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INTRODUCCION

Las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL’s) surgen de la necesidad de que los
organismos publicos son responsables de proteger a los ciudadanos y al medio ambiente
de materiales peligrosos a través de la emision de normas. Para ello se necesitan datos
analiticos confiables y un seguimiento de todo el proceso, para poder juzgar sobre la
seguridad de un producto. Las BPL’s estan relacionadas con la organizacion, proceso y
condiciones bajo las que se planifican, realizan, controlan, registran e informan los
estudios de los laboratorios.” Por consiguiente se definen las BPL’s como los principios
bésicos que se desarrollan para asegurar que los estudios se conducen con una buena
planeacién, con la ejecucion apropiada y con documentacién completa.

Los Sistemas de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) con el
paso del tiempo y desarrollo de la tecnologia se han convertido en instrumentos cada vez
mas complejos de disefio, funciones y alcances, constituyendo asi una variable
importante en la obtencién de informacién en la industria farmacéutica al ser una técnica
analitica instrumental de multicomponentes. El buen funcionamiento del instrumento
conjuntamente con un desarrollo analitico adecuado y validacién de la metodologia
analitica son condiciones necesarias para garantizar la calidad de los resultados analiticos
generados por el sistema.

El empleo de la técnica cromatogrifica de liquidos de alta resolucién como una
herramienta analitica de uso diario en el laboratorio, nos obliga a reconocer la
importancia de las variables que pueden afectar la calidad y consistencia de la
informacién que de ellos se obtiene. Para toda persona que se involucra suficientemente
con la técnica, le resulta evidente la cantidad de factores que pueden definir el éxito de un
anélisis cromatografico siendo tal que resulta dificil enumerarlos en su totalidad y atin
mas las interacciones entre ellos.

La presente tesina tiene como objetivo describir los factores tedrico-practicos, asi
como la definicion de los lineamientos basicos asociados como parte de la Buenas
Précticas de Laboratorio que nos llevan a la obtencién de resultados analiticos exactos,
precisos, reproducibles y confiables' con un manejo adecuado de las metodologias

analiticas y del instrumento.
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INFORMACION GENERAL DEL TEMA
ASPECTOS TEORICOS BASICOS

La técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) emplea
una fase mévil liquida para separar los componentes de una mezcla; los cuales primero
son disueltos en un disolvente y son forzados a fluir (via fase mévil) a través de una
columna (fase estacionaria) a altas presiones.? La distribucién de un compuesto entre las
dos fases es el resultado del balance de fuerzas entre las moléculas del compuesto y las
moléculas de cada fase; refleja la atraccion o repulsion relativas que presentan las
moléculas o iones de las fases competidoras por el compuesto y entre si. Por tanto, la
migracion diferencial estd determinada por aquellas variables experimentales que afectan
esta distribucion: la composicién de la fase estacionaria y la temperatura de separacién.'®

La CLAR se divide en dos grandes categorfas:’

A) Fase Normal: Se emplea una fase estacionaria polar (comuinmente silica) para
retener en diferente grado los compuestos polares y como fase liquida solventes poco
polares.

B) Fase Reversa: Se emplea una fase estacionaria no polar (silica a la que se le ha
unido grupos funcionales no polares) y solventes polares como fase moévil para eluir
compuestos poco polares en diferente grado. Esta es la técnica mds ampliamente
usada es la reversa por sus ventajas en uso de solventes menos toxicos.

A su vez la elusion de la muestra puede efectuarse de dos maneras:'”

A) Isocritica: Cuando no se modifica la composicion de la fase movil durante el
analisis.

B) Con gradiente: Cuando la composicion de la fase mévil varia durante una corrida.
En este caso se utilizan dos o més disolventes de diferente polaridad y se programa
con cambios en su proporcion, en forma continua o escalonada, segin la naturaleza
de la muestra. A su vez pueden programarse también cambios de flujo en los
diferentes tiempos de la corrida, éstas instrucciones se llevan a cabo a través de un
controlador automético.

En la cromatografia de liquidos las separaciones se realizan en base a la diferente
distribucién de los compuestos de una mezcla entre las fases estacionaria y movil.

Esta distribucién esta representada por un equilibrio al que se asocia una constante
llamada Coeficiente de Distribucién:'’

™
kg

Sm < Sst K

=)
¥

Donde:

Sm = Soluto en la fase movil

Sst = Soluto en la fase estacionaria

K = Constante de equilibrio

[S]m = Concentracion del soluto en la fase mévil.
[S]st = Concentracién en la fase estacionaria.
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A las condiciones en que se trabaja la cromatografia con fines analiticos, los
coeficientes de distribucion de los diferentes componentes son constantes y los solutos
migran en forma de bandas simétricas que se representan por picos gaussianos; a esta
representacion grafica se le llama Cromatograma.

Inyeccién

Respuesta del detector

o

Tiempo g
donde:
t;; = tiempo de retencién del pico 1 t2 = tiempo de retencion del pico 2
to = tiempo muerto w)=anchura del pico 1
w,= anchura del pico 2 Y2 w = ancho del pico al 50% de la altura

h = altura del pico

La calidad de una columna se juzga por el bajo grado de ensanchamiento de las
bandas, pues esto es un indice de la posibilidad de lograr una buena separacion; mientras
mas pequefio sea ese ensanchamiento la columna es mas eficiente.

Esa eficiencia estd vinculada al nimero de platos teéricos (N) que contiene, es
decir, el nimero de ocasiones en que la fase mévil y los compuestos se ponen en
equilibrio con la fase estacionaria contenida en el plato. Por esta razén se considera el
movimiento de la fase movil como una serie de pasos sucesivos y no como un
desplazamiento continuo, lo cual permite calcular el perfil de distribucién de cada especie
en cada paso y en cada plato. Después de un cierto recorrido de la fase movil por la
columna, ese perfil tiene la forma de una curva de Gauss.
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< Columna (L) >

IR 1 0 0 0 O O 0 8 SN

Plato tedrico (N)

En realidad, los platos tedricos no existen pero el modelo teérico provee una
forma de medir la eficiencia de la columna. N también depende de la longitud de la
columna (L), y de otro pardmetro llamado altura del plato tedrico (H), que mide su
eficiencia por unidad de longitud.

;L
N

Entre méas pequefio es el valor de H mds eficiente es la columna; en general se
tiene que H es mds pequeiia en los siguientes casos:
a) Baja velocidad de flujo en la fase mévil y didmetro pequefio de la particula en la fase
estacionaria.
b) Baja viscosidad en la fase mévil y aumento en la temperatura de separacion y
¢) Con moléculas pequefias del compuesto.
El valor de N puede ser calculado de la siguiente forma:

2

2
o LU W
w,_2 w

donde:

t,= tiempo de retencién

Wi2=ancho de pico al 50% de la altura del pico
W = ancho de pico a la linea base

5.54 y 16 son constantes

El flujo (F) es la velocidad a la que se mueve la fase movil en el sistema. Es un valor
generalmente constante a lo largo de una determinacién y estd en relacion a la viscosidad
del disolvente.

El tiempo de retencién (t;): Es el tiempo transcurrido desde la inyeccién de la
muestra hasta que el detector registra el maximo del pico. Es caracteristico de un
compuesto dado siempre y cuando se conserven las mismas condiciones de operacién,

El volumen muerto (Vy) es la marca al cual eluye la sefial del disolvente o un
compuesto no retenido.
Vo=t F
donde:
to=tiempo muerto F = Flujo
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El tiempo muerto (tp). Es el tiempo que tarda en salir una sustancia no retenida.

El factor de capacidad (k’).Relaciona la cantidad del compuesto en las dos fases
y se define por la siguiente ecuacion:

k'= I =t
t[l

donde:

k'= factor de capacidad

t, = tiempo de retencion del pico
tp = tiempo muerto

= Las separaciones ideales son aquellas cuyas condiciones tienen un k’ entre 1- 5

* Los compuestos que tienen un tiempo alto de elusion de la columna comparado con la
fase movil tienen factores de capacidad k’> 20

=k’ puede ser manipulada por variacion de la fase mévil y fase estacionaria.
El factor de selectividad (o) expresa la diferencia en los equilibrios de distribuci6n
entre dos compuestos y se expresa con cualquiera de las siguientes ecuaciones:

_6) -t

. . |
X

_('rr)| — 1

donde:

(t;)2 = es el tiempo de retencién del segundo componente el cual es mas fuertemente
retenido

(t)) = tiempo de retencién del primer componente

tp = tiempo de muerto

k'= factor de capacidad

Cuando o = 1 no es posible la separacién de los dos componentes empleando el mismo
sistema.

La resolucién (R) indica la separacion entre dos picos adyacentes en un
cromatograma y depende de dos factores:

1. La separacién entre los méaximos de los picos, relacionada con sus constantes de
distribucion.

2. El ensanchamiento de las bandas que migran en la fase mévil a través de la columna.
La resolucién esta dada por la siguiente ecuacién:

f.,=1
R= Fi—rl_ bajo la condicién t, >t

W, W,
—_— + —
2 2
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donde:

t; = tiempo de retencion del pico 2
t;) = tiempo de retencion del pico 1
w,= anchura del pico 2
w= anchura del pico |

La resolucién esta ligada con tres factores: la eficiencia (N), la retencién (k”) y la
selectividad (a); por eso para optimizar una separacién puede actuarse sobre cualquiera
de esos factores. La ecuacion general de la resoluciéon muestra esta relacion:

4 a \1+k,

donde:

N = Eficiencia de la columna.
o = Factor de selectividad.
k’= Factor de capacidad.

El factor de separacion se varia modificando la composicion de la fase mévil y/o
la estacionaria. La eficiencia varia con cambios en la longitud de la columna o en la
velocidad de flujo del disolvente y el factor de capacidad se modifica con cambios en la
fuerza del disolvente."!

El factor de asimetria (FA) es una forma muy comin de alejamiento de la curva
gaussiana. Si FA=1, sus dos mitades separadas por un eje longitudinal son iguales. Es
recomendable leer a partir del 10% de la altura del pico ya que la linea base presenta
ruido a causa del detector y se hace evidente una asimetria.

Coleo se sefiala cuando el factor de asimetria del pico es mayor que 1.
Fronteo o cabeceo se refiere cuando el factor de asimetria es menor que 1.

Los pardmetros optimos de separacién (iue se buscan en la optimizacién o
desarrollo de las metodologias son los siguientes:'

PARAMETRO CRITERIO
Factor de asimetria (FA) Entre 0.8y 1.2
Resolucién (R) Mayor de 2.0
Platos teéricos (N) Mayor a 2000
Factor de capacidad (k') Entre 2y 10
Selectividad (o) Mayora 1.5
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1.- SISTEMA CROMATOGRAFICO*?

Para garantizar la calidad de los resultados emitidos es importante considerar los
requerimientos de los elementos presentes en un sistema cromatografico:

A) OPERADOR O QUIMICO ANALISTA

El personal es competente cuando'*;

1. La materia prima, productos y servicios criticos son evaluados de acuerdo con los
Procedimientos Normalizados de Operacion ( PNO’s).

2. Los PNO’s, Buenas Practicas de Documentacion (BPD’s), BPL’s y las reglas de
seguridad se cumplen al 100%.

3. Los resultados son registrados durante la evaluacién.

4. Los resultados fuera de especificaciones son manejados de acuerdo al PNO
correspondiente.

5. La evaluacion de las materias primas, productos y servicios es reportada a su
supervisor.

6. La disposicion de materias primas, productos y servicios criticos es documentada
en el sistema de control interno.

7. Posee conocimientos sobre el funcionamiento, operacion y resolucién de
problemas presentes en la ejecucion de una técnica analitica cromatografica.

B) METODO

Para que un resultado analitico concuerde con el propdsito requerido (método
indicativo de estabilidad, método de residuales o liberacién de producto etc.), el
método debe ser lo suficientemente confiable para que cualquier decision basada en él
pueda tomarse con confianza. Asi el desempefio del método debe ser validado y la
incertidumbre del resultado, a un nivel de confianza dado, estimada. La
incertidumbre” debera ser evaluada y establecida de una forma que sea ampliamente
reconocida, consistente y facil de interpretar. La mayor parte de la informacion
requerida para evaluar la incertidumbre se puede obtener durante la validacién del
método.

*Incertidumbre'”: Es un parimetro asociado con el resultado de una medicién, que
caracteriza la dispersion de los valores que podrian ser atribuidos razonablemente al
mensurado. Un andlisis cuantitativo es un tipo particular de medicioén y el mensurado
muchas ocasiones puede ser la concentracion de un analito, pH, % de humedad etc.
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Robustez del método, entendiéndose como: la capacidad del método para no ver
afectado los parametros por cambios de algunas o todas las condiciones de trabajo
como por ejemplo: pH de la solucién amortiguadora de la fase movil, reactivos,
temperatura de la columna de las normalmente empleadas.®

Reactivos, solventes, materiales y su limpieza sean de la requerida para CLAR.

C) EQUIPO'®

Este debe de contar con un programa de mantenimiento preventivo en el que se
debe incluir también el programa de calificacion al menos una vez al afio o cuando asi
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.

Deben realizarse las siguientes calificaciones a un cromatégrafo de liquidos'®:

= Calificacion de Disefio: Define las especificaciones funcionales y operacionales
del instrumento, y detalla las decisiones conscientes en la seleccion del proveedor.

= (Calificacion de Instalacion: Estable que el instrumento es recibido de acuerdo a
como se disefid y especificd, que estd adecuadamente instalado en el ambiente
que se selecciond y que es apropiado para la operacion del instrumento.

= (Calificacion de Operacion: Es el proceso en donde se demuestra que el
instrumento funcionara de acuerdo a la especificacion operacional en el ambiente
seleccionado.

En el caso de la bomba se realiza la prueba de exactitud del flujo, y en bombas
binarias o cuaternarias la proporcion de fase en cada una de las lineas.

Para el inyector: Prueba de posicién del carrusel, de aspiracion de la muestra,
de temperatura en caso de contar con el controlador de ésta y linealidad del
inyector.

En el detector: La prueba de exactitud de la longitud de onda y de linealidad.

» Calificacion de Desempefio: El proceso en donde se demuestra que un
instrumento se desempeifia de acuerdo a la especificacion adecuada para su uso
rutinario.

Que en el caso de un cromatografo de liquidos corresponde a la adecuabilidad
del sistema en un andlisis rutinario. Como es reproducibilidad de 4reas, tiempo de
retencion.

El laboratorio debe programar las calificaciones en base a:
= Las especificaciones del fabricante.
=  Frecuencia de uso.
» Tipo de mediciones realizadas.
* Evaluacion de cartas control.

Ademas del Cromatégrafo de Liquidos deben de considerarse también los equipos
accesorios en la preparacion de muestras para CLAR como son los siguientes:
* Balanzas Analiticas.
= Potenciémetros.
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Espectrofotometros UV visible.

Calorimetro diferencial de barrido.

Bafios para control de temperatura.

Evaporadores con control de temperatura y presion.
Termoémetros

Cronémetros

Componentes de un

cromatégrafo de liquidos.

Fase Movil

Bomba " 1

Tuberias y conectores

Inyector ,

Columna o

Detector )

Procesador de Datos o

integrador

Opcionales: 5

8. Desgasificador e

9. Controlador de E EI EEH
temperatura de las =
muestras. ——

10. Horno de la
Columna

ol B ol S

2.-METODO
2.1 MATERIALES EMPLEADOS
2.1.1 FILTROS

Si el tipo de filtro requerido para las muestras no se especifica por la metodologia
analitica, es conveniente verificar en el catilogo del proveedor y seleccionar la
membrana cuyo material sea resistente al solvente y permeable al compuesto de
interés (por ejemplo: para polisulfanatos, fibra de vidrio y policarbonatos para
acuosas, PTFE para orgénicos y nylon para mezclas). Preferentemente se debe de
filtrar a través de un tamafio de filtro de 0.45 um o menos.’

* Verificar la capacidad de recobro de los filtros haciendo una comparacion con las
mismas muestras pero preparadas por centrifugacion. Se sugiere tener un reporte de
precision intermedia en la validacién del método analitico para la equivalencia de
filtros.?

2.1.2 MATERIAL DE VIDRIO

* Para la preparacién de las muestras se recomienda emplear matraces volumétricos y
pipetas clase A calibrados.’
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Seleccionar material de vidrio que protejan de la luz a los principios activos sensibles
a ella. Emplear vidrio con bajo contenido actinico cuando el principio activo es
susceptible a los metales.’

Emplear pipetas volumétricas TD (deliver class: volimen de liberacién) para
transferir o diluir muestras y soluciones de referencia.®

Emplear pipetas volumétrica clase TC (contain class: volumen contenido) para
transferir jarabes o muestras viscosas. Las cuales se deben enjuagar con el diluente.’

Los viales, tapas y septas deben ser materiales apropiados y compatibles con el
diluente para prevenir su v.=:\.r:aq;»orac:ién'l.s

Los materiales de la jeringa del automuestreador y holders de las membranas de
filtracién deben ser compatibles con el diluente. No se deben usar agujas metalicas
cuando el principio activo es susceptible al metal.’

2.1.3 SOLVENTES Y REACTIVOS

a)

Emplear unicamente reactivos grado HPLC ya que las impurezas incrementan el
ruido de la linea base.’

Emplear agua grado HPLC: Agua desmineralizada grado USP o Tipo I en la
preparacion de la fase movil. (TOC: <50 ppm y/o 18 MQde resistividad®,
absorbancia a 204 nm con celda de 1 cm=0.001).

Todos los solventes preparados deberan estar etiquetados apropiadamente y cerrados
apropiadamente como corresponde a las BPL’s.}

Las mezclas acuosas: solventes-aguai, 4cidos fuertes" o bases fuertes™ deben estar en

contenedores apropiados y permitir que alcancen la temperatura ambiente antes de su
5

uso.

! Almacenar en vidrio o HDPE (polietileno de alta densidad), pero no policarbonatos.

it Adicionar el 4cido al agua, nunca viceversa.

" Almacenar en contenedores plasticos y no en vidrio.

22 RECOMENDACIONES GENERALES PARA LA PREPARACION DE
MUESTRAS Y ESTANDARES.®

Usar balanzas calibradas con sensibilidad del + 0.1 mg para pesar mas de 30 mg y
una de + 0.01 mg para menos de 30 mg.’

Registrar: los pesos, nimero de lote y potencia de los estindares en forma adecuada
de acuerdo al procedimiento correspondiente de manejo de estandares. Seguir las

10
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indicaciones descritas antes de su uso de cada sustancia de referencia (por ejemplo
secar).

= Preparar por duplicado las soluciones de referencia, para verificar la exactitud de
éstas.

= Preparar por duplicado las muestras o segn lo indique el método.
» Para mezclas de polvos granulados pesar tal cual sin pulverizar.

= Para andlisis de uniformidad de contenido, registrar los pesos de las
tabletas/capsulas/grageas como control interno.

= Adicionar al matraz volumétrico no mas del 70% del disolvente, agitar hasta la
desintegracion total de la forma farmacéutica antes de sonicar la muestra.

* Limpiar la espatula, balanza y érea de trabajo después de pesar, como lo sefialan las
BPL's.

= Se debe desgasificar el diluente/solvente para preparar muestras y asi eliminar el
posible oxigeno disuelto cuando se usa una deteccion amperométrica (Ejem.:
potenciométrica, amperométrica o conductividad)

» Esperar a que la solucién alcance la temperatura ambiente antes de aforar, cuando se
le adiciona un solvente organico a una soluciéon amortiguadora o solucién acuosa.

= Sonicar por no mas de 10 min., al menos que indique el método otra cosa. Después de
la sonicacion, esperar a que la solucién alcance la temperatura ambiente antes de
continuar con el siguiente paso del método.

= Al centrifugar, el tubo debe estar tapado adecuadamente y no centrifugar por mas de
15 min. (criterio USP)'%.

* La solucion de estandar interno se debe adicionar a los estandares y muestras de la
misma preparacion. Para prevenir un cambio en la concentracion del mismo estandar
interno por evaporacion, no dejar esta solucioén destapada durante su uso.

» Las muestras de la disolucion se deben ser filtrar inmediatamente después de tomarla
descartando los primeros mililitros.

* Los viales deben llenar inicamente hasta un 80% de su capacidad, y se deben tapar
inmediatamente. Este paso es crucial para principios activos susceptibles a la
oxidacion. Un llenado a su totalidad puede causar no sélo una contaminacién si no
también problemas de compresién al momento de la inyeccion en algunos sistemas y
causar una desviacion del volumen de inyeccion.
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2.3 SECUENCIA CROMATOGRAFICA®

* Inyectar las soluciones estandar (indicadas en el punto 2.2) al inicio de la corrida para
verificar que la exactitud de su preparacion se encuentra dentro del rango establecido
en el método.

= [nyectar soluciones estandar intercalandolos entre las muestras y al menos que otra
cosa especifique el método, como recomendacion no se deben inyectar més de 6
muestras entre estandar y estandar.

» Hacer una inyeccion del diluente (como blanco) antes de las muestras para evaluar la
pureza.

= Inyectar una muestra a la cual se le adiciond solucién de referencia de la impureza
para ayudar a identificar si los tiempos de retencion de las impurezas se ven afectados
por la concentracién mayor del principio activo.

= Inyectar la solucién diluente o solucién de lavado de la columna /aguja después de
inyectar muestras viscosas o muy concentradas, ( esto limpia la linea de inyeccién y
ayuda a mantener la exactitud y precision de la inyeccion y reduce el ruido de la linea
base).

3. INSTRUMENTO CROMATOGRAFICO

3.1 SISTEMAS*

Con el objetivo de garantizar a través de la operacion adecuada de la
instrumentacion, una duracién mayor de las partes de desgaste de los instrumentos
cromatogréaficos, se sugieren tener las siguientes précticas en el uso y operacién.

=  Voltaje de alimentacién adecuado y regulado con No-Brake en operacion.

= Verificar la operacion del ventilador al encender el mddulo si el cromatografo cuenta
con un automuestreador con temperatura controlada.

= Verificar la conclusién exitosa de las rutinas de auto-diagndstico.

= Asegurar que todos los servicios necesarios estén disponibles (aire, temperatura de
operacion adecuada, disolventes de lavado).

= Mantener bitacoras de uso diario, mantenimiento y calibracién.

3.2 FASE MOVIL’

La seleccion correcta de la composicion de la fase mévil es importante por que
determina la separacion. Sin embargo esta seleccion estd limitada por el tipo de fase
estacionaria empleada. Los factores mas importantes a considerar en la fase mévil son: la
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polaridad, miscibilidad con otros solventes, inercia quimica, la longitud de onda UV de
corte y toxicidad.

b)

c)
d)

e)

€)

g

h)

Recomendaciones practicas:

Considerar la pureza de los solventes empleando tinicamente grado HPLC, ya que las
impurezas incrementan el ruido de la linea base.

Usar agua grado HPLC.

Asegurar que la fase moévil esta libre de polvo u otras particulas filtrandolas a través

de membranas apropiadas segin la mezcla con un poro de 0.45 pm. Conectando un
filtro en la linea conectada al reservorio de la fase movil para la bomba y tapando la
fase moévil correctamente.

Desgasificar la fase mévil ya que puede causar un bombeo irregular y fluctuaciones
en la sefial del detector, empleando uno o mas de las siguientes técnicas:

= Desgasificar la fase mévil burbujeando helio en la fase mévil por 10 min.
aproximadamente.

= Poner bajo vacio la fase mévil con agitacion constante por 10-15 min.

» Agitar la fase mévil en un bafio ultrasoénico por al menos 10 min.

Cuando se mezclan los solventes para formar la fase movil :

= Comprender la terminologia empleada para describir los componentes de la fase.
Expresiones comunes son 75/25 v/v 6 75:25 de metanol /agua, indica lo
siguiente: 75 mL de metanol mas 25 mL de agua.

* Cuando el equipo cuenta con una bomba cuaternaria y los componentes de la fase
se encuentran en reservorios diferentes el analista inicamente debe indicar el

porcentaje de cada uno (Ejem. 75% de Metanol y 25% de agua)

= Si la composicion de la fase mévil se prepara manualmente, el volumen de cada
solvente se debe medir por separado antes de hacer la mezcla.

Los reservorios de las fases méviles deben ser de color ambar para protegerlas de la
exposicién directa a la luz.®

Si la fase movil es unicamente agua se debe de minimizar la posibilidad de
crecimiento bacteriano empleando reservorios color ambar, reemplazarla todos los
dias y de ser posible emplear recipientes estériles.’

Minimizar la volatilidad de los componentes de la fase mévil de la siguiente manera:

=  Mantener la solucién fria durante el proceso de desgasificacion.

13



Facultad de Quimica UNAM Buenas Précticas de Laboratorio en CLAR

= Mantener el reservorio cerrado todo el tiempo.

i) Asegurar que la muestra a ser analizada es soluble en la fase mdvil y que ésta no
reacciona con los componentes de la fase estacionaria. Por ejemplo, soluciones
amortiguadoras o modificadores de pH que contienen amonio el cual puede
reemplazar grupos N-R de una amina en una fase estacionaria de amino propil.

j) Monitorear y asegurarse que los niveles de fase mévil son los suficientes para
efectuar la corrida.

k) Etiquetar adecuadamente la fase mévil la cual debe contener al menos la siguiente
informacion: Composicion, fecha de preparacion, fecha de expiracion, nombre de la
persona que lo prepar6, andlisis, nombre del producto o materia prima en el que se va
a utilizar.

3.3 BOMBA*’

La bomba es el corazén del sistema cromatografico ya que garantiza el flujo
constante de la fase moévil por el sistema y debe cumplir especificaciones como
reproducibilidad y precisién con lo que se caracteriza su calidad.''; alcanzando presiones
superiores a los 340 bares, son de acero inoxidable o aleaciones de titanio que resisten la
corrosion y desgaste, algunas partes son de zafiro o de rubi.'’

Las recomendaciones para el uso de ésta son las siguientes:

a) Mantener los filtros de las fases moviles o disolventes limpios.

b) Conservar las valvulas de drenado y uniones de tuberia sin sales y fugas.

¢) Usar fases moviles o disolventes filtrados y desgasificados previamente.

d) Mantener el limite de presion no mayor a 4000 psi en el trabajo de rutina.

e) Purgar las lineas antes de su uso para asegurar que no existen burbujas en el sistema.

f) Asegurar que cuando se emplee un gradiente de elusion, todos los componentes de la
fase movil son miscibles, ya que las sales de las soluciones amortiguadoras tienden a
precipitarse cuando se incrementa la proporcion del solvente organico.

g) Habilitar el desgasificador (en bombas que cuenten con este sistema) y dejar
funcionar durante 10 min. sin circular disolvente previa purga de las lineas a utilizar.

h) Para las bombas con sistema de desgasificacion con helio, asegurarse de que el
cilindro cuenta por lo menos con 500 psi de presion y la salida del regulador debe
contar con una presion no menor a 80 psi y no mayor a 120 psi a la salida hacia la
linea, para realizar purgas y desgasificar solvente utilizar un flujo de 100 mL/min de
helio para cada reservorio a emplear, para el trabajo de rutina dependeri de la
concentracién de agua, variando desde 15 a 50 mL/min de helio.
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3.4 TUBERIAS Y CONECTORES

a) Mantener las lineas de las fases mdviles o disolventes sin fugas y sin sales.

b) Emplear los ferrules y uniones preferentemente de la misma marca de la columna o
tuberia para prevenir posibles fallas de ajuste en las uniones.®

¢) Para mejorar la eficiencia de la columna, resolucion y reducir el volumen muerto; las
tuberias que van del inyector a la columna y de ésta al detector deben ser lo mas
cortas pc;sibles con un didmetro apropiado para reducir el efecto de dilucion de la
muestra.

3.5 SISTEMA DE INYECCION*!!

Un factor muy importante para obtener una resolucién en la separacion es la
adecuada introduccion de la muestra en el sistema. La manera ideal de introducir o
inyectar la muestra, es en forma de “paquete” pequefio ya que esto ayuda en la obtencion
de picos simétricos y angostos.

Existen varios mecanismos de inyeccion. El mas sencillo consiste en introducir la
muestra mediante una jeringa; esta tiene que soportar la presién del sistema aunque hay
dispositivos que desvian el flujo del disolvente mientras se introduce la muestra
reanudandolos posteriormente a través del inyector mediante un sistema de vélvulas, o
bien, se introduce la muestra y posteriormente se reanuda. Un sistema que minimiza
errores en la introduccién de la muestra consiste en un inyector automatico. Este
dispositivo ayuda a mantener la reproducibilidad entre inyecciones y elimina el error en
la medicién del volumen por inyectar.

Algunas de las recomendaciones practicas son:

a) Verificar que no haya fugas o sales precipitadas en ninguna de sus partes.

b) Verificar el volumen del loop', €l rango de uso es generalmente de 5 — 100 pL pero
este dependera mas bien de lo indicado por el método de acuerdo a la concentracién
del analito y la columna en uso.

" Tubo de acero inoxidable de didmetro interno pequefio y de volumen fijo, que
permite inyectar siempre el mismo volumen. El cual puede ser intercambiable.

¢) Verificar que los tornillos y ferrules sean de la medida adecuada y del mismo material
que el inyector.(En caso de que los inyectores sean de un material plastico conocido
como PEEK).

d) Si la presion provocada por el inyector tiende a subir més de lo normal (normalmente
cercana a () invertir la entrada y salida del flujo. Lavar con agua a 60°C-70°C durante
30 min. Si el material del rotor lo permite inactivar con acido nitrico 6N por 30 min.

e) Verificar que el cable de la sefial de disparo no se encuentre desconectado o
fragmentado.

f) Siesunsistema de automuestreador verificar que pasa todas las pruebas autométicas
a las cuales se debe someter peridédicamente (prueba de compresion, purgas, lavado
de aguja).
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g)

La fase de lavado del automuesteador deberd ser reemplazada con la frecuencia
requerida, recordando que ésta tiene como funcion eliminar restos de muestra
inyectada por lo que debe ser compatible con la fase mévil empleada para el anlisis.

3.6 COLUMNAS**?

La columna es el componente més importante del sistema cromatografico y es

crucial en la determinacién de la resolucién. Dentro de las recomendaciones generales
para en el uso de las columnas podemos citar las siguientes:

a)

b)
©)

d)
e)

]

h)

i)

Verificar que la columna es la indicada por la metodologia y es la apropiada para el
analisis.
Colocar la columna en la direccion adecuada indicada en la misma.
Usar un filtro en linea y precolumna, ya que este es un factor de proteccion instalado
entre el inyector y la columna principal. Esencialmente esta disefiado para remover
las particulas indeseables, prolongan la vida de la columna y debe tener un
volumen interno que minimize el ensanchamiento del pico. Se debe cambiar una vez
que el pico empiece a deformarse.
Evitar cambios de velocidad de flujo o temperatura stbitos. Incrementar 6 disminuir
el flujo gradualmente.
No se debe calentar una columna sin que se encuentre circulando fase mévil.
Nunca permitir que se quede la columna sin disolvente o fase mévil.
Revisar en el manual de uso de la columna el limite de presion al igual que el
intervalo de operacion adecuado (pH, compatibilidad con los disolventes organicos,
velocidades de flujo, temperaturas maximas de operacién).
Es muy importante la estabilidad del pH en las condiciones de operacion indicadas
por el fabricante. Cualquier desviacién fuera de los limites indudablemente afecta la
columna disminuyendo su tiempo de vida. La mayoria de los sistemas emplean
soluciones amortiguadoras para éste propésito. Por ejemplo si no se controla el pH
en una fase mévil cuando se emplea una columna ODS podria ocurrir lo siguiente:
=  AunpH <2.5 los uniones de los grupos silano podrian hidrolizarse.
= A un pH >8.5 ocurriria la disolucién de la silica.
Realizar la determinacién de la eficiencia de la columna cada vez que se realice el
andlisis, llevando un registro de uso de la columna el cual debe incluir por lo menos:
fecha de inicio de uso, solvente de almacenamiento, método de lavado, producto para
el cual se utiliza, fecha de uso, nimero de inyecciones, platos teéricos, resolucién,
factor de coleo y tiempo de retencion para el principio activo principal, No de lote
del producto analizado en ella, nombre del analista que la empledé y observaciones.
Para poder monitorear el dafio que ésta va sufriendo al paso del tiempo y llegar a
establecer el nimero de platos teéricos minimos que debe tener la columna para
llevar a cabo un analisis cumpliendo con los estdndares establecidos por el método y
saber si es necesario un cambio de columna.

Una disminucién considerable del tiempo de retencion, resolucion y deformidad
del pico indican la necesidad del cambio de columna.
Después de su uso se debe de llevar a cabo un procedimiento de lavado, en caso de
requerir uno més profundo consultar en el manual de operacion o con el proveedor el
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procedimiento especifico a emplear. Muchas veces esto se detecta cuando hay
presencia de picos inesperados, un incremento del ruido en la linea base y presion
significativa de la columna. No se deben almacenar las columnas con 100 por ciento
de agua o soluciones con sales o 4cidos a menos que el manual de uso lo indique y
evitar dejar las columnas destapadas.

k) Mantener la columna a una temperatura constante +2°C. La variacion en la
temperatura puede causar problemas como la inconsistencia en la identificacion de
los componentes del cromatograma debido a la variacion de los tiempos de retencion.
Esto hace necesario el empleo de homos en los métodos que lo indiquen
(normalmente 40°C) para optimizar el desempefio de la columna. Por lo que es
importante verificar que la temperatura registrada corresponda con la real en el horno.
Este se recomienda emplear por que:
=  Mejora la reproducibilidad del anélisis
= Fomenta la consistencia de los tiempos de retencion.
= Se eliminan las variaciones debidas a las fluctuaciones de la temperatura del

laboratorio debidas a las estaciones del afio.

3.7 DETECTORES*"!

Pueden ser de dos tipos: aquellos que miden alguna propiedad del soluto y la fase
movil, por ejemplo, indice de refraccién y aquellos que miden alguna propiedad del
soluto unicamente, como absorcidn ultravioleta o fluorescencia. La seleccion del detector
estara basada en las propiedades del o los solutos que se deseen analizar. Los detectores
mas empleados son:

Detector de UV convencional
Detector UV de arreglo de diodos
Detector de indice de refraccion
Detector electroquimico

Detector de infrarrojo

Detector de Fluorescencia
Detector de Radioactividad

Para su uso se debe verificar:

a) Que en la calificacién los pardmetros de exactitud y reproducibilidad sean
satisfactorios.

b) Que las tuberias empleadas sean de la medida adecuada (longitud y diametro interno),
sin fugas y sales precipitadas a la entrada y salida de la celda.

¢) Los pardmetros adecuados para la determinacién a realizar (longitudes de onda,
sensibilidad, factores de escala, filtros, constante de tiempo, temperatura etc)

d) El tiempo adecuado de estabilizacion.

€) Que antes de encender los equipos halla flujo por la celda de muestra y no existan
fallas en el diagnéstico automatico.

f) No exceder los limites de presion de las celdas respectivas.
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g) En caso de colocar detectores en serie, que los ultimos deben ser los que resistan
menores presiones en la celda (Indice de refraccion, fluorescencia y conductividad)

3.7.1 DETECTORES UV/FLUORESCENCIA

a) Verificar el tiempo de vida de la ldmpara con frecuencia, verificando el desempefio de
éstas contra las especificaciones del fabricante.

b) Reemplazar las lamparas UV antes de que sean ineficientes.

c) Se recomienda permitir una estabilizacién de al menos 30 min. después de encendida
la lampara para que ésta alcance su maxima intensidad de energia.

d) Se recomienda mantener un registro de las energias en las celdas de muestra y
referencia a una longitud de onda y disolvente especifico.

3.7.2 INDICE DE REFRACCION Y CONDUCTIVIDAD

a) Asegurar que la temperatura del laboratorio en el area es estable.

b) Purgar las celdas de estos detectores, ( es vital para obtener una linea base estable ya
que la propiedad que mide es dependiente de la composicién de la fase mévil,
temperatura de la misma y la velocidad de flujo)

c¢) Controlar la temperatura de la celda para obtener una linea base horizontal.

4. - CAMBIOS DE FASES MOVILES®

Aplicar las siguientes consideraciones antes de cambiar de una fase a otra,
considerando principalmente la miscibilidad de los solventes.

a) Los cambios entre dos solventes miscibles se pueden hacer directamente. Cambios de
dos solventes que no son totalmente miscibles entre si, como metanol por ejemplo: de
cloroformo a agua, requieren un solvente intermedio como el metanol.

b) Cuando el cambio es de una solucién amortiguadora acuosa a un solvente organico,
cambiar primero a agua.

c) Cada solvente debe tener su propia linea y filtro. Cuando es necesario sustituir el
solvente en la linea por otro, purgar el solvente previo, tomando en cuenta las dos
recomendaciones anteriores (a, b)

d) Para cambiar de fase mévil en todo el instrumento debe hacerse sin columna
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Frecuentemente con 2 ft de largo y
0.04 in de tuberia conectada de la salida del inyector a la entrada del detector es
suficiente cambiar el sistema cromatografico con la nueva fase moévil, a un flujo de
2.0 mL/min por aproximadamente 4 min.

5. - ESTABLECIMIENTO DEL SISTEMA HPLC®

a) Lavar el sistema con agua, luego con metanol y/o acetonitrilo seguido por la fase
movil antes de conectar la columna para un sistema de fase normal. Usar acetonitrilo
o fase moévil como solucién de lavado de aguja.

b) Cambiar la aguja o columna y lavar si es necesario.
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)

d)
e)
f)

g)

h)

6. =

Conectar el inyector a la entrada de la columna sin conectarla al detector y lavar la
columna cerca de 10 min. con el disolvente adecuado antes de introducir la fase
movil. Purgar la aguja al menos dos veces.

Verificar las fluctuaciones de la presion, si hay burbujas atrapadas en la jeringa del
inyector, fugas y/o sales en las conexiones.

Equilibrar la columna con fase mévil por un periodo de tiempo hasta obtener una
linea base estable.

Inyectar en el sistema una solucion estandar y verificar los tiempos de retencién y la
respuesta del pico sea consistente en dos inyecciones consecutivas.

Inyectar una solucién muestra y comprobar que los tiempos de retencién concuerdan
con los de la solucién estindar, especialmente si ésta es sumamente viscosa o
concentrada en un andlisis de impurezas.

Inyectar un blanco o disolvente para verificar que no halla un arrastre del analito.
También puede ser tomada como la linea base. Esto previene se cuantifique un pico
como impureza desconocida, cuando se encuentra presente en el solvente de dilucion.
Es 1til para estabilizar el sistema.

Inyectar un compuesto que no retenga la columna como por ejemplo la acetona para
ayudar a localizar el tiempo muerto (t,) para calcular el factor de capacidad (k")

EVALUACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO®

La adecuabilidad del sistema pasa cuando cumple con los requerimientos minimos

establecidos en el método analitico.

a)

b)

d)

€)

Con la finalidad de cumplir con la adecuabilidad del sistema la composicion de la
fase movil puede ser ajustada en algunos de sus componentes por no mas del + 10%,
y + 0.5 unidades de pH y + 10% de la fuerza i6nica, pero ninguno de los componentes
podran ser reemplazados.

Para una prueba de identificacion la diferencia del tiempo de retencion no debera ser
mayor al 2% al menos que el método indique otra cosa.

Para el principio activo principal al menos que el método especifique otra cosa, con 5
inyecciones consecutivas, la desviacion estandar relativa no debe ser mayor al 2%,
en compuestos menores, no debe exceder el 10%.

Verificar la adecuabilidad del sistema después de un cambio mayor como la
regeneracion de la columna, instalacién de una nueva, ajuste de la fase movil, cambio
de tiempo de retencién, forma del pico dentro de un anélisis.

Se recomienda verificar la adecuabilidad del sistema después de que ha corrido el
sistema por mas de 24 h., esto es haciendo 4 inyecciones de un estindar y una de la
muestra de resolucion para verificar que los parametros del sistema continfian siendo
adecuados.
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7. - SOLUCION DE PROBLEMAS

PRESION

CAUSA

SOLUCION

Verificar que se esté empleando la fase movil y el
flujo correctos

Bloqueo en las

lineas de flujo

Puede deberse al no lavar adecuadamente el sistema
y se le pas6 directamente algin solvente causando
precipitacion. Sistematicamente desconecte cada
una de las partes del detector a la columna
verificando el flujo y presion para encontrar la parte
bloqueada.

Lave con solvente adecuado o reemplace la parte
bloqueada.

Reemplazar o limpiar filtros.

Formaci6n de |Emplear precolumnas de 0.5 pm de tamafio de
ﬁ particulas en la|particulas para eliminar contaminantes de la
2 |columna muestra.
Filtrar las muestras a través de filtros de 0.45 pm
Verificar la compatibilidad de la fase moévil con la
Sistemas agua | concentracion de la solucién amortiguadora.
/solvente organico-
Precipitacion  de [ Disminuya la fuerza idnica de la fase movil.
Sol.Amortiguadoras | El operador prepara la fase movil.
Tamafio de
particula pequefio | Emplear un tamafio de particula mas grande.
de la columna
Fase mévil con|Emplear disolventes con viscosidad baja.
viscosidad alta
Verificar que se esté empleando la fase mévil y el
flujo correcto.
Bloqueo del filtro Remover e:-l ﬁ.ltro de eptrada y si la presion regresa a
< |deentrada la normal indica que éste esta tapado. Reemplazar o
=z lavarlo.
= Fugas en Ins lineas ,;_\juslar las conexiones o reemplazarlas para impedir
ugas a lo largo del sistema.
Reemplazar o limpiar las valvulas check.
Frugape s et yoxabn Reemplazar los empaques o sellos de la bomba.
P T o Qesgasiﬂcm los solventes o fase mévil y purgar el
. aire del sistema.
] = | Fugas en la bomba | Reemplazar los empaques o sellos de la bomba.
2 Bloqueo del filtro|Reemplazar o lavar el filtro de entrada de la linea.
de entrada
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CAUSA Y/O SOLUCION

Falta de Reproducibilidad de 4rea en
el pico

Y
altura

pico

El sello de la valvula del inyector no esté bien ajustada.

La jeringa esta parcialmente bloqueada.

Aire en la jeringa del inyector.

Y tiempo

de
retencion

Variabilidad en el flujo de la bomba.

Otros

Alguna micro fuga de la tuberia del inyector al detector.

Problemas de equilibrio del detector.

Verificar que el error no es debido a la muestra en si, es decir, que ésta
es estable con el tiempo.

Verificar que los pardmetros de integracién son los apropiados.

Verificar la intensidad de la lampara del detector.

Falta de Reproducibilidad en los tiempos de retencion

Generales

El tiempo de equilibrio de una nueva fase es insuficiente. Pasar 20
volimenes de la nueva fase a través de la columna.

La evaporacion selectiva de los componentes de la fase mévil. Tapar los
reservorios de los solventes o fase movil.

Si es debido a las fluctuaciones de la temperatura, emplear un horno
para columna.

Deterioro de la columna.

Tiempos de retencion variables debidos a aire en el sistema:
Desgasificar fases y purgar el sistema para eliminar el aire.

Disminucién

El incremento del flujo, verificar la bomba y si es necesaria reencender
la bomba.

Incremento en la temperatura del sistema.

La degradacién de la silica de la fase estacionaria por que el pH de la
fase movil este fuera de los limites de tolerancia de la columna.

Aumento

Disminucién del flujo de la fase movil, verificar y si es necesario
reiniciar la bomba

Verificar que no halla burbujas en la bomba.

Las fluctuaciones debidas a la disminucién de la temperatura. Se
recomienda emplear hornos de columna
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Problemas con la linea base

Linea Base

variable

Taponamiento de la columna por contaminacién y deterioro de la
misma. Lavar la columna, emplear precolumna 6 cambiar columna.

Los debidos a cambios de temperatura emplear horno de columna.

Tiempo insuficiente de equilibrio del sistema.

Cambios subitos en la linea base pueden ser por fluctuaciones de
temperatura.

Linea base ruidosa

Celda del detector sucia. Lavar la celda del detector.

Fase movil contaminada y/o no fue mezclada en forma correcta.
Emplear solventes grado HPLC y filtrar.

Falla de la ldmpara del detector. Cambiarla si es necesario.

Pulsaciones de la bomba (si son periédicos)

Efectos de la temperatura (si el detector es Indice de Refraccion)

Aire atrapado en la bomba y/o en la celda del detector o por la celda
electroquimica de referencia. Purgar sistema y desgasificar la fase
mavil.

Inmiscibilidad de solventes en una fase moévil normal o en la solucién
de lavado de la aguja.

Gradiente de elusion.

Esta siendo burbujeada con exceso de helio.

Preparar la mezcla de solventes. Que el equipo no realice la mezcla si se
cuenta con una bomba binaria o cuaternaria.

Linea base

espigada

Aire en el sistema o detector por lo que se debe desgasificar la fase
movil y asegurarse que todas las conexiones estén bien ajustadas.

Interferencias eléctricas es necesario identificarlas y eliminarlas. Por
ejemplo el horno de la columna.

El deterioro de la columna por lo que debe cambiarse y usar
precolumna.

A continuacién se muestran algunos ejemplos graficos:

tomsammrirny M

Linea base normal Linea base ruidosa

Linea base espigada
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Forma del (los) pico (os)

Picos Anchos

Es por muestras muy concentradas por lo que se deben diluir.

Volumen de inyeccién muy grande. Inyectar un menor volumen

Deterioro de la columna. Lavar o reemplazar columna y usar
precolumna.

Volumen muerto. Verificar que las conexiones estén ajustadas
apropiadamente.

Alta viscosidad de la fase movil.

Si es solo para alguno de los picos es probable que sea debido a una
elusién tardia de una muestra anterior, una molécula de alta masa
molecular o bien sea una proteina o polimero.

Picos Fantasma

Contaminacién de la muestra, fase mévil. Hacer una inyeccién del
solvente de dilucién o blanco de la muestra, fase mévil y solucion de
lavado para determinar la fuente de la contaminacion.

Acumulacién de contaminantes en la cabeza de la columna. Lavar la
columna con solventes més o menos polares a los usados para remover
los contaminantes retenidos.

Compuestos retenidos de inyecciones previas. Reinyectar la muestra y
dar un tiempo de corrida mayor hasta que salga el pico desconocido.

Picos Negativos

La absorbancia de la fase mévil es mayor a la de los picos de interés.
Emplear una fase mévil que no absorba a la longitud de onda
empleada.

Verificar la polaridad de las conexiones del registrador de seiial.

Perturbaciones del equilibrio cuando el solvente de la muestra pasa a
través de la columna.

Puede ser normal en detectores de Indice de Refraccion.

Picos dobleteados

Si debiera aparecer s6lo un pico puede ser por la co-elusion de
compuesto de interferencia. Implementar una limpieza de la muestra o
una fraccionamiento previo de la misma.

Ajustar la selectividad de la muestra cambiando la fase movil/ fase
estacionaria.

Emplear una fase estacionaria de una eficiencia mayor, usar una
columna de un didmetro mayor o disminuir el volumen de muestra

Espacio vacio en la columna por su deterioro por lo que hay que
reemplazar la columna.

Filtros de entrada parcialmente bloqueados.

Fronteados
(simetria
menor a 0.9)

Debida a la sobrecarga de la muestra. Disminuir el tamafio de muestra
o debido al deterioro de la columna, es necesario reemplazarla.

Una co-elusion de una pequefia cantidad de un sustancia con un tiempo
de retencién menor al del siguiente pico; ésta sustancia puede ser
también una contaminacion.
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CAUSA Y/O SOLUCION

Coleados

(Simetria mayor a 1.2)

Alguno de los picos:

Interacciones entre acidos y bases débiles con residuos de grupos
silanoloides. Se puede controlar el pH con la adicién de un
modificador como trietilamina para prevenir el coleo por una base
débil.

Por efecto de co-elucion de picos pequefios en la parte final del pico.

Cuando todos los picos estan coleados es por el resultado del deterioro
de la columna o efectos externos a la columna como la presencia de
metales pesados.

Contaminacion del filtro de entrada de la columna.

Cortados

enla
base

El cero del integrador estd puesto muy bajo asi que ponerlo en cero
correctamente.

Emplear la funcién de auto-cero en caso de contar con ella.

Cortados en

la punta del
pico

El rango de deteccion del detector es muy sensible por lo que es
conveniente disminuir el nivel de sensibilidad.

Sobrecarga de la columna, por lo que es conveniente diluir la muestra.

Ejemplos graficos de problemas con la forma de los picos.

Normal Sdlo un pico ancho Todos anchos

PICOS FANTASMA PICOS NEGATIVOS
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Ejemplos graficos de problemas con la forma de los picos (continuacion)

AL

SOLO UN PICO FRONTEADO AMBOS PICOS COLEADOS
PICOS CORTADOS EN LA BASE PICOS CORTADOS EN LA PUNTA

25



Facultad de Quimica UNAM Buenas Practicas de Laboratorio en CLAR

DISCUSION

Como usuarios de la técnica cromatogréfica, reconocemos que tras la ejecucion
repetida de una metodologia es posible experimentar variaciones en algunos de los
pardmetros cromatograficos como pueden ser el tiempo de retencidn, drea o altura etc.
Sin embargo éstas variaciones se deben de mantener dentro de intervalos de aceptacion.
Cuando éstas variaciones se alejan de dichos intervalos, tenemos la necesidad de
identificar la fuente de variacién para solucionar el problema. Esta labor puede resultar en
un gran consumo de tiempo y en ocasiones frustrante si no se realiza empleando un
procedimiento ordenado para ello, por lo que la capacitacion, constante aprendizaje de la
técnica y el conocimiento de la importancia de las Buenas Practicas de Laboratorio
(BPL’s) para minimizar las fuentes de variacién son de gran relevancia al ser ésta una
técnica analitica instrumental.

Es responsabilidad de los usuarios de ésta técnica analitica dar un resultado exacto
cuando procesa una muestra para cuantificar uno o maés analitos, por lo que es
recomendable conocer, monitorear y perfeccionar todos los factores que afectan la
exactitud de los resultados. La implementacion de las BPL’s en un laboratorio hacen que
los resultados emitidos sean exactos, consistentes y comparables a los de cualquier otro
laboratorio competente. Una accién sumamente util es la medicion de la incertidumbre.
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CONCLUSIONES

La Cromatografia de Liquidos de Alta Resoluciéon (CLAR) se ha convertido en
una herramienta analitica aceptada de manera general con un amplio abanico de técnicas
de separacion. Los resultados de anélisis cuantitativos, como la mayor parte del tiempo
son los de ésta técnica instrumental, son importantes en decisiones en cuestion de salud,
medio ambiente, industriales y legales. Por lo tanto es importante la capacitacion del
personal en el uso de la técnica analitica y la concientizacion de la importancia de las
BPL’s para llevar a cabo con éxito el mantenimiento del buen uso de los equipos, obtener
resultados analiticos confiables y exactos.

Las BPL’s cubren aspectos del trabajo diario en el laboratorio que deben
documentarse y habilitarse formalmente ya que en muchas ocasiones son determinantes
en los resultados finales. El contenido de las BPL’s debe elaborarse por el propio
personal y ésta informacion debe optimizarse, especificarse, actualizarse y detallarse en
las operaciones criticas que afectan directa o indirectamente la exactitud y su influencia
en la desviacién de los resultados. Hay factores inherentes a la metodologia y aquellos
resultantes de cémo se aplica ésta. Los inherentes a la metodologia sélo pueden
mejorarse con la investigacion y desarrollo, en cambio los resultantes de como se aplica
se pueden mejorar y controlar paso a paso mejorando las practicas de laboratorio.

Las BPL’s son independientes de las técnicas usadas y llevan al mantenimiento de
la infraestructura, registros, manejo y disposicion de muestras y datos, control de
reactivos y limpieza del material de vidrio.

Sabemos que en gran parte las Buenas Practicas de Laboratorio son cuestion de
actitud, aptitud y responsabilidad y deben ser adoptadas de manera adecuada, tomando
conciencia de la importancia que éstas tienen en la calidad de los analisis. El impacto
econdmico, social que éstas tienen por el tiempo empleado en encontrar las fallas del
equipo creadas por una mala prictica, los mantenimientos innecesarios del equipo y
columnas, baja productividad, emisién de resultados inconsistentes e inexactos con sus
respectivas repercusiones que tienen finalmente sobre los clientes, sin hacer mencion a
las sanciones por los organismos gubernamentales.
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