entre otrns U!ipcctos que se mencionan en las Tablas 19 y 20 [1]. En el 
ANEXO 12 se describen los aspectos que permiten mejorar los resultados en extracciones líquido
liquido. 
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Tabla 19. Puntos crflicos en la cxlracción por Soxhlcl e.Je mucstr.1s. 

Puntos críticos. Problcma(s). Posible BPL c1ue previene o evita 
que se presente el o los 
problcma(s). 

l .Aparición de -Sulfato de sodio anhidro 
interferencias en el blanco. contaminado. 

-Sistema de extracción Soxhlct 
sucio. 

•Lavar el sulí:uo con el solvenac u1ilizado 
y secar en la csrufa antes de utiliz.nrlo. 

-Someterlo al procedimiento de limpieza 
frccuenlemcntc. 

2.Contidad de analito 
cxtrafda. 

-Sdccción inadecuada de solvente. -Hacer pruebas de solubilidad pnru 
dctcnninar el solvente mas adecuado. 

J.Aparición de 
interferencias en las 

-Tiempo de reflujo (para Soxhlct) 
inadecuado. 

-Retención en la matriz. 

-Proceso de limpieza inadecuado. 

4.Dcgradación de analitos. . -Temperatura del solvente 
_Inadecuada. 

·. 

-Realizar una gráfica de ~ó recuperado en 
función del tiempo de cx1rncción. para 
derenninar el 1iempo óptimo. Verificar la 
relación de Ja cantidad de muesua a 
extraer con \·ulumcn de solvente utilizado. 

-Evaluar 01ras posibles técnicas de 
separación. 

-Limpieza de la niuestra: 
Puede ser necesaria la utilización de 
cromaiogrnOa en columna con diferentes 
solventes o un scpar.i.ción por 
cromntogrnfln de liquidos con una fase 
móvil y unn fose estaciormrla adecuada 
dependiendo del tipo de inlcrfcrcncias que 
se sospeche que se encuentran en la 
matriz. 

-Seleccionar otro solvcnlc cuya 
temperatura de c:bullición sea menor, 
trabajar a rempcraturas menores, siempre 
y cunndo se asegure de que el solvente 
presenta un reflujo moderado. 
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Tnbln 20. Puntos criticos en In extrucción liquit.lo-Uquic.Jo c.Je mue.strus 

Puntos criticas .. 

1 .Bujos porcentajes 
de recuperación. 

2.Altos porcentajes 
de recuperación 

Problemn(s). 

-Miscibilidad parcial de 
la fase orgánica en In 
fase acuosa. 

Posible llPL que previene o evita que.se 
presente el o los prohlema(s). 

-Usar estñndar interno. 
-Probar diferentes solventes orgúnicos, hacer una 
relación solventes-porcentajes de recuperación. y 
elegir el mñs eficiente. 

-Cantidad insuficiente -Aumentar paul;1tinamente la fase extrnclnntc y 
de fose cxtrnctante (en la hacer una relación de porcentaje de rccuperación-
que se encuentra el volumen y elegir el volumen óptimo. 
nnalito de interés). 

Pérdidas por derrames -Lo mñs recomcnd;:1blc es usar estándar interno, de 
de la fase extractante no ser posible, tener mucho cuidado en la 

medición e,.,_nctn de volúmenes. 

Compuestos sensibles a Trabajar lo mas r:lpidamcntc posible y con la luz 
la luz. apagada de la campana de c:\.lracción, procurar 

que no les de la luz directamente. 

Compuestos sensibles a Utiliz.·u equipos accesorios con control de 
la temperatura temperatura. y trabajar 01 las tc111pcraturas a las que 

son nuis estables (generalmente 40 ºC) 

-flvaporación de 
solventes, durante la 
cxtrncción. 

-Lo m:ls recomendable es usar estándar interno, si 
no es posible marcar el nivel cuando se adiciona el 
solvente vol;itil y al final de la extracción volver a 
marcar el nivel del solvente, inmediatamente 
recuperar In fase org;inica. J\..1edir cuanto se 
evaporó y corregir el \loltnnen. 
-Otra forma es colocar el solvente en el embudo de 
separación que se esta usando y 1narcar cada 1 O 
mín. el nivel de solvente y calcular el vohuncn de 
solvente que se evapora por minuto, asi se podrá 
corregir el "·olumcn final de la fose acuosa. 

-Problemas de retención -Usar modificadores de fose móvil para hacerlas 
en columnas. 1n:is eficientes. 

-Disminuir la cantidad de muestra. 
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4.3 Almacenamiento y manejo de mucstrns. 

Lo ideal paru obtener los resultados mós cxtlctos en rcfcrencin a las cnracterísticns reales de la 
muestro es realizar el nm'ilisis en el momento en que ésta se recibe, pero en la mayorln de los casos 
no es posible, aún cuando así fuera. existen analitos sensibles a los cambios de condiciones 
ambientales como temperatura. oxigenación, presión, luz. humedad entre otras. El manejo de 
muestras 1ambiCn es rclcvnnle t!'n Ja veracidad de los rcsuhndos. puesto que un annlito puede ser 
allcrado en su composición o conccntmción en una nu1cstra por mal manejo o contaminación cruzada 
de Csta [I 1). 

4.3.J Puntos críticos en el :aln1accrmmicnto y manejo de n1uc.stras. 

Los cuidados que se deben de tener en el almacenamiento y manejo de muestras puede variar 
dependiendo de la etapa del proceso, desde recepción hasta posterior al análisis, considerando que 
en el proceso de n1uestreo y traslado ni laboratorio se tomaron las precauciones necesarios de 
¡JCUcrdo ni tipo de n1ucstra. que corresponden n In chipa previa al análisis. Una vez que Ju muestra 
se encuentra en el labor..1torio. su muncjo y alrnnccnamicnto debe ser cnt'Ocado a mantener Jn 
concentración y composición del o los analitos de interCs. algunos de los aspectos importantes para 
lograrlo se consideran en In Tubla 21 y en el ANEXO 13. 
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Tn'bln 21. Puntos críticos en el nlmuccnnmicnto y mHncjo de rnucstrns. 

Puntos Prohlcma(s) .. Posible BPL c1uc previene o cvitu c¡uc se 
presente el o los problcmn(s). crfticos. 

1. l lomogcncidnd -Resullndos muy vnri¡i}h:s poi" Mues1rns sólidas, moler la mucslrn y pasurln poi" un lnmiz. 
para homogenei7~'1r el 1am¡1no de panlcula. de muestra:. mues1ras helel"ogéneas: 

2.Tcmpcralura. 

3. l lumedad. 

n) Mueslms sólidas con 
1amano de pnr1fcula no 
homogéneo. 

Nola: es imponnnlc el asegurar que en esle paso no se 
introduce contamirmción a Ja 111ues1ra. 

b) Mueslras liquit.k1s en -Mucslras liquidas, ugitarlas siempre antes de analiznrhts. 
suspensión o con nnali1os que 
tienden a scdimenlar. 

e) Mezcla scmisólidas, sólido -Mueslrns semisolidas. rne7clar antes de analizar. 
en base agua o aceite 
(alimcn1os), 

-Dc¡;.radación debida 
ternpcraturas altas. 

-Mmucncr la muestra en el refrigerador an1es y después de 
tomar la porción o porciones de ¡mfllisis. (revisar bibliografla 
para ver si c"'i:.lcn algunas recomendaciones. 
Ejemplo: 
-Los caro1cnoides es preferible almacenarlos a -80ºC, son 
menos eslnbles que el relinol y locoferol. 
-Minirni7 . .ar el congclnrnienlo y descongelaniiento. 

-Degradación debida a la -Colocar h1s niucslrns en un desecador a vació en el cual el 
humedad. ngcnlc desccanlc se c11cucn1rc libre de humedad. 

·Cambiar la silica del desecador 
Revisar que Ja llave que conecla óll vació no tenga fugas. 

4.Sensibilidnd a la -Degmdnción debida n la luz.. -Colocar la mues1rn en bolsas \Je mucslrco opacas. 
luz.. -Colocar la muestrn e11 frascos ñinbar. 

S.Evnporneión. -Mucslrns volátiles. -Usar contenedores bien !>ellados y nrnnlencrlas 
refrigeración. 

6.Toxicidad. -l!nfcnnedndcs laborales. -J\.tanejnrlas siempre con guoinles. 
-Trabajnr sobre servilletas de papel para el labornlorio. al final 
rccojcrlns y desecharlas como residuos peligrosos (si es el 
c:a.. .. o). 
-Ver las recomendncioncs en caso de accidente en bibliograOn 
o si se cuenia con el n1aterial pul"o, revisar In hoja de 
seguridad. 
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Tubln 22. Puntos críticos en el nlmuccnnrnicnto y rnuncjo tJc mucslrus yu prcpurat.lns. 

Punlos crflicos. Problcmu(s). Posible DPL <1ue previene o 
cvitn •ruc se presente el o los 
problcmu(s). 

l .Concentrnciones del 
annlito. 

2.Sensibilidnd o Ja luz. 

3.Ubicnción 
muestras. 

de 

-Variación en la concentración del 
armlilo por evaporación del disolvente 
o de: mismo anali10. 

-Tcmpemtum del laboratorio alta. 

-Usar estándar interno. 
-Sellnr correctamente los viales para 
evitar la cvapornción del disolvente 
de la muestra o del analito. 

-Regular la temperatura del 
laboratorio a 20 ºC o colocar las 
muestras en refrigeración y 
minimizar el tiempo que se mantienen 
a las condiciones ambientales del 
lnboratorio. 

-Inestabilidad de las muestras con -Realizar una prueba de estabilidad a 
respecto ni tiempo. diferentes lempernluras y determinar 

el tiempo de vida media de las 
disoluciones en cada ternpcratura, 
almacen;:irla a la ternperatura que es 
miis csli1hlc. 

-Picos del annlito que apn..-cccn y/o -U1ilizar contenedores color :irnbar 
desaparecen en el cronlatograma para las mucstl'"as sensibles a la luz. 
(picos fantasmas), o disn1inuycn o Inyectarlas lo mós nipido posihle. 
numcntnn de tnmailo con el tiempo. 

-Resulmdos erróneos po..- asignación 
errónea de In posición de las ruucstras 
en el automuestreado..-. 

-Etiqueta..- de numera correcta las 
rnucstras, corroborar que la etiqueta 
nsigrmda corresponda fo 
concentración. 
-Si utiliza un procesado..- verifique 
que la manera en que asignó el orden 
de inyección de las muestras. fue el 
correcto. 
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4.4 Contnminación de mucstnas. 

Para lograr que los resultados de análisis Je una muestra proporcionen la información requerida. ésta 
debe mantener sus cnrncleristicns hasta el momcnlo de análisis y si es posible posterior a CI. La 
prescnciu. de cualquier sustancia extraña en la muestra. ya sea adicionada o generada es posible que 
altere los resultados del análisis. La IJPL <lcl ANEXO 14 se indica algunos de los cuidados que 
pcnnitcn el manejo adecuado de éste tipo muestras (13). 

4.4.1 Buenas praicticas de laboratorio par" cvitnr la conhnninuc:ibn de 1nucstras. 

La contaminación de la muestra. es un punto critico por si solo. Algunos de los cuidados que se 
deben de tener para prevenir o evitar la contaminación de muestras y así ayudar a que la muestra 
mantenga sus caractc..-isticas fisicas originales son: no introducir nada en ella como sustancias 
químicas. espó.tulas contaminadas o de matcr-ial que re.accione con la muestra. nsi como pipetas o 
jeringas contaminadas. Adicionalmente. cuando se somete la muestra a procesos de molienda. 
tamizado. filtrado. etc dumnlc la p..-cparnciún de muestra. debe evitarse introducir contaminación por 
dichas vías (ANEXO 14) [2]. 
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5. Conclusiones y H.ccomcnducioncs. 

a) Es rcsponsabilidud del analista dar un rcsultndo ex01cto cuando procesa una mucstm para 
cuantificnr uno o más unulitos, por lo que tumbién es su rcsponsubilidad conocer. monitorenr 
y pcrfcccionnr todos los uspcctos que nfectcn la exactitud de los rcsultmlos de un método 
nnalflico. 

b) En Cromatogratia de líquidos de Aha Resolución por ser una técnica analítica instrumental. 
una f'onna de pcrlCccionar el desempeño y optimiz.:ir los resultados proporcionados por esta 
técnica es la identificación <le fuentes de error y documentarlos. Este manual proporciona una 
fonna de hacerlo. sugiriendo una guia de cómo realizar un Munual de Buenas Prácticas de 
Lnboratorio específico pum Crumatogmfia de Liquidas. 

c) Un Manual Buenas Prácticas de Labomtorio sertl de mayor utilidad si esta adaptado par-u un 
Sistema CromatognHico en particular. por que se debe elaborar por el personal que opera el 
instrumento. 

d) El Manual de Buenas Prácticas de Laboratorio en Cromatografia de Liquidas para que 
cumpla su función. siempre se deberá encontr..1r en el laborntorio para que sea consultado en 
el mon1en10 requerido. 

e) En las Buenas Prácticas de Laborntorio en Cromatogmfía de Líquidos de Alta Resolución 
que se sugieren en este documento. se puede ver que algunas de ellas son pr.í.cticas que 
nonnalmcntc se tienen en un laboratorio de Cromatografia de Liquidas y puede parecer un 
proceso engorroso el estarlas consultando. No lo cs. ya que solo se requiere conocerlas y 
familiarizarse con ellas cuando una persona se inicia en esta técnica y posteriormente sirven 
como documento de consulta cuando se tienen <ludas. Cabe mencionar que existen algunas 
como "Verificación <lcl flujo de J.i homba y su rcproducibilidad'' y "Caracterización de 
colun1nas y recomendaciones" que requieren ser consultadas y aplicadas con mayor 
frccuencin. Por otro lado es muy importante que Jos detalles de una técnica o sistema 
analítico se encuentren docurnentaúos, puesto que el pcrsonnl operativo puede cambiar en 
cualquier momento. 
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ANEXO 1 

CENTRO NACIONAL DE METROLOGÍA 
METROLOGÍA DE MATERIALES DfV/S/ÓN POL/MEROS 

BUENAS PRÁCTICAS DE LABORATORIO EN CROMATOGRAFÍA N• 
DE LiOUIDOS DE ALTA RESOLUCIÓN 

Rev. NÚM. O 

SISTEMA CROMATOGRÁFICO HPLC Fecha: 1997103103 
"Lavado del Sistema de Cromatografla de Liquidas" 

Página: 1 de 5 

1. OBJETIVO V ALCANCE. 

1. 1 Objetivo. 

Describir las BPL referentes al proceso de lavado del sistema cromatográfico (ver referencias 
1.2>. el cual tiene como finalidad prevenir corrosión. abrasión y bloqueo. evitando asr. el 
subsecuente daño a los componentes que lo integran e interferencias en los resultados de 
análisis. 

1.2 Alcance. 

Esi-a BPL proporciona información requerida en los Sistemas de Cromatografía de líquidos: 
cromatógrafo 1 v 2. del Laboratorio CO 14 ubicado en el edificio C del CENAM (ver referencias 
1,2). 

2. uso. 

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

3. NOTACIONES y DEFINICIONES. 

3. 1 Notaciones. 

Disolvente de alta o 171ás alta Fuerza de elusión.- Se refiere al disolvente con que Ja columna 
se puede lavar para eliminar los posibles analitos retenidos con el tiempo y liberar los sitios 
activos que ellos ocupan, que la fnse móvil en uso no tiene la "fuerza'" (afinidad) para hacerlo. 
Así, el disolvente de alta fuerza de elusión se elige de acuerdo a fas características de la 
columna y debe de tener mayor afinidad por los analitos que la propia columna. 

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

Elaboró: Mariana Arce Osuna 

Revisó: Mónica Sánchez Gómez 

Aprobó: Dr. Yoshito Mitani N. 
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CENTRO NACIONAL DE METROLOGÍA 
METROLOG/A DE MATERIALES DIVISIÓN POL/MEROS 

BUENAS PRÁCTICAS DE LABORATORIO EN CROMATOGRAF(A N• 
DE L(OUIDOS DE ALTA RESOLUCIÓN 

Rev. NÚM. O 

SISTEMA CAOMATOGRAFICO HPLC Fecha: 1 997103/03 
"Lavado del Sistema de Cromatogrona de Llquidos" 

Página: 2 de 5 

464 6 410}. 

Cromatógrafo 2.- Corresponde ol sistema isocrático con inyector manual. integrado por los 
módulos 600 y 61 o. inyector Rheodyne. unidad degasificadora y conectado a cualquiera de 
los detectores. 

3.2 Definiciones. 

Sistema isocrático.- Será aquel equipo. donde la bomba mantiene constantes la composición 
de la fase móvil durante el análisis. 

Sistema de gradiente.- Será aquel equipo. donde la bomba permite variar la composición de la 
fase móvil durante el análisis. 

Disolución.- Mezcla homogénea de partículas en una fase dispersa. formada por diferentes 
componentes. que pueden separarse de ella por métodos físicos pero su apariencia es 
totalmente uniforme. El componente que está en exceso se conoce como disolvente. El 
componente o los componentes que se encuentran en menor proporción se llaman solutos Cver 
referencia 8). 

3.3 Abreviaturas. 

Las siglas anotadas en esta BPL significan: 

HPLC 
600s 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternaria. 
Bomba de inyección isocrática. 
Automuestreador pluss. 
Detector de fluorescencia. 
Detector ultravioleta-visible. 
Detector de arreglo de diodos tUV). 
Detector de indice de refracción. 
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Detector de conductividad. 
Detector electroquímico. 
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464 
410 
loop Palabra del idioma inglés, que describe la tubería 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 cromatográfico de gradiente lcromatógrafo 1) desgasificar 
el disolvente de lavado durante 1 O min con helio grado cromatográfico, antes de usarlo y para 
el caso del sistema cromatográfico isocrático lcromatógrafo 2) permitir a la unidad 
degasificadora que lo haga por 5 min. 

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

4.2 Bombas. 

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

4.3 Inyector. 

PQra el sistema isocrático enjuagar el "loop" de muestra cada vez que lo use, para remover 
residuos. 

Para el sistema de gradiente con inyector automático. permitir que realice el ·autolavado por 
3 minutos. 

No deje las tuberías del inyector en fases móviles que canten~~':' ~:ns~l.~cio~~:~ ~·~~~iguadoras. • 
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4.4 Líneas del sistema. 

Verificar la miscibilidad entre el disolvente que se utilizó para el análisis con el agua. 
Por ejemplo: 

-cuando cambie de heptano (disolvente de trabajo) a una disolución acuosa. 
metano! al 10% (disolución de lavado}, primero pase al sistema hexano. después 
acetona o isopropanol y finalmente metanol al 1 0% en agua. 
-al final del lavado deje el sistema en una disolución acuosa conteniendo 10% 
de metanol u otro disolvente miscible en agua y que tenga características 
antimicrobianas. 

4.5 Columna. 

Generalmente cada columna tiene un manual del fabricante, revise las indicaciones de limpieza 
y almacenamiento del fabricante. 
Elimine cualquier disolución amortiguadora de las columnas para evitar crecimiento microbiano 
Al finalizar una jornada de trabajo enjuáguela con un disolvente de alta fuerza de alusión. el 
cual elegirá dependiendo de la columna. 
Deje la columna en una disolución acuosa conteniendo del 10% al 20 % de metanol. 
acetonitrilo u otro disolvente miscible en agua y que tenga caractcr(sticas 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. lavarlo y dejarlo en disolución acuosa de metanol al 10% al 
final de la jornada de trabajo para evitar crecimiento microbíano. 
Colocar 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 Cromatógrafo de 
Líquidos de Alta Resolución del Sistema de Gradiente 600s (Cromatógrafo 1 )"': CENAM-Lab. 
C014. Ouerétaro. México. 1 995. 
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1 .OBJETIVO Y ALCANCE. 

1. 1 Objetivo. 

Describir las BPL para conocer la reproducibilidad de la velocidad de flujo que entrega Ja 
bomba de trabajo. 

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

1 .2 Alcance. 

Esta BPL proporciona información requerida en los Sistemas de Cromatografía de líquidos: 
cromatógrafo 1 y 2, del Laboratorio C014 ubicado en el edificio C del CENAM freferencias 
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 retención 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 
mínimo cada seis meses. 
Para ambos casos. cuando se requiera por circunstancias particulares de trabajo. 
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3. NOTACIONES y DEFINICIONES. 

3.1 Notaciones. 

Cromat6grafo 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector automático, Integrado 
por los módulos 600s. 616 y 717, columna y cualquiera de los detectores 1470, 490E, 
996. 431. 464 ó 410). 

Cromat6grafo 2.- corresponde al sistema !socrático con inyector manual, Integrado por los 
módulos 600 y 61 O, inyector Rheodyne, unidad degasificadora y conectado a cualquiera 
de los detectores. 

3.2 Definiciones. 

Sistema isacriltico.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composición 
de la fase móvil durante el análisis. 

Sistema de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composición de la 
fase móvil durante el análisis. 

Disolución.- Mezcla homogénea de partículas en una fase dispersa, formada por diferentes 
componentes, que pueden separarse de ella por métodos físicos pero su apariencia es 
totalmente uniforme. El componente que está en exceso se conoce como disolvente. El 
componente o los componentes que se encuentran en menor proporción se llaman solutos 
(ver referencia 7). 

3.3 Abreviaturas. 

Las siglas anotadas en esta BPL significan: 

HPLC Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución. 
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SO Os 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 
464 
410 
os 
%SOR 

-verificación del flujo de la bomba y su reproducibilidad .. 

Controlador del sistema de bombeo. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternaria. 
Bomba de inyección isocrática. 
Automuestreador pluss. 
Detector de fluorescencia. 
Detector de ultravioleta. 
Detector de arreglo de diodos (UV). 
Detector de índice de refracción. 
Detector de conductividad. 
Detector electroquímico. 
Desviación estándar. 
Desviación estándar relativa en porcentaje. 
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4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO PARA VERIFICAR EL FLU..JO Y LA 
REPRODUCIBILIDAD DE LA BOMBA. 

4.1 PROCEDIMIENTOS. 

4. 1. 1 Material. 

Matraz volumétrico calibrado. 
Cronómetro 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 cronómetro (calibrado) a la posición cero. 
4.1.2.3.- Preparar un matraz volumétrico calibrado de 1 O mL. 
4.1.2.4.- Colocar el matraz volumétrico calibrado a la salida de la columna y de manera 

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 
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simultanea activar el cronómetro. 
4. 1 .2.5.- Parar el cronómetro cuando el volumen de fase móvil en el matraz volumétrico 
alcance la marca de aforo. 
4. 1 .2.6.-Calcular el flujo (f}. 

donde. 

. ( mL) f ""' jl1yu --:
mon 

" 1,.. ,.. w1/un1cm - 1/e - fase - móvil (mL) 

,,..thm11m(min) 

f =!:.é... 
t 

4.1.2.7.- Reportar el flujo obtenido y las condiciones de trabajo del método (disolventes. 
columna. temperatura de la columna y temperatura del medio ambiente). 

4. 1 .3.- Reproducibilidad del flujo. 

4, 1 .3, 1 .- Repetir el procedimiento (pasos del 4. 1.2.1 al 4. 1.2.7) tres veces por día por seis 
días consecutivos, reportar los resultados. obtener la desviación estándar de los resultados 
y el análisis de varianza como en la tabla 1. 
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4.1.3.2.· La reproducibilidad del flujo debe ser menor del 7%. 

6. REFERENCIAS. 
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Lab. C014. Ouerétaro. México, 1995. 

2.·Arce O. Mariana; "Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de Uquidos de Alta 
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1. OBJETIVO Y ALCANCE. 

1. 1 Objetivo. 
Describir las BPL que permitan asegurar que el volumen de inyección en el sistema sea 
correcto y minimizar las variaciones entre inyección e inyección. así como entre 
programaciones de conjuntos de muestras linyectores automáticos). 

1.2 Alcance. . 
Esta BPL proporciona información requerida en los Sistemas de Cromatografía de líquidos: 
cromatógrafo 1 y 2 Cver referencias 1.2). del Laboratorio C014 ubicado en el edificio· e del 
CENAM 

2. uso. 

·En inyectores manuales. cada vez que se utilice. 
·En inyectores automáticos. cada vez que se programe una o varias inyecciones. 
-Cuando se requiera por circunstancias particulares de trabajo. 

3. NOTACIONES y DEFINICIONES. 

3.1 Notaciones. 

Crornatógrafo 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector autom:ético¡ ¡¡..'¡·BgrÚdo 'por 
los módulos 600s. 616 y 717. columna y cualquiera de los detectores C470. 490E, 996.'.431. 
464 ó 410). . 

Crornatógrafo 2.- corresponde al sistema isocrátlco con inyector manuai, i~~~~~;ad~'.'~~r. los 
módulos 600 y 61 o. inyector Rheodyne. unidad degasificadora y conectado a cualquiera de 
los detectores. ·~ r:.-.:~:-.1:~· ">- - -

3.2 Definiciones. ~-;,;".: 

Sistema isocrático.- Es cuando la bomba del equipo mantiene coryS1:a~~~s.1·~-co~-posiCión de 
la fase móvil durante el análisis. . .'.. ~:~·. · _:.' . :.". - · 
Sis terna de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite var~ar _la cómPosici6n de la _fase 

.::;_·· 
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móvil durante el análisis. 

3.3 Abreviaturas. 

Las siglas anotadas en esta BPL significan: 

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución. 
Controlador del sist:ema de bombeo. 
Controlador del sist:ema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternal"ia. 
Bomba de inyección isocrática. 
Aut:omuestreador plus. 
Detector de fluorescencia. 
Detect:or ultravioleta-visible. 
Det:ector de arreglo de diodos IUVJ. 
Detector de índice de refracción. 
Det:ector de conductividad. 
Detector electroquímico. 

Página: 2 de 3 

HPLC 
600s 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 
464 
410 
loop Palabra del idioma inglés. que describe la tubería de volumen fijo empleada en 

los inyectores para medir el volumen inyectado de muest:ra. 

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO PARA ME.JOAAR LA PRECISIÓN V 
REPRODUCIBILIDAD DEL VOLUMEN DE INYECCIÓN. 

4.1 PROCEDIMIENTOS. 

4.1.1 Paro inyectores monuolcs: 
4. 1. 1. 1 .-Asegúrese que el volumen del .. loop" usado corresponde al volumen que se desea 
inyect:ar. 
4.1. 1 .2.-Llenar la jeringa con tres veces el volumen a inyectar y cargarlos en el loop. 
4.1.1.3.-No inyectar muestras muy viscosas. 
4. 1. 1 .4.-Si se presenta alguna fuga, verificar si la aguja de inyección tiene el diámetro 
apropiado y la punta en buen estado, si es así, verificar entonces que el sello del rotor y el 
sello del pueno de inyección se encuentren en buen estado. 
4.1.1.5.-No inyectar volúmenes muy grandes en muestras muy concentradas. 
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4.1.2 Para inyec'tores au'tom6tlcos: 
4. 1.2.1 .-Asegúrese que el volumen programado. corresponde al volumen que se desea 
inyectar. 
4. 1 .2.2.-Asegúrese que los viales estén colocados en las posiciones programadas de manera 
correc'ta. 
4.1.2.3.-Colocar suficiente volumen de muestra en el vial. no colocar viales vacíos o dejar 
espacios del carrusel vacíos. 
4. 1 .2.4.-No colocar muestras muy viscosas 
4. 1 .2.5.-Asegurarse de no crear vac(os en el vial al momento de llenarlo. 
4. 1 .2.6.-Verificar que el automues'treador es'té mues'treando correc'tamente lo que se programa. 
4. 1.2.7 .·No inyec'tar volúmenes muy grandes de muestras muy concentradas. 
4. 1 .2.8.-Asegúrese que la 'tapa del vial esté colocada correctamen'te. 
4. 1.2.9.-No colocar sep'tas rígidas en los viales (que doblen la aguja). 
4. 1.2.10.-En septas con cubiertas con 'teflón solo por un lado. colocar la cara del teflón hacia 
la mues'tra. 

5. REFERENCIAS. 
1 .·Arce O. Mariana V Godina G. Susana: "Procedimien'to del Manejo del Croma'tógrafo de 
Liquides de Alta Resolución del Sistema de Gradiente 600s (Croma'tógrafo 1l"; CENAM-Lab. 
C014, Ouerétaro. México, 1995. 

2.·Arce O. Mariana: "Procedimien'to del Manejo del Croma'tógrafo de Líquidos de Alta 
Resolución del Sistema lsocrtnico 600 ICromatógrafo 21·: CENAM-Lab. C014. Ouer1Uaro. 
México. 1995. - · -

.'; ·' ' -

3.·Dolan Jonh W. and Snyder Lloyd R.: "Troubleshoodng LC Sys'tems•i Hu,.;,ana Press;' LC 
Resources lnc •• Walnu't Creek. Californio, 1989. · · · · 

4.·La\Nrence James F.; .. Organic Trace Analysis by Liquid Chroma'to~r~·phy00 (~c8~enli~ Prtlss: 
Orlando Florida, USA. 1981. · - - ' 

,.-... ·;-_\_--,'.- ' 

5.·Godina G. Susana. Lora S. Ana Ma .• Pérez U. Melina y Carbaj&:f-A>Carlos' E.;,_"Buenas 
Prác'ticas del Laboratorio". (Memorias del Curso): CENAM. Edo- de.México.-1996. -.; 
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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 van a ser empleadas por primera vez en el laboratorio, asf como para posteriores 
evaluaciones de moni"torco de su tiempo de vida o en los casos que se prevea que puedan 
estar dañadas; asf en base a los resultados realizar acciones correctivas cuando sea posible 
o en su defecto reemplazarla. 

1 .2 Alcance. 
Esta BPL proporciona información requerida en los Sistemas de Cromatografía de líquidos: 
cromatógrafo 1 y 2 {ver referencias 1,2), del Laboratorio C014 ubicado en el edificio C del 
CENAM 

2. uso. 
Se usará 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. 

Cro1Tu:1tógrafo 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector automático. integrado 
por los módulos 600s. 61 6 y 71 7. columna y cualquiera de los detectores (4 70, 490E. 
996. 431. 464 ó 410). 

Crornatógrafo 2.~ corresponde al sistema isocrático con inyector manual, integrado por los 
módulos 600 y 61 O, inyector Aheodyne. unidad degasificadora y conectado a cualquiera 

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 
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de los detectores. 

3.2 Definiciones. 

Sistema isocrático.- Es cuando ta bomba del equipo mantiene constantes la composición 
de la fase móvil durante el análisis. 

Sistema de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composición de Ja 
fase móvil durante el análisis. 

3.3 Abreviaturas. 

Las siglas anot~das en esta BPL significan: 

HPLC 
600s 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 
464 
410 
t. ... 
t ••• ... 
t. "n• 

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternaria. 
Bomba de inyección isocrática. 
Automuestreador plus. 
Detector de fluorescencia. 
Detector ultravioleta-visible. 
Detector de arreglo de diodos (UV). 
Detector de índice de refracción. 
Detector de conductividad. 
Detector electroquímico. 
Tiempo muerto. 
Tiempo do retención del pico ••a"' • 
Tiempo de retención ajustado del pico "a ... 
Tiempo de retención del pico "b ... 
Tiempo de retención ajustado del pico "b". 

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 
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w. 
w, 
L 
N 
AEPT 
k" 
R 

DE LíOUIOOS DE AL TA RESOLUCIÓN 

COLUMNAS 
"Caracterización de columnas y recomendaciones .. 

Ancho de base del pico .. a". 
Ancho de base del pico .. b". 
Longitud de la columna. 
Número de platos teóricos. 
Altura equivalente a un plato teórico. 
Factor de capacidad. 
Resolución. 
Selectividad. 

4. BUENAS PRÁCTICAS DE LABORATORIO EN COLUMNAS. 

4.1 Caracterización: 

4.1.1 Disoluciones de referencia. 

N• 

Rev. NÚM. O 

Fecha: 1997/03/19 

Página: 3 de 5 

Material de Referencia o Disolución Patrón.- Debe contener los analitos (o por lo menos dos 
de ellos) que se analizarán con la columna a caracterizar. 

4.1.2 Pasos. 
4.1.2.1.-Estabilizar el sistema con la columna a caracter;zar. bajo las condiciones 
cromatográficas en las que so realizará el análisis (ver el méto jo de análisis). 
4. 1 .2.2.- Inyectar 6 veces la disolución patrón. 
4. 1 .2.3.-En cada cromatograma seleccionar dos picos subsecuentes. designarlos como pico 
"a .. y .. b" respectivamente. determinar los valores de t.,, t, •• t · ••• t,.,. t ·,.,. w •. W., y L, 
capturar los datos de cada inyección en la tabla 1 (disco 1. '"caracterización de 
columnas"), la cual permite calcular y obtener la desviación estándar de N. AEPT. k •• R 
y a para cada caso. 
4.1.2.4.·Registrar los result;;idos las hojas de control de la columna. 
4.1.2.5.·En base a los resultados decidir si la columna es apta para el análisis a realizar. 
4.1 .2.6.·En el caso que se trnte de monitoreo de columnas en uso. comparar los resultados 
con los de el historial de la columna y decidir si requiere ser reconstituida. 

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 
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Tabla 1. Caracterización de columna. 

Nol•; Lo• valo••• da I• media, desviación •s16ndar v dasv1ación ••U•ndar relativa aon falsos. ya que Incluyan ceros en el 
c:41cula. 

4. 1.3 Recomendaciones. 

4. 1.3.1 .-Cada vez que se cambie el sistema (cambio do columna. nueva o usada). se debe 
revisar su historial y caracterizar con el procedimiento anterior. empleando el sistema que 
se usará para análisis. 
4. 1 .3.2.-Evitar seleccionar disolventes que reaccionan con la columna (ej: pH.-entr~ 2.5 y 
7 para columnas tase unida, donde la base es sílica. · 

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 
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4. 1.3.3.-Filtrar las muestras y revisar que sean compatibles con la fase móvil. 
4. 1.3.4.-Evitar disminuir o aumentar bruscamente el flujo cuando Ja columna es1:e 
conectada. 

5. REFERENCIAS. 

1 .-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; •procedimiento del Manejo del Croma'tógrafo de 
Liquidas de Alta Resolución del Sistema de Gradiente 600s'(Cromatógrafo 1) .. ; CENAM~ 
Lab. C014. Ouerétaro. México. 1995. 

2.-Arce O. Mariana; .. Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de Líquidos de Alta 
Resolución del Sistema !socrático 600 CCromatógrafo 2J"; CENAM-Lab. C014. Ouerétaro. 
México. 1995. 

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

4.-McNair Harold M. and Esquive! H. Benjamin ; "Cromatografía Líquida de Al'ta Presión"': 
Segunda Edición; Secretaría General de la Organización de los Estados Americanos: 
Washington. D.C. USA. 1980. 

5.-Espectrofotometrra de Absorción Infrarroja. Cromatografía de Gases y de Líquidos". 
(Memorias del Curso); Tópicos de Instrumentación • iai.; México. D.F., 1995. 

6.-'"Calibración y Verificación del Funcionamiento de Equipos Varios del Laboratorio", 
(Memorias del Curso) ; Tópicos de Instrumentación iai.; México D. F •• 1995. 

Elaboró: 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 t.ener una línea base con 
el menor ruido posible. 

1 .2 Alcance. 
Esta BPL proporciona información requerida para mejorar la respuesta de Tos detectores en los 
Sistemas de Cromatografla de líquidos: cromatógrafo 1 y 2 (ver referencias 1.2J. del 
Laboratorio C014 ubicado en el edificio C del CENAM 

2. uso. 
Se usará cuando se conecte uno o más detectores a cualquiera de los cromatógrafos 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 específicos como "lámpara 
ineficiente". 

3. NOTACIONES y DEFINICIONES. 

3. 1 Notaciones. 

Cromat69rafa 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector automático, integrado por 
los módulos 600s, 61 6 y 71 7, columna y cualquiera de los detectores (4 70. 490E. 996, 431, 
464 ó 410). 

Cromar6grafo 2.- corresponde al sistema isocrático con inyector manual, integrado por los 
módulos 600 y 610, inyector Rheodyne. unidad degasificadora y conectado a cualquiera de 
los detectores. 

3.2 Definiciones. 

Sistema isocrático.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composición de 
la fase móvil durante el análisis. 

Elaboró: Mariana Arce Osuna 
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Sistema de gradiente.- Es cuando Ja bomba del equipo permite variar la composición de la fase 
móvil durante el análisis. 

3.3 Abreviaturas. 

Las siglas anotadas en esta BPL significan: 

HPLC 
SO Os 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 
464 
410 

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternaria. 
Bomba de inyección isocrática. 
Automuestreador pluss. 
Detector de fluorescencia. 
Detector ultravioleta-visiblelUV-VISJ. 
Detector de arreglo de diodos (UVJ. 
Detector de índice de refracción. 
Detector de conductividad. 
Detector electroquímico. 

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO PARA DETECTORES. 

4.1 Detector de arreglo de diodos, UV-VIS, fluorescencia e fndice de refracción. 

4. 1. 1 .-Permitir que se caliente el detector antes de utilizarlo por aproximadamente media hora. 
y para alcanzar su máxima sensibilidad una hora. 
4.1.2.·Conectar adecuadamente el detector a tierra o si ya esto conectado, verificar que este 
conectado a tierra. 
4.1.3.-Usar tapetes antiestáticos. 
4. 1.4.-Controlar el tiempo de uso de las lámparas en el cuaderno de registro correspondiente. 
4.1.5.-Contar con uno lámpara para repuesto. 
4. 1.6.-Cambiar la lámpara cuando el tiempo de vida esta por terminar (2500 horas>~ puede ser 
50 horas antes. limpiar Ja superficie de la lámpara con algodón y metanol, no dejar residuos 
de grasa. ni de nlgodón y registrar el cambio en la bitácora correspondiente. 
4. 1. 7 .-Si se cambia la lán1para. calentar el equipo por una hora. 

Elaboró: Mariana Arce Osuna 
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4.1.8.-Degasificar la fase móvil 10 min. antes de iniciar. 
4. 1 .9.-Lavarlo y dejarlo en disolución acuosa de metano! al 10% al 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 electroqurmlco y de conductividad •• 
4.2. 1 .-Permitir que se caliente el detector por aproximadamente una hora. 
4.2.2.-Conectar adecuadamente el detector a tierra o cuando ya esta conectado. verificar que 
este conectado a tierra. • 
4.2.3.-Usar tapetes antiestéticos. 
4.2.4.-Para el caso del detector electroquímico realizar la limpieza y mantenimiento de los 
electrodos periódicamente, dependiendo de la carga de trabajo. por ejemplo cada 100 
inyecciones; cuando se deja de usar por más de un mes y se desea volver a utilizar. 
4.2.5.-Dcsgasificar la fase móvil 1 O min. antes de iniciar. 
4.2.6.-Lavarlo y dejarlo en disolución acuosa de metanol al 10% al final de la jornada de 
trabajo. 
4.2.7.-Colocar tapones a la salida del detector. para evitar que la celda se seque. 

5. REFERENCIAS. 
1 .-Arce O. Mariana y Godina G. Susana: "'Procedimiento del Manejo del CromatÓgrafo de 
Líquidos de Alta Resolución del Sistema de Gradiente 600s CCromatógrafo 1 )": CENAM-Lab. 
C014, ORO. México. 1 995. 

2.-Arce O. Mariana; .. Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de Líquidos de Alta 
Resolución del Sistema !socrático 600 CCromatógrafo 2)"; CENAM-Lab. C014, ORO. México, 
1995. 

3.-Dolan Jonh W •• Snyder Lloyd R.; "Troubleshooting LC Svstems"'; Humana. Press; LC 
Resources lnc., Walnut Creek, CA, 1989. 
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1. OBJETIVO Y ALCANCE. 

1.1 Objetivo. 
Describir tas BPL necesarias para optimizar la calidad de los resultados anaUticos y eVitar 
contaminaciones cruzadas por mal manejo de reactivos. 

1.2 Alcance. 
Esta BPL proporciona información requerida en los Sistemas de Cromatografía de líquidos: 
cromatógrafo 1 y 2 (ver referencias 1.2). del Laboratorio C014 ubicado en el edificio C del 
CENAM. , 

2. uso. 
Se usará siempre que se seleccionen y utilic8~' re.~Ctivos_ OnaUtiCO~. s·eg·ú~ sea el caSo. 

3. NOTACIONES y DEFINICIONES. 

3.1 Notaciones. 

Cromordgrafo 1.~ corresponde al sistema de·'.·~:~di~~t~:. con i~~~~~~·~;,,·~~i·~~~~:~·~o: 'integrOdo 
por los módulos 600s. 61 6 y 71 7. columna y cualquiera de los detectores (4 70; 490E 996. 
431. 464 ó 4101. .· :"r> .. ,,,,,,,. <'' ">~; .. :::·,, 

CroTJ?Bt6grafo 2.- corresponde al sistema ·¡:S·~~;;~i~-~;;¿_;,~~¡-;_i·~-~~~:~(~~<~~~Í.~:¡~~~9r~~~ por los 
módulos 600 y 61 o. inyector Rheodyne. unidad "degasiflcadora" v· conectado ·a cualquiera 

de los detectores. ' ':.~ .:;:,,;:· -';~~·~\ ~,~·?~;,-~ '.~~~/.'; ~'.":·:~·' 

. ~~~<- ;-?·· .. 
. :)';.-¡e·::;/.,··.·,· 3.2 Definiciones. 

Stsremo isocrático.- Es cuando ta bomba del equi.po m·arítiá~·~-·~9;,-~~~~tes' .la· c·OO,po~i~ión. 
'";~,;-
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de la fase móvil durante el análisis. 

Sistema de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composición de la 
fase móvil durante el análisis. 

3.3 Abreviaturas. 

Las siglas anotadas en esta BPL significan: 

HPLC 
600s 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 
464 
410 

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternaria. 
Bomba de inyección isocrática. 
Automuestreador plus. 
Detector de fluorescencia. 
Detector de ultravioleta-visible. 
Detector de arreglo de diodos (UV). 
Detector de índice de refracción. 
Detector de conductividad. 
Detector electroquímico. 

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

4. 1 .·Seleccionar reactivos de pureza cromatográflca o grado HPLC. 

4.2.- Solo emplear agua tipo J. 

4.3.-Evitar contaminación de reactivos: 

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 
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4.3. 1 .-Respetando las condiciones de almacenamiento. 

4.3.2.-Cuando es necesario tomar cierta cantidad de reactivo se deberá de vaciar 
una pequeña porción de éste en un contenedor apropiado y de ahí se deberá de 
tomar la muestra que se va a pesar. los residuos nunca se deberán de regresar al 
frasco original ya que estos podrían contaminar completamente el contenido del 
frasco de reactivo o disolvente. 

4.3.3.-Nunca se deberán de tomar alícuotas directamente del frasco de disolvente. 
ya que esto produciría una contaminación al introducir la pipeta; se deberá de vaciar 
en un vaso de precipitados una porción del disolvente o líquido y de ahí se deberá 
de tomar la alícuota. 

4.4.-ldentificar adecuadamente. 

4.4.1.-Respetar los tiempos de vida útil establecidos, cuando se abra un reactivo 
identifrquelo con nombre del usuario, la fecha de apertura y de recepción del 
mismo. Adhiere una etiqueta que contenga el formato para dicha información como 
la que se muestra en Ja figur;;i 1 y llénala. 

4.4.2.-Cuando se toman porciones del contenedor y se colocan en contenedores 
más pequeños, a éstos también se le debe adherir una etiqueta, tal que, además de 
la información nnterior los identifique plenamente. 
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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 correspondientes de acuerdo a la 
clasificDción indicada por el comité de seguridad e higiene. 

5. REFERENCIAS. 

1.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatdgrafo de 
. Liquidas de Alta Resolución del Sistema de Gradiente 600s (Cromittdgrafo 1 )"'; ~ENAM
Lab.C014. OueréUJro. Mé><ico. 1995. 

2.-Arcc O. Mariana; .. Procedimiento del Manejo del Cromatdgrafo de Lfquldo~. de ~Ita' 

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 
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Resolucíón del Sistema !socrático 600 (Cromatógrafo 2) .. ; CENAM-Lab.C014. Ouerétaro. 
México. 1 995. 

3.-Dolan .Jonh W. and SnydeLloyd R.r; "Troubleshooting LC Systems .. ; Humana Press; LC 
Resources lnc •• Walnut Creck. California. 1989. 

4.-Sánchez G. Mónica. Castro G. Esther, Sáinz U • .Judith G •• González R. Norma, Arvizu T, 
Rocío, Lora S, Ana Ma., Lora M. Velina .J. y Ramírez M. Estela; "Manual de Buenas 
Prácticas de Laboratorio"; Publicación CNM-MRD-PTOOB. CENAM; México 1995. 
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1. OBJETIVO V ALCANCE. 

1.1 Objetivo. 
Describir las BPL necesarias para optimizar el análisis mediante la selección del material de 
referencia más adecuado a lo muestra a analizar en cuanto a las características de matriz del 
material como a la incertidumbre asociada. 

1.2 Alcance. . . .. ... . .. . . -· 
Esta BPL proporciona información requerida en los Sistemas de Cron:iatografía 'de líquidos: 
cromatógrafo 1 y 2 {ver referencias 1.2). del Labonnorio C014 ubicado en.el edificio C del 
CENAM. ' . - , - - .. ' 

o:.· -~ 

-:-o'.~ : 2. uso. 
Cada vez que se requiera de materiales de referencia para:'r~~~-i~ar'._~'"! D!""álisls. curva de 
calibración y/o verificación del equipo. 

3. NOTACIONES y DEFINICIONES. 

3. 1 Notaciones. 

Crornatógrafo 1.· corresponde al sistema de gradiente con inyector automático. integrado por 
los módulos 600s. 616 y 717. columna y cualquiera de los detectores (470. 490E 996~ 431. 
464 6 410). . .. 

Cromatógrafo 2.· corresponde al sistema isocrático con inyector manual. integrado por los 
módulos 600 y 61 O. inyector Rheodyne. unidad degasificadora y conectado a cualquiera de 

1 Elaboró: Mariana Arce Osuna. 

1 Revisó: Mónica Sánchez Gómez. 

1 Aprobó: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi. 
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los detectores. 

3.2 Definiciones. 

Sisterna isocr6tico.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composición de 
la fase móvil durante el análisis. 

Sistema de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composición de la fase 
móvil durante el análisis. 

Matriz.- Son todos los componentes de la muestra excepto el analito o los analitos de interes. 

3.3 Abreviaturas. 

Las siglas anotadas en esta BPL significan: 

HPLC 
600s 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 
464 

Cromatógrafo de Lfquidos de Alta Resolución. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternaria. 
Bomba de inyección isocrática. 
Automuestreador- pluss. 
Detector do fluorescencia. 
Detector de ultravioleta-visible. 
Detector de arreglo de diodos IUV). 
Detector de índice de refracción. 
Detector de conductividad. 

Elaboró: Mariana Arco Osuna. 
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41 O Detector electroquímico. 
MRC Material de referencia certificado. 

4. BUENAS PRÁCTICAS DE LABORATORIO EN LA ELECCIÓN 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 prócticamente imposible encontrar un material de referencia que 
se ajuste e)(actamente a la composición de las muestras del laboratorio. salvo casos 
especiales. el juicio profesional y la experiencia del analista son necesarios en Ja 
selección 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.·Cue la concentración del material de referencia sea la adecuada para el análisis. 

4.3.-Cue el MRC tenga menor incertidumbre que la requerida para el enfoque de su uso. 

4.4.- Para evitar contaminación de materiales de referencia se debe de: 
4.4. 1.-Respctar 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 deberá 
de vaciar una pequeña porción de este en un contenedor apropiado y de ahí se deberá 
de tomar la muestra que se va a pesar. los residuos nunca se deberán de regresar al 
contenedor original ya que es'tos podrían contaminar completamente el material de 

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 
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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 solo 
unos cuantos días después de abrirse, respetando las condiciones de almacenamiento. 

4.4.4.-No tomar alicuotas directamente del contenedor. 

4.5.-ldentificar adecuadamente. 
4.5. 1 .-Respetar los tiempos de vidn útil establecidos, cuando se abra un material de 
referencia identifíquelo con nombre del usuario, la fecha de apertura y de recepción del 
mismo. 

4.6.-Manejo. uso y almacenamiento correcto. 
4.6. 1 .-En el certificado que se anexa al material de referencia se dan instrucciones 
específicas para su uso, almacenamiento, cantidad mínima a usar y forma de tratar 
la muestra. Si estas instrucciones no son seguidas correctamente, el desarrollo del 
análisis basado en las concentraciones ccnificadas del material de referencia pueden 
invalidase. 

5. REFERENCIAS. 

1 .-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de 
Líquidos de Alta Resolución del Sistema de Gradiente 600s (Cromatógrafo 1 )": CENAM-Lab. 
C014. Cuerétaro. México. 1 995. 

2.-Arce O. Mariana; "Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de Líquidos de Alta 

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 
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Resolución del Sistema !socrático 600 (Cromatógrafo 2)"; CENAM-Lab. C014. Querétaro. 
México, 1995. 

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

4.-Sánchez G. Mónica. Castro G. Esther, Sáinz U. Judith G •• González R. Norma, Arvizu T. 
Rocío, Lora S, Ana Ma .. Lara M. Velina J. y Aarnírez M. Estela; "Manual de Buenas Prácticas 
de Laboratorio"; Publicación CNM-MRD-PTOOB, CENAM: Cuerétaro. México 1995. 
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1. OBJETIVO Y ALCANCE. 

1. 1 Objetivo. 

Página: 1 de 5 

Describir las BPL requeridas para seleccionar el estándar interno (El} más adecuado para un 
análisis específico. una vez seleccionado, especificar las BPL necesarias para realizar pruebas 
de estabilidad al proceso de análisis, asi como pruebas de interacción con la muestra. Lo 
anterior tiene como finalidad asegurarse que el estándar interno empleado funciona como tal. 
y permite mejorar la confiabilidad y exactitud de los resultados. 

1 .2 Alcance. 
Esta BPL proporciona información requerida en los Sistemas de Cromatografía de líquidos: 
cromatógrafo 1 y 2 (ver referencias 4,5), del Laboratorio C014 ubicado en el edificio C del 
CENAM 

2. uso. 
Cuando se desarrolle. modifique. optimice o valide un método de cuantificación por 
cromatografía de líquidos con estándar interno. 

3. NOTACIONES y DEFINICIONES. 

3. 1 Notaciones. 

Crornatógrafo 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector automático. integrado por 
los módulos 600s 616 y 71 7. columna y cualquiera de los detectores (4 70. 490E. 996. 431. 
464 ó 410). . 

Elaboró: Mariona Arco Osuno. 
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ESTÁNDAR INTERNO Fecha: 1997/03/19 
""Selección y Caracterización del Estándar Interno paro un Análisis 

Esnecifico" Página: 2 de 5 

Crornatógrafo 2.- corresponde al sistema isocrátlco con inyector manual. integrado por los 
módulos 600 y 610. inyector Rheodyne. unidad degasificadora y conectado a cualquiera de 
los detectores. 

3.2 Definiciones. 

Sistema isocrático.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composición de 
la tase móvil durante el análisis. 

Sistema de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composición de la fase 
móvil durante el análisis. 

3.3 Abreviaturas. 

Las siglas anotadas en esta BPL significan: 

HPLC 
600s 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternaria. 
Bomba de inyección isocrática. 
Automuestreador plus. 
Detector de fluorescencia. 
Detector ultravioleta-visible. 
Detector de arreglo de diodos (UV). 
Detector de indice de refracción. 

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 

Revisó: Mónica Sánchcz Gómoz. 
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464 
410 
El 

Esoecffico •• 

Detector de conductividad. 
Detector electroquímico. 
Estándar Interno. 

Página: 3 de 5 

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO EN LA SELECCIÓN V CARACTERIZACIÓN DEL 
ESTANCAR INTERNO PARA UN ANÁLISIS ESPEC[FJCO. 

4.1 Selección del candidato a ser usado como estándar interno. 

4.1. 1 .- Si existe un método con una propuesta de algún compuesto a ser usado como estándar 
Interno y se cuenta con él 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 características muy similares a éstos, éstos serán 
los principales candidatos. 
4.1.3.- Buscar la información bibliográfica sobre sus características y en base a esto y las 
condiciones cromatográficas seleccionar como mfnimo dos opciones disponibles o de fácil 
obtención. 
4. 1 .4.- Preparar una disolución a una concentración cercana al la concentración máxima 
esperada de muestra e inyectarla, observar tiempo de retención. 
4.1.5.-lnyectar unil disolución estándar del analito o de una mezcla de analitos por cuantificar, 
según sea el caso. 
4.1.6.-Mezclarlo con la disolución estándar del o los analito(s) e inyectarlo. 
4. 1. 7 .-Observar que no haya translapamiento de picos, que no se degraden (disminución 
brusca de áreas) tanto el El como los analitos y que sus tiempos de retención estén cercanos 
pero resueltos. Si esto no pasa. se puede intentar optimizar las condiciones cromatográficas 
hasta lograr los resultados satisfactorio, de no ser asr intentar con otro candidato. 

Elnbo,.ó: Mariano Arce Osuno. 
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4.2 Pruebas de estabilidad o la preparación. 
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4.2. 1 .·Preparar una disolución de El a la concentración en la que se tendrá en las muestras de 
análisis y dividirla en dos. 
4.2.2.- Una inyectarla a las condiciones de trabajo y determinar el área. 
4.2.3.- La otra someterla a las condiciones de preparación de la muestra {extracción. 
evaporaciones, diluciones, según sea el caso), llevarla a la misma concentración e inyectarla. 
calcular el área. 
4.2.4.- Repetir cinco veces los pasos del uno al tres, realizar una tabla comparativa de Jos 
resultados, sacar promedio, y hacer un análisis estadístico de Jos resultados para ver que no 
exista diferencia significativa entre los resultados. 

4.3 Prueba de intcrocción del Estándar 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 El tal que se obtenga a la 
concentración en la que se trabajará durante el análisis {ver punto 4. 1 ). La otra submuestra no 
se adiciona nada (se utilizará como blanco). 
4.3.3.- Ambas submucstras sorneterlas al proceso de preparación de muestra bajo las mismas 
condiciones. inyectarlas y calcular el área 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 análisis estadfstico de los resultados para ver que no 
exista diferencia significativa entre los resultados de ambas inyecciones. 

S. REFERENCIAS. 

Elaboró: Mariana Arco Osuno. 
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Chrornatographic Separation"; Vol. 11. SW-846; Edition Third, Washington. OC; November 
de 1986. 
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Philadelphia, PA; 1992. 

3.-Annual Book of ASTM Standards; Method number E6B2; "Practica for Uquid 
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4.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de 
Líquidos de Alta Resolución del Sistema de Gradiente 600s (Cromat.ógrafo 1 )'"; CENAM·Lab. 
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1. OBJETIVO V ALCANCE. 

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

1 .2 Alcance. 
Esta BPL proporciona información requerida en los Sistemas de Cromatografía de líquidos: 
cromatógrafo 1 y 2 {ver referencias 1,2), del Laboratorio C014 ubicado en el edificio C del 
CENAM 

2. uso. 
Se usará cada vez que se elabore una curva de calibración y durante el análisis de muestras. 

3. NOTACIONES y DEFINICIONES. 

3. 1 Notaciones. 

CromatógraFo 1 .- corresponde al sistema de gradiente con inyector au~omático, integrado por 
los módulos 600s, 616 y 717. columna y cualquiera de los detectore_s (470. 490E. 996, 431, 
464 ó 410). . , . ·,. 

Cromatógrafo 2.- corresponde al sistema isocrático con i~~ec~~~-·'::~~~:~a~:>"i.~tegrado por los 
módulos 600 y 61 O, inyector Rheodyne. unidad desgasificadOra v conectado a cualquiera de 
los detectores. , :,..:;·'.- '..:/,:.'. ··'· 

3.2 Definiciones. 

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 

Revisó: Mónica Stinchez Gómez. 

Aprobó: Dr. Yoshito Mitani Nakanishi. 
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Sistema isocriJtlco.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composición de 
la fase móvil durante el análisis. 

Sistema de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composición de la fase 
móvil durante el análisis. 

3.3 Abreviaturas. 

Las siglas anotadas en esta BPL significan: 

HPLC 
600s 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 
464 
410 

Cromatógrafo de Uquidos de Alta Resolución. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternaria. 
Bomba de inyección isocrática. 
Automuestreador plus. 
Detector de fluorescencia. 
Detector ultr'aviolcta-visible. 
Detector de arreglo de diodos IUV). 
Detector de índice de refracción. 
Detector de conductividad. 
Detector electroquímico. 

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

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 

Revisó: Mónica Sónchez Gómez. 

Aprobó: Dr. Yoshito Mitani Nokanishi. 
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4. 1 .-A partir de un material de referencia certificado. preparar tres diluciones con niveles de 
concentración b.:ijo, medio y alto respectivamente, con respecto al intervalo de concentración 
al que fue preparada la curva de calibración. 

4.2.-Adicionar el El a la disolución de cada nivel de concentración. 

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 OoS del certificado, 
si se trabajo con MRCI, de no ser así, preparar de nuevo la curva de calibración 

5. REFERENCIAS. 
1.·Arce O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de 
Lfquidos de Alta Resolución del Sistema de Gradiente 600s CCromatógrafo 1)": CENAM-Lab. 
C014, Ouerétaro. México, 1 995. 

2.-Arce O. Mariana; "Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de Liquidas de Alta 
Resolución del Sistema lsocrático 600 (Cromatógrafo 2} .. ; CENAM-Lab. C014, Querétaro. 
México, 1 995. 

3.-0olan Jonh W. and Snyder Lloyd R.; "Troubleshooting LC Systems": Humana Press: LC 
Resources lnc., Walnut Creek. California, 1989. 

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

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 

Revisó: Mónica Sénchez Gómez. 

Aprobó: Dr. Yoshito Mitani Nnkonishi. 
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1. OB-JETIVO Y ALCANCE 

1. 1 Objetivo 
Describir las BPL que permiten aumentar la exactitud y precisión de los valores de 
concentración calculados para cada nivel de la curva de calibración (disoluciones de 
calibración) y por lo tanto la veracidad de la curva de calibración. 

1.2 Alcance 
Esta BPL proporciona información requerida en los Sistemas de Cromatograffa de f(quid.os: 
cromatógrafo 1 y 2 (ver referencias 1 ~2J. del Laboratorio C014 ubicado en el edificio C del 
CENAM 

2. uso 
Se usará siempre que se elabore una curva de calibración y durante el análisis de mues'tras. 

3. NOTACIONES y DEFINICIONES. 

3.1 Notaciones. 

Crornatógra'o 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector automático, integrado 
por los módulos 600s. 616 y 717. columna y cualquiera de los detectores (470. 490E. 
996. 431. 464 o 410). 

Crornatdgraro 2.- corresponde al sistema isocrático con inyector manual. integrado por Jos 
módulos 600 y 61 O, inyector Aheodyne. unidad degasificadora y conectado a cualquiera 
de los detectores. 

3.2 Definiciones. 

Sistema isocriJtico.· Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composición 
de la fase móvil durante el análisis. 

Elaboró: Mariana Arco Osuna Firma: Fecha: 1996111 /26 

Revisó: Mónic.n Sánchez Gómez Firma: Fecha: 1997/01/23 
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Sisterna de gradiente.· Es cuando la bomba del equipo permite variar la composición de la 
fase móvil durante el análisis. 

3.3 Abreviaturas. 

Las siglas anotadas en esta BPL significan: 

HPLC 
600s 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 
464 
410 
CDB 
CG 
CL 
EM 
UV·VIS 

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternaria. 
Bomba de inyección isocrática. 
Automuestreador plus. 
Detector de fluorescencia. 
Detector ultravioleta-visible. 
Detector de arreglo de diodos (UV). 
Detector de índice de refracción. 
Detector de conductividad. 
Detector electroquímico. 
Calorímetro Diferencial de Barrido. 
Cromatografía de Gases. 
Cromatografía de Líquidos. 
Espectrometría de Masas. 
Espectrofotometrfa ultravioleta-visible. 

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO EN LA PREPARACIÓN DE DISOLUCIONES DE 
CALIBRACIÓN. 

4. 1 .-Preparar las concentraciones de disoluciones d8 catibrac'ión p~r peso (peso/peso). 
Verificar que la balanza que se esta utilizando este calibrada. 

Elaboró! Mariana Arco Osuna Armo: Focha: 1996/11126 

Revisó: Mónica Sánchoz Gómoz Firma: Fechn: 1997/01123 
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4.2.-Cuando no sea posible preparar por peso debido a la inestabilidad de los analitos 
(carotenoides y vitaminas hidrosolubleJ us<:Jr solo matraces y pipetas calibrados. Determinar 
la concentración de la disolución stock (rnadrel espectrométricamentc e inyectarla en el 
cromatógrnfo de liquidas para determinar In pureza bajo las condiciones de trabajo, para 
ambos casos se debe hacer en el momento de preparar las disoluciones de calibración y 
con los resultados obtenidos hacer corrección por concentración y pureza. 

4.3.· Cuando se usan volúmenes pequeños, el error se incrementa por lo que es 
recomendable usar matraces de mayor volumen para realiznr las disoluciones de calibración 
(10. 25 y 50 mLI. 

4.4.-Cuando tome volúmenes con pipetas, homogeneice 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.· Evitnr que se formen burbujas de aire en la punta de la micro pipeta. 

4.6.· Asegurarse que la micro pipeta cnrga y libera adecuadamente. 

4. 7 .~ Cuando prepare por peso, no pesar cantidades muy pequeñas en balanzas de gran 
escala, o en la última cifra significativa, por ejemplo no pese 0.0005 g en una balanza que 
en su intervalo de peso tiene con10 n1áximo 200 g. Es preferible pesar 0.5 µgen una micro 
balanza, adicionarlos al matraz y nforar el matraz en la balanza de mayor capacidad. Cuidar 
que el número de cifrns significativas sea igual en ambas balanzas. 

4.8.· Cuando prepare las disoluciones de calibración n partir de una disolución patrón 
(también conocida como disolución "stock ""I donde el disolvente es volátil, pesar en jeringa 
y sacar el peso de la cantidad LJdicionada por diferencia de peso. 

4.9.· Inyectar cada nivel de concentración por triplicado Y aleatoriamente. 

Elnboró: Mariana Arco Osuna Firma: Fecho: 1996111126 

Revisó: Mónic¡i Sánchcz Gómez Firmo: Feche: 1997/01 /23 
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4. 10.-Verificar la pureza del estándar por todos los métodos que sea posible. usar de 
acuerdo al tipo de estándar y las técnicas instrumentales que se tengan al alcance: CDB. 
CG, CL. EM, UV-VIS. humedad, etc y hacer corrección por pureza en el cálculo de la 
concentración de las disoluciones de calibración, 

5. REFERENCIAS. 

1 .-Arce o. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de 
Uquidos de Alta Resolución del Sistema de Gradiente 600s (Cromatógrafo 1 )"; CENAM
Lab.C014. ORO. México. 1 995. 

2.-Arce O. Mariona; "'Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de Líquidos de Alta 
Resolución del Sistema !socrático 600 ICromatógrafo 2) .. ; CENAM-Lab.C014, ORO. 
México, 1 995. 

3.-Jonh W. Colan. Lloyd R. Snyder; "Troubleshooting LC Systems .. : Humana Press; LC 
Resources lnc .• Walnut Creek. CA, 1 989. 

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

Elaboró: Mariana Arce Osuna Firma:' Fecha: 1996/11126 

Revisó: Mónica Sánchez Gómez Firmo': Facha: 1997/01123 

Aprobó: Dr. Yoshito Mitani N. Firmo: Fecha: 1997/03119 
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1. OBJETIVO V ALCANCE. 

1. 1 Objetivo. 
Describir los BPL necesarias para evitar alterar los resultados por contaminación proveniente 
del material de vidrio 

1.2 Alcance. 
Esta BPL proporciona información requerida en los Sistemas de Cromatografía de líquidos: 
cromatógrafo 1 v 2 {ver referencias 1,.2), del Laboratorio C014 ubicado en el edificio C del 
CENAM 

2. uso. 
Se usará cada vez que se desee verificar si existe contaminación proveniente del material de 
vidrio. ya sea nuevo o de uso común. 

3. NOTACIONES y DEFINICIONES. 

3. 1 NotaC"iones. 
Cromatógrafo 1.- corresponde al sistema d.a gradiente con inyector automático. integrado por 
los módulos 600s. 616 y 717. columna y cualquiera de los detectores {470,. 490E. 996,. 431,. 
464 ó 410). 

Cromatógrafo 2.- corresponde al sistema isocrático con inyector manual. integrado por los 
módulos 600 y 61 o. inyector Rheodyne. unidad desgasificadora y conectado a cualquiera de 
los detectores. 

3.2 Definiciones. 

( Elaboró: Mariana Arce Osuna. 

1 Revisó: Mónica Sánchez Gómez. 

1 Aprobó: Dr. Voshito Mitani Nakanishi. 
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Sistema isocrático.- Es cuando la bomba del equipa mantiene constantes la composición de 
la fase móvil durante el análisis. 

Sistema de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composición de Ja fase 
móvil durante el análisis. 

3.3 Abreviaturas. 
Las siglas anotadas en esta BPL significan: 

HPLC 
600s 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 
464 
410 

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternaria. 
Bomba de inyección isocrática. 
Automuestreador plus. 
Detector de fluorescencia. 
Detector ultravioleta-visible. 
Detector de arreglo de diodos (UVJ. 
Detector de índice de refracción. 
Detector de conductividad. 
Detector electroquímico. 

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

4. 1 .-Dependiendo del tipo de análisis que se esto realizando seleccionar el método de limpieza 
del material de vidrio: 
a) Lavado de material de vidrio para análisis de muestras orgénicas. 

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 

Revisó: Mónica Sánchez Gómez. 

Aprobó: Dr. Voshito Mitani NakanishL 
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b) Lavado do material de vidrio pilra análisis de muestras inorgánicas 
c) Lavado de rnateriill de vidrio pilra análisis de fosfatos. 

4.2.-Después de seleccionar el método de lavado, verificar que sea eficiente para la aplicación 
específica que se desea, de la siguiente n1anera: 
a)Adicionar el analito o la muestra en mínimo tres recipientes de uso común y que se empleen 
en el análisis 
b) SorneTerlos al proceso de lavado seleccionado. 
e) Adicionar el solvente de trabajo, agitar tratando de disolver cualquier residuo. concenTrar e 
inyectar en el equipo. Observilr si da algun<J respuesta a las condiciones de análisis. 
d) Si no la da, el procedimiento es adecuado, en el caso contrario, modificar el procedimiento 
de lavado hasta obtener resultados satisfactorios. 

5. REFERENCIAS. 
1.-Arce O. Mariana y Godina G. Susana; '"Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de 
Líquidos de Alta Resolución del Sistema de Grndientc 600s (Cromatógrafo 1 } .. ; CENAM-Lab. 
C014. Ouerétaro. México, 1995. 

2.-Arce O. Mariona; "Procedimiento del Manejo del Cromatógrnfo de Liquidas de Alta 
Resolución del Sistema !socrático 600 (Cromatógrafo 21'"; CENAM·Lab. C014, Querétaro. 
México, 1 995. 

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

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

Elaboró: Mariana Arce Osuna. 

Revisó: Mónicn Sánchez Gómez. 
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1. OBJETIVO Y ALCANCE. 

1. 1 Objetivo. 
Describir las BPL útiles para mejorar los resultados en métodos por extracción directa 
líquido-líquido. 

1 .2 Alcance. 
Esta BPL proporciona Información requerida en los Sistemas de Cromatografía de lfquidos: 
cromatógrafo 1 y 2 (ver referencias 1 .2J. del Laboratorio C014 ubicado en el edificio C del 
CENAM . 

2. uso. . , . , ':. F: .. ~·.-
se usará cuando se utilicen métodos de extraccio'n. directa irqúido-lfci·~.Jido· que . no 
proporcionen resultados satisfactorios. · · 
En el desarrollo y validación de métodos de extracción directa líquido-llquido. 

3. NOTACIONES y DEFINICIONES. 

3. 1 Notaciones. 

Crornatógrafo 1.- corresponde al sistema de gradiente con inyector automático. integrado 
por los módulos 600s. 616 y 717. columna y cualquiera de los detectores (470. 490E. 
996. 431. 464 o 410). 

Cro1T1atógrafo 2.- corresponde al sistema isocrático con inyector manual. integrado por los 
módulos 600 y 610. inyector Rheodyne. unidad desgasificadora y conectado a cualquiera 
de los detectores. 

Elaboró: Mariana Arce Osuna 

Revisó: Mónica Sánchez Gómez 
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3.2 Definiciones. 

Sistema isocrático.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composición 
de la fase móvil durante el análisis. ... 

Sistema de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composición de la 
fase móvil durante el análisis. 

3.3 Abreviaturas. 
Las siglas anotadas en esta BPL significan: 

HPLC 
600s 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 
464 
410 

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternaria. 
Bomba de inyección isocrática. 
Automucstreador plus. 
Detector de fluorescencia. 
Detector ultravioleta-visible. 
Detector de arreglo de diodos (UV). 
Detector de índice de refracción. 
Detector de conductividad. 
Detector electroquímico. 

4. BUENAS PRÁCTICAS DE LABORATORIO PARA LA EXTRACCIÓN L(QUIDO-LÍCUIOO. 

4.1.- Elección del solvente .- Si existen métodos publicados donde propongan algunos. 
serán los principnles candidatos. De no ser así, hacer una lista de los varios candidatos de 
acuerdo a su polaridad y la de la muestra. Probar los diferentes disolventes orgánicos. 
calcular sus porcentajes de recuperación y hace.- una relación disolventes-porcentajes de 
recuperación, y elegir el más eficiente. 

Elaboró: Mariana Arco Osuna 

Revisó: Mónica Sánchez Gómoz 
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4.2.-Cantidad de disolvente de extracción. aumentar paulatinamente la fase extractante y 
hacer una relación de porcentaje de recuperación-volumen y elegir el volumen óptimo. 

4.3.· Cuando cuantifica por estándar externo. medir cuidadosamente los volúmenes de 
adición y extracción del disolvente, usar material de vidrio calibrado si es posible. Si los 
disolventes son volátiles: 

4.3. 1 .- Marcar el nivel Cen el embudo de extracción o contenedor que se esté 
usando) cuando se adiciona el solvente volátil y al final de la extracción volver a 
marcar el nivel del solvente, inmediatamente recuperar la fase orgánica. Medir 
cuanto se evaporó y corregir el volumen. 

4.3.2.-0tra forma es colocar el disolvente en el embudo de separación que se esta 
usando en la extracción y someterlo a las mismas condiciones de trabajo de la 
extracción. marcar cada 1 O mfn •. el nivel de disolvente y calcular el volumen de 
disolvente que se evapora por minuto, así tomando el tiempo de la extracción se 
podrá calcular y corregir el volumen final de la fase acuosa. 

4.4.-Compuestos sensibles a la luz, trabajar lo más rápidamente posible y con la luz 
apagada de la campana de extracción. procurar que no les de la luz directamente durante 
todo el procesó de análisis. Emplear matcrinl de vidrio ambar cuando sea posible y/o cubrir 
el material con papel aluminio. 

4.5.-Compuestos sensibles a altas temperaturas, utilizar equipos accesorios con control 
de temperatura, y trabajar a las temperaturas a las que son más estables (generalmente 
40º), esto aplica principalmente en evQporadorcs, baños do agua y/o ultrasónicos. 

4.6.·Retcnción en columna. usar modificadores de fase móvil para hacerlas más eficientes 
y/o disminuir el volumen y/o la concentración de muestra. Observar la forma de los picos 
en el cromatogran"\a (generalmente tienen un pequeño hombro en el lado derecho. que 
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puede variar en tamaño en la misma muestra). 

5. REFERENCIAS. 

1 .-Arce O. Mariana y Godinn G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de 
Líquidos de Alta Resolución del Sistema de Gradiente 600s (Cromatógrafo 1 }": CENAM
Lab. C014, Ouerétaro. México. 1995. 

2.-Arce O. Mariana; "Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de Liquidas de Alta 
Resolución del Sistema lsocrático 600 (Cromatógrafo 21": CENAM-Lab. C014, Ouerétaro. 
México. 1 995. 

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

4.-Lawrence James F.: "Organic Trace Analysis by Liquid Chromatography"; Academic 
Press; Orlnndo Florida, USA, 1 981 . 
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1. OBJETIVO V ALCANCE. 

1. 1 Objetivo. 
Describir las BPL que permiten manejar y almacenar adecuadamente la(sl muestra(sJ. para 
evitar modificar sus caractcrísticns originales de concentración de los analitos por efectos 
ambientales o de mal manejo y almacenamiento de las mismas. 

1 .2 Alcance. 
Esta BPL proporciona información requerida en Jos Sistemas de Cromatografía de líquidos: 
cromatógrafo 1 y 2 (ver referencias 1,2). del Laboratorio C014 ubicado en el edificio C del 
CENAM 

2. uso. 
' . ;. 

Se usará cuando se reciban muestras para análisis o cuando se prePar~n· dB'~an.~ra .interna 
(Materiales de Referencia para certificar) y durante el análisis de _la.misma;· .. ,· .._ 

3. NOTACIONES y DEFINICIONES. 

3. 1 Notaciones. 
,·"··.··,,::·.;· . 

Cromatógrafo 1.- corresponde al sistema de gradiente con ln\¡ecior autorTiát1cO;: lritegr.ado por 
los módulos 600s. 616 y 717. columna y cualquiera de los detectores (470,'.490E;·995, '431, 
464 o 410). 

. - ·:; '·. '.- . '. ~ '." . ·:. 
Cromatógrafo 2.- corresponde al sistema isocrático con inyecto'r márlual,' integiado Por los 
módulos 600 y 610, inyector Aheodyne, unidad desgaslflcadora .Y conect~~o ~ cualqui~ra de 
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los detectores. 

3.2 Definiciones. 

Sistema isocrático.· Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composición de 
la fase móvil durante el análisis. 

Sistema de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar la composición de la fase 
móvil durante el análisis. 

3.3 Abreviaturas. 

Las siglas anotadas en esta BPL significan: 

HPLC 
600s 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 
464 
410 

Cromatógrafo de Uquidos de Alta Resolución. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternaria. 
Bomba de inyección isocrática. 
Automuestreador plus. 
Detector de fluorescencia. 
Detector ultravioleta·visible. 
Detector de arreglo de diodos (UV). 
Detector de índice de refracción. 
Detector de conductividad. 
Detector clectroqufmico. 
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4. BUENAS PRÁCTICAS DE LABORATORIO EN EL ALMACENAMIENTO Y MANEJO DE 
MUESTRAS. 

4. 1 Almacenomlento y manejo de muestras. en general. 

4. 1. 1 •• Cuando hay problemas de heterogeneidad en muestras sólidas. moler la muestra y 
pesarla por un tamiz, para homogeneizar el tnmaño de partícula. 
Nata: es importon1e el asegurar que en este paso no se introduce contaminación o lo muestra. 

4. 1 .2.· Homogeneizar la muestra antes de tomar l<.1 porción para analizar, las muestras líquidas 
agitarlas y mezclar las sólidas o scmisólidas 

4. 1 .3.-Las muestras se deben almacenar a una temperatura controlada. generalmente de 20ºC. 
pero cuando se trata de muestras sensibles n la temperatura estas se deben de mantener en 
el refrigerador antes y después de tomar la porción o porciones de análisis. (revisar bibliografía 
para ver si existen algunas recomendaciones especificas). 

4. 1.4.-Cuando la muestra es higroscópica o se oxida con el aire, colocarla en un desecador a 
vació en el cual el agente desecante se encuentre libre de humedad. 

4. 1.4. 1.-No olvidar cambiar frecuentemente la silica del desecador (cunndo el color de la sílica 
cambie de azul intenso a azul claro) y revisar que la llave que conecta al vació no tenga fugas. 

4.1.5.- En el caso de muestras tóxicas 1 PAH ·s, PCB. etc). monejarlas siempre con guantes 
y trabajar sobre servilletas de papel para el laboratorio, 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 
teflón y después parafilm. 
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Destinar lugares de almacenamiento para éste tipo de muestras. 
Ver las recomendaciones en caso de accidente en bibliografía 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 ámbar. según sea el caso 

4.1. 7.- Si se trabajnn muestras volátiles. emplear contenedores que sellen bien y mantenerlas 
en refrigeración. 
Evitar abrir y cerrar frecuentemente o hacerlo lo más rápido posible. 

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

4.2. 1 Para muestras con analitos volátiles o extraídos en disolventes volátiles: 

4.2. 1. 1 .Usar estándar interno. 

4.2. 1.2.-Sellar correctamente los viales para evitar la evaporación del disolvente de la muestra 
o del analito. 

4.2. 1.3.-Regular la temperatura del laboratorio o 20 ºC o colocar las muestras en refrigeración 
y minimizar el tiempo que se mantienen a las condiciones ambientales del laboratorio. 

4.2. 1 .4.-Realizar una prueba do estabilidad a diferentes temperaturas y determinar el tiempo 
de vida media de las disoluciones en cada temperatura, almacenarla a la temperatura que es 
más estable. 
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4.2.2 Para muestras con anolitos sensibles a la luz. 

4.2.2.1.-Utilizar contenedores color ámbar para las muestras sensibles a la luz. Inyectarlas lo 
más rápido posible. 

4.2.3 Generales. 

4.2.3.1.-Etiquetar de manera correcta las muestras. corroborar que la etiqueta asignada 
corresponda a la concentración. En la etiqueta se debe indicar: nombre de Ja muestra, 
concentración, fecha y usuario. 
4.2.3.2.-Si utiliza un procesador verifique que la manera en que asignó el orden de inyección 
de las muestras. fue el correcto 

S. REFERENCIAS. 
1.-Arcc O. Mariana y Godina G. Susana; "Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de 
Líquidos de Alta Resolución del Sistema de Gradiente 600s (Cromatógrafo 1 )"; CENAM-Lab. 
C014, Ouerétaro. México, 1995. 

2.-Arcc O. Mariana; "'Procedimiento del Maneja del Cromatógrafo de Líquidos de Alta 
Resolución del Sistema !socrático 600 (Cromatógrafo 2)"; CENAM-Lab. C014. Ouerétaro. 
México, 1 995. 

3.-Dolan Jonh W . .:md Snyder Lloyd R.; "'Troubleshooting LC Systems": Humana Press: LC 
Resources lnc., Wnlnut Creck, Califo,.nia. 1989. 

4.-Lilwrence James F.; '"Organic Trace Analysis by Liquid Chromatography"; Academic Press; 
Orlando Florida, USA, 1 981. 
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1. OB.JETIVO Y ALCANCE 

1. 1 Objetivo: 
Describir las BPL requeridas para evitar contaminar la muestra y así no alterar sus 
caractcrfsticas ffsicas originales, tener interferencias durante el análisis y asegurar la veracidad 
de los resultados. 

1 .2 Alcance. 
Esta BPL proporciono información requerida en los Sistemas de Cromatografía de líquidos: 
cromatógrafo 1 y 2 (ver referencias 1.2), del Laboratorio C014 ubicado en el edificio C del 
CENAM 

2. uso. 
Se usará cuando se manejen muestras: -para análisis externos 

3. NOTACIONES y DEFINICIONES. 

3. 1 Notaciones. 

·pnra análisis internos (Materiales de Referencia 
por certificar) o muestras de trabajo. 

Crornatdgrafo 1 .- corresponde al sistema de gradiente con inyector automático. integrado por 
los módulos 600s, 61 6 y 717. columna y cualquiera de los detectores 14 70. 490E, 996, 431, 
464 ó 410). 

Crornatdgrafo 2.- corresponde al sistema isocrático con inyector manual, integrado por los 
módulos 600 y 61 O, inyector Ahcodyne, unidad desgasificadora y conectado a CUillquiera de 
los detectores. 
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3.2 Definiciones. 
Sistema isocrático.- Es cuando la bomba del equipo mantiene constantes la composición de 
la faso móvil durante el análisis. 

Sistema de gradiente.- Es cuando la bomba del equipo permite variar Ja composición de la fase 
móvil durante el aryálisis. 

3.3 Abreviaturas. 

Las siglas anotadas en esta BPL significan: 

HPLC 
600s 
600 
616 
610 
717 
470 
490E 
996 
431 
464 
410 

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Controlador del sistema de bombeo. 
Bomba de inyección cuaternaria. 
Bomba de inyección isocrático. 
Automuestreador plus. 
Detector de fluorescencia. 
Detector ultravioleta-visible. 
Detector de arreglo de diodos (UVJ. 
Detector de índice de refracción. 
Detector de conductividad. 
Detector electroquímico. 

4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO PARA EVITAR LA CONTAMINACIÓN DE 
MUESTRAS. 
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4. 1 .-Muestras sólidas. no introducir espátulas. 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 
diclorometano. metano! y hexano. 

4.2.-Taparlas y almacenarlns después de su uso. 

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

4.4.-En muestras líquidas, no introducir pipetas o jeringas. o asegurarse que estén 
perfectnmente limpias. usnrlas solo una vez y lavarlas con el disolvente de trabajo 
inmediatamente después do 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 Cromatógrafo de 
líquidos de Alta Resolución del Sistema de Gradiente 600s CCromatógrafo 1 )"; CENAM-Lab. 
C014, Ouerétaro. México. 1995. 

2.·Arce O. Mariana; "Procedimiento del Manejo del Cromatógrafo de Uquidos de Alta 
Resolución del Sistema lsocrático 600 tCromatógrafo 2)"; CENAM-Lab. C014, Ouerétaro. 
México, 1995. 

3.-Dolan Jonh W. and Snydcr Lloyd R.; "Troubleshooting LC Systerns .. ; Humana Press; LC 
Resources lnc .• Walnut Crcek. California. 1 989. 
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1. OBJETIVO Y ALCANCE 

1. 1 Objetivo 

Describir el procedimiento para el lavado y limpieza del material de vidrio empleado- para 
análisis orgánicos 

1 .2 Alcance. 

En este procedimiento se proporciona la información requerida para realizar la limpieza 
del material de vidrio utilizado en el análisis de compuestos orgánicos. con la finalidad 
de evitar contaminación cruzada entre análisis. provocada por la retención de 
compuestos orgánicos en las paredes del material de vidrio. 

2. DESARROLLO. 

2. 1 Eliminar todo tipo de etiquetas y/o masking adheridos al material. 

2.2 Enjuago 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 solución agua 
caliente/detergente empleando para esto un detergente neutro para laboratorio. 
realicelo de tol manera que el material quede totalmente sumergido y no tenga espacios 
con aire. esto permitira que exista un mejor contacto de la solución y todas las 
superficies del material. 
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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 solución donde se encuentra sumergido el material y tapar la salida de 
la tarja para preparar de nuevo la solución agua ·caliente/detergente. 

2.6. Lave minusiosamente el material empleando el escobillón adecuado. 

2. 7. Enjuaga el material con agua corriente. 

2.8.Enjuagar el material con agua tipo l. 

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. 

2.1 O. 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 1 8 horas corno máximo y un mínimo de cuatro 
horas a una temperatura de 500 ºC. 

2.12. Pasado este tiempo dejar quo bajo la temperatura. sacarlo e inmediatamente 
taparlo con el papel aluminio. So debo verificar que la marca quo se realizó con papel 
aluminio hayo desaparcdido. en el caso que no haya desaparecido es que el material 
no quedó completamente limpio. por lo que se debe de realizar otra vez el 
procedimiento desde el punto 2. 1 O. 
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