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RESUMEN

Para garantizar la confiabilidad, exactitud y reproducibilidad de los resultados generados
en un sistema de cromatografía de líquidos de alta resolución Waters (constituido parlas
módulos: automuestreador (717Plus), detector de Absorbancia (2487 doble A), sistema de
entrega multisolvente (600E), y el sistema de computo (hardware), y configurado con el
software cromatografico Millenium32 versión 3.20, el equipo fue sometido al proceso de
calificación para evaluar su funcionamiento; previo a la generación de datos que
involucren o sean parte de la decisión de aseguramiento de calidad de los medicamentos.
Este proceso se divide en cuatro etapas: Calificación de Diseño (se desarrollo un
documento con los requerimientos y especificaciones, que involucran la decisión para
seleccionar un equipo HPLC), Calificación de Instalación (se verificó y documento que el
equipo fue instalado en el ambiente seleccionado), Calificación de Operación (se
comprobó y documento que los aspectos clave de operación de cada modulo funcionen
de acuerdo a las especificaciones predeterminados) y Calificación de Desempeño (se
demostró y documento el funcionamiento de todo el sistema HPLC, a través de la
evaluación de los parámetros cromatográficos: reproducibilidad de los tiempos de
retención, áreas y alturas de los picos de ácido benzoico, metilparabeno y propilparabeno,
y se comprueba que el sistema es capaz de generar resultados confiables, exactos y
reproducibles).

Las pruebas fueron realizadas a través de protocolos diseñados y desarrollados para cada
etapa del proceso de calificación, en estos fueron descritas las pruebas críticas
desarrolladas a cada componente del sistema. Con base en estás actividades, el sistema
de cromatografía de líquidos de alta resolución, cumple con las especificaciones de
fabricante y los criteríos de aceptación de desempeño para su uso rutinario, ya que se
tiene la evidencia documentada de que el equipo es capaz de generar resultados
confiables, exactos y reproducibles.
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INTRODUCCiÓN

La industria farmacéutica, por la complejidad de sus procesos y fines a los que están
dedicados sus productos, es una industria muy regulada. Los productos farmacéuticos
deben satisfacer un gran conjunto de regulaciones y el cumplimiento de las mismas es
sometido frecuentemente a inspección y auditorias, tanto por autoridades nacionales
como internacionales; los laboratorios farmacéuticos están obligados a generar la
evidencia documentada y asegurar con un alto grado de seguridad que se producen
medicamentos que cumplen con las especificaciones de manera uniforme y con los
atributos de calidad predeterminados.

Para el cumplimiento de lo anterior, la industria farmacéutica se soporta de la validación,
definido como un proceso de aseguramiento de la calidad que permite demostrar, que,
cumpliendo los principios de buenas practicas de manufactura (GMP's), los procesos,
sistemas, equipos, materiales y métodos analíticos usados para la fabricación de
medicamentos logran consistentemente lo que se espera de los mismos.

Los laboratorios de control de calidad de la industria farmacéutica también cumplen con
los principios de las GMP's, más específicamente se suelen denominar estos principios
como GLP's (Good Laboratory Practice por sus siglas en ingles), Buenas Prácticas de
Laboratorio. La responsabilidad de los laboratorios de control de calidad es asegurar la
calidad de los medicamentos que son fabricados, es decir, su fin es comprobar, que
cumplen con los requisitos y especificaciones establecidas y aprobadas para su
disposición en el usuario final.

Para garantizar que los resultados generados en los laboratorios de control de calidad son
validos, los equipos/sistemas utilizados para la generación , medición, o análisis de datos;
deben ser sometidos a calificación. La estrategia de calificación usada en la industria
farmacéutica se basa en los requerimientos regulatorios. practicas de proveedores. y el
resultado de las prácticas de la industria. Ejemplo de equipo analítico de laboratorio son
cromatógrafos (HPLC), espectrofotómetros, sistemas computarizados para el control de
instrumentos, etc.

La calificación es un proceso que consta de las siguientes etapas: Calificación de Diseño
(Da), Instalación (la), Operación (00) y Desempeño (PO), las cuales proporcionan la
garantía de que un sistema cumple con los requerimientos, de instalación en el ambiente
operativo, que su operación es correcta y su desempeño cotidiano cumple con los criterios
de aceptación predeterminados y requeridos para su uso, de acuerdo a protocolos de
calificación.

Así mismo, en la industria farmacéutica la estrategia de calificación presenta grandes
variaciones de una compañía a otra en cuanto a la manera de interpretar y desarrollar la
calificación de un equipo de laboratorio, sin embargo, el objetivo de esta tesis es proponer
una estrategia de calificación a un sistema de cromatografía de líquidos de alta Resolución
y el desarrollo de las cuatro etapas de la calificación, aplicadas a cada uno de los módulos
que componen el sistema, hardware y software del sistema de computo; con el fin de
asegurar la validez de los datos, que son generados como parte del proceso de
aseguramiento de la calidad de los medicamentos.
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El alcance de este proyecto es aplicar una estrategia de calificación al sistema HPLC
constituido por los módulos: automuestreador (717 Plus), detector de absorbancia (2487
doble A), sistema de entrega multisolvente (600E) y el sistema de computo (hardware), y
configurado con el software rníñeníurn" del fabricante Waters .

En la calificación del sistema HPLC, se comprobaran las especificaciones técnicas,
diseño, construcción, ambientales, operacionales y desempeño. Para proporcionar la
evidencia de que este sistema de laboratorio es adecuado para cumplir con su propósito
durante su uso, a través de generar resultados confiables, exactos y reproducibles, como
parte del aseguramiento de la calidad de los medicamentos.
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1. MARCO TEORICO

A. Historia de la Cromatografía.

El botánico ruso Mikhail Tswett (Mikhail Semenovich Tsvett, 1872-1919) empleó por
primera vez en 1906 el término "cromatografía " (del griego chroma y graphein que
significan respectivamente "color" y "escribir").

A comienzos del año 1903, Mikhail Tswett usó columnas de adsorción de líquidos para
separar pigmentos vegetales (por ejemplo, clorofilas) . Las disoluciones se hadan pasar a
través de una columna de vidrio rellena de carbonato de calcio , que finamente dividido da
un material poroso que interacciona de forma diferente con los componentes de la mezcla ,
de forma que éstos se separaban en distintas bandas a lo largo de la columna .
Los primeros equipos de cromatografía de gases aparecieron en el mercado a mediados
del siglo XX. A su vez, la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) comenzó a
desarrollarse en los años 1960, aumentando su importancia en las décadas siguientes,
hasta convert irse en la técnica cromatografica más empleada" 2.

La cromatografía engloba a un conjunto de técnicas de análisis basadas en la separación
de los componentes de una mezcla y su posterior detección.

Las técnicas cromatograficas son muy variadas, pero en todas ellas hay una fase móvil
que consiste en un fluido (gas, líquido o fluido supercrítico) que arrastra a la muestra a
través de una fase estacionaria que se trata de un sólido o un líquido fijado en un sólido.
Los componentes de la mezcla interaccionan de distinta forma con la fase estacionaría y
con la fase móvil. De este modo, los componentes atraviesan la fase estacionaria a
distintas velocidades y se van separando; después de haber pasado los componentes por
la fase estacionaria y haberse separado pasan por un detector que genera una señal que
puede depender de la concentración y del tipo de compuesto' :"

B. Instrumentación para Sistemas de Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución .

Los componentes básicos de un Cromatágrafo de Líquidos de Alta Resolución se
esquematizan en la figura 1. El sistema de bombeo (sistema de entrega de solvente)
impulsa la fase móvil a través de la columna en la que se separan los componentes de la
muestra que han sido introducidos en ella mediante el sistema de inyección
(automuestreador). Una vez separados, los componentes son detectados y registrados
dando lugar al cromatograma de la muestra . Actualmente los equipos de HPLC incluyen
un sistema de cómputo , para controlar cada uno de los componentes del cromatógrafo y
para realizar la adquis ición y tratamiento de los datos",

1. Sistemas de Entrega de Solvente

La función del sistema de entrega de solvente es proporcionar a la columna una velocidad
de flujo controlado, reproducib le y constante. Además , las bombas empleadas en HPLC
deben cumplir las siguientes condiciones: estar construidas con un material inerte a la
fase móvil , poder trabajar a presiones elevadas y suministrar flujos adecuados al diámetro
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de la columna empleada y libre de pulsaciones para no disminuir la sensibilidad de la
detección.

Automuestreador

Co~,: ~ ~l:
Sistema de " ,.' Desechos

Datos .,." .,'

Reservorios de
Solvente

Controlador del
Sistema

Figura 1. Instrumentación de un Sistema de Cromatografía de Liquidos de Alta Resolución.

Las bombas pueden clasificarse en neumáticas y eléctricas, dependiendo si el origen de la
fuerza motriz es un gas comprimido o un motor eléctrico. Las más empleadas en HPLC
son las eléctricas y, dentro de ellas, las alternativas o reciprocas, sin embargo, también se
utilizan las bombas de tipo jeringa cuando se trabaja con columnas de pequeño diámetro
en modo isocrátic02•3, 4.

a. Bombas Alternativas o Neumáticas

Cuentan con una cámara de pequeño volumen, en las que un pistón avanza y retrocede
de forma cíclica, provistas de válvulas antirretorno. Una válvula antirretorno consiste en
una esfera de zafiro que cuando pasa el flujo del disolvente se desplaza del asiento cónico
en el que se apoya. Al terminar el flujo, la esfera regresa al asiento, cerrándose la válvula
e impidiendo el retroceso del disolvente. Durante el retroceso del pistón se abre la válvula
antirretorno inferior y se cierra la superior, produciéndose la aspiración del líquido desde el
recipiente de la fase móvil al interior de la cámara, y durante el avance del pistón la
posición de las válvulas antirretorno es la contraria, de modo que el líquido es impulsado
desde la cámara hacia la columna. Este modo de funcionamiento origina pulsaciones en el
flujo de la fase móvil, con flujo nulo durante el llenado de la cámara . Actualmente la
disminucíón de las fluctuaciones de flujo se realiza mediante el empleo de bombas con
múltiples cabezas. El caso más habitual es utilizar bombas de doble pistón en las que el
desplazamiento de estos está desfasado, de tal manera que mientras un pistón está
enviando liquido a la columna, la cámara del otro se está llenando. Otros fabricantes optan
por utilizar bombas con mayor número de pistones para eliminar pulsaciones 2. 3,4 .
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Flgur. 2. Esq_a de u ... bomba ....,lprocante. 

b. Bombas de Tipo Jeringa 

Consisten básicamente de una jeringa capaz de trabajar a presiones elevadas y un 
engranaje de cremallera que transforma el movimiento circular del motor en un 
desplazamiento lineal. la pequeña com¡xesibilidad de los liquidos hace necesario que 
trascurra derto tiempo antes de que se estabilice el flujo cuando el gradiente de presión 
es de 5O-70atm, Io que unido a su capacidad limitada, que obliga a interrumpir el flujo para 
rellenar la jeringa, ha hecho decaer el uso de estas bombas. La introducción de columnas 
de pequeño diámetro y capilares, que requieren flujos de fase móvil de orden ~Um¡n que 
evitan tener que rellenar frecuentemente la jeringa. ha provocado el resurgimiento el uso 
de este tipo de bombas que tienen la ventaja de proporcionar flujos libres de pulsaciones2. ,. 

2. Automuestreadores 

El procedimiento empleado para introducir la muestra en la columna tiene gran 
importancia. Tanto el volumen inyectado como la anchura de la zona en que se introduce 
la muestra deben ser reproducibles. El sistema de inyección debe ser capaz de introducir 
la muestra en la columna en una zona lo más estrecha poSible ya que está anchura es un 
factOf determinante de la que van a tener los picos a su paso por el detector. Además, el 
inyector debe ser de fácil manejo y capaz de trabajar a presiones elevadas sin producir 
fugas, Dentro de los sistemas de inyección hay que distinguir los de tipo de jeringa y las 
válvulas de inyecdón2. 3. 4.~. 

a. InyectOfes de Tipo Jeringa 

Los inyectores de jeringa, están prácticamente en desuso debido a la dificultad de su 
utilización y de la obteoci6n de reprodudbilidades aceptables, la producción de fugas a 
presiones elevadas y la sobrepreslón que se produce por acumulación de fragmentos de 
la junta del inyector (septum) en la entrada de la columna2• 3.4. 5. 
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b. Válvulas de Inyección

El sistema de introducción de muestra más generalizado es la válvula de inyección,
generalmente de seis vías. Existen varios diseños, pudiendo encontrarse válvulas con una
espira externa y otras empleadas para pequeños volúmenes de inyección en las que la
espira está grabada en el interior de la válvula. Ambos tipos funcionan de manera similar,
en la figura 3 se encuentra representado el esquema de funcionamiento de la válvula de
seis vías con espira externa. Dos de las vías, las correspondientes a las posiciones 1 y 4,
se encuentran conectadas entre sí por la espira. En la fase de carqa, con ayuda de una
jeringa se introduce la muestra en la espira a presión ambiente mientras la fase móvil
pasa por la columna. Para realizar la inyección gira el rotor de la válvula de modo que,
impulsada por la fase móvil, la muestra contenida en la espira pasa al interior de la
columna. Estas válvulas son reproducibles y permiten trabajar a presiones elevadas. Su
desventaja respecto a las de tipo de jeringa es su mayor costo" 3. 4• •

Muestra

Desechos

Muestra

Desechos

3. Columnas

Figura 3. Esquema de una válvula de seis vías.

Las columnas son el corazón del cromatograma, representa la separación de una mezcla
de componentes. La selectividad, capacidad, y eficiencia de la columna son afectadas por
la naturaleza del material de empaque o de los materiales de construcción, la longitud y el
diámetro. La figura 4, indica como los componentes de la columna contribuyen al
desempeño cromatográfico.

K' = FactOf de Capacidad

Resolución

N=Númerode platosteÓliCOs

Tiempo de Vida, Eficiencia , Velocidad

Figura 4. Esquema que representa la importancia de la columna .

La mayoría de las columnas para cromatografía de líquidos tienen una longitud entre 10 Y
30cm. El diámetro interno de las columnas es a menudo de 4 a 10mm y los tamaños de
las partículasde los rellenos más comunes son 3,5 Y 10llm',2,4.
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4. Detectores 

El detector ronvierte un cambio de la fase móvil de la columna en una señal eléctrica que 
es registrado por el sistema de datos. Los detectores son dasiflcados romo selectivos o 
universales dependiendo de la propiedad medida. Detectores selectivos (dependen de 
una propiedad del saluto), tal como los detectores fluorescentes, la medida de una 
propiedad química o fisica que es característica del saluto(s) en la mezda; solo estos 
componentes que poseen caracteristicas que pueden ser detectados. Detectores 
universales (dependen de una propiedad del eluente), miden una propiedad fisica del 
eluente. En los detectores de índice de refracción. por ejemplo, todos los solutos los 
cuales poseen un indice de refracción diferente que el eluente pueden ser detectados. Los 
detectores selectivos tienen una mayor sensibilidad que los detectores universales, y son 
mucho más ampliamente utilizados. Los detectores universales son más comúnmente 
utilizados en cromatografía preparativa, donde una respuesta universal es deseada y el 
tamaño de la muestra es grande1• 3 •• . 

a. Detectores de Absorbancia. 

Los detectores de absorbancia son no destructivos y responden solo a sustancias que 
absorben la radiación en la longitud de onda de la fuente de luz. Son dasificados como 
selectivos. Los detectores que miden solo en el rango de 190-3500m son detectores de 
absorbancia ultravioleta (UV). Mientras que los detectores que miden en el rango de 350-
700nm son visibles (vis). Los detectores que abarcan el rango 190-700nm son conocidos 
como detectores lNMs. Son los detectores mas ampliamente utitizados, no solo por la 
insensibilidad relativa del detector a los cambios de temperatura o gradiente, si no también 
por el gran número de compuestos que absorben radiación en el rango UV. 

La fundón del detector es monitorear la luz que pasa a través del eluente. Cuando un 
compuesto ron absorción lN. disuelto en el eluente, pasa a través del detector, este 
absorbe un poco de luz, de tal modo previene alcanzar la luz del sensor. El decrecimiento 
en los resultados de la luz en la respuesta eléctrica va del detector al sistema de datos. 

La concentración del soluto y la intensidad de la luz transmitida a través de la celda de 
flujo están relacionadas a la ley de Lambert-Beer1.3.·. 

b. Detectores de Indice de Refracción. 

Son refract6metros diferenciales que marcan una diferencia entre el índice de refracción 
de la fase móvil y el eluente de la columna. 

Los hay de diferente lipo: Los de tipo denector tienen un intervalo amplio de linealidad. Los 
de tipo reflexivo de intervalo más limitado y los que miden el efecto christianseo. 

La sensibilidad de estos detectores es menor que otros; su detección está en el orden de 
119 y las modificaciones de temperatura alteran el fodice de refracción por lo que se 
requiere un control de 0.001 · C. No es útil para las eluciones en gradiente. La '?jnopal 
ventaja de este detector radica en su respuesta casi universal a todos los soIutos2. ~. 
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c. Detectores Fluorométricos.

Mide la fluorescencia de un soluto que tenga esta propiedad o de fase{s) móvil{es) que lo
sean, revelándose los solutos como picos negativos; o después de la columna puede
hacerse una reacción con un reactivo fluorescente para que el soluto presente esta
propiedad, esto se le conoce como derivatización post-columna. Es un método que
aumenta la selectividad y la sensibilidad, puede usarse en eluciones isocráticas o de
gradiente. Las sustancias fluorescentes típicas son aromáticos polinucleares, esteroides,
pigmentos vegetales, vitaminas alcaloides , catecolaminas, aflatoxinas, etc2

. 3. 4.

d. Detectores Electroquímicos

Estos detectores son simples y extremadamente sensibles a aquellos analitos que pueden
detectar. Para emplearlos, las moléculas de soluto han de tener una característica
voltamperométrica en una fase móvil acuosa o acuosa-orgánica. Hay detectores que
miden la conductividad eléctrica, fuerzas coulómbicas, reacciones redox y se pueden
utilizar en eluciones isocráticas o con gradientes2

• 3. 4.

5. Sistema de Datos. I
Actualmente los equipos de cromatografía de líquidos de alta resolución (HPUC), pueden
ser controlados a través de un software (sistema de computo), desarrollado
específicamente con gran capacidad de almacenamiento, tratamiento y presentaci ón de
datos.

Las ventajas de los sistemas de computo se basan en su capacidad pr cticamente
ilimitada de almacenamiento de datos procedentes de la conversión analógico.~igita l de la
señal, mediante el uso de soportes externos, y en las distintas opciones que permite el
procesado y, sobre todo, la presentación de datos. Los cromatóqramas pueden
examinarse en pantalla, compararse o imprimirse de la forma más adecuada partir de la
señal digital almacenada. Los cálculos necesarios para obtener resultados cua titativos se
ejecutan directamente, permitiendo la elaboración inmediata de un informe1

•
2

•
3

•

C. Forma de un Pico Cromatográfico

El examen del pico de un cromatograma (figura 5), revela una semejanza co las curvas
de error normal o gaussianas, la cual representa un pico cromatográfico ideal.

En este pico gaussiano, la anchura en varios niveles de su altura, se puede reJcionar con
la desviación estándar (o). En la figura 5, se ilustra una manera sencilla de educir o a
partir de un cromatograma experimental. Se trazan las tangentes en los puntos de
inflexión a los dos lados del pico cromatográfico (d), y se extienden par , formar un
triangulo con la línea base del cromatógrama. De manera relativa en casi un 9?% del área
bajo la curva de un pico gaussiano se encuentra dentro del intervalo comprendido entre
más y menos dos desviaciones estándar (±cr) alrededor de su máximo c). Así las
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intersecciones, tienen lugar a una distancia del máximo aproximadamente ±2a y W =4a,
donde W corresponde a la base del triangulo (b).

. Mientras que 2.354a representa un medio de la altura del pico (a). A partir de esto se
obtiene:

t
(j=_r_

JN
Donde: t,= Tiempo de retención.

N = Número de platos teóricos que contiene la columna.
a = desviación estándar .

1.000

"U.a
a. 0.607
~

0500

0.134

5432- 3 - 2 - 1 O
Ancho delPico (al

Figura 5. Esquema de un Pico Cromatógralico Ideal.

- 4- 5

A medida que aumenta N, los picos son más estrechos y por lo tanto la columna será más
eficiente. Pero como N también depende de la longitud de la columna (L), se emplea otro
parámetro que se llama altura del plato teórico (H), que mide su eficiencia por unidad de
longitud1. 6.7.

H=~
N

Pág. 13 de 46



- - - - - --~-- ~- - ~

D. Adecuabilidad del Sistema

La adecuabilidad del sistema forma parte de los métodos de cromatografía (HPLC). Se
emplean para comprobar que la resolución y la reproducibilidad del sistema
cromatográfico son aptas para realizar una corrida cromatografica. Para estos ensayos se
considera que el equipo, las operaciones analíticas y las muestras a ensayar constituyen
un sistema único que puede evaluarse como tal.
Los parámetros de aptitud del sistema se determinan para el pico de la sustancia, a
menos que se especifique de otro modo en la monografía correspondiente .

Si es necesario, pueden realizarse ajustes en las condiciones operativas para cumplir con
los requisitos de aptitud del sistema, entre ellos, las proporciones de los componentes de
la fase móvil y la velocidad de flujo.

Para evaluar si se cumplen los requisitos de adecuabilidad del sistema se realizan
inyecciones repetidas de un estándar, empleada en la valoración u otra solución estándar.
A menos que se especifique de otro modo en la monografía correspondiente, para calcular
el % del coeficiente de variación (% CV), se emplean los datos de cinco a seis inyecciones
repetidas del estándar. El % del coeficiente de varíación, se calcula según la fórmula
siguiente:

I N( )2X . - x
;= 1 '

N-I
%CV =C~O h/-==---

Las pruebas de adecuabilidad es una parte integral de muchos procedimientos analíticos.
Los parámetros de prueba de adecuabilidad del sistema, más importantes no se limitan a
los siquientes'" 7:

1. Altura del Pico Cromatográfico.

La altura de un pico cromatográfico se obtiene uniendo las líneas base a cada lado del
pico por una línea recta, y midiendo la distancia perpendicular desde esta línea al pico. Es
importante considerar, sin embargo, que las alturas del pico están inversamente
relacionadas con las anchuras del pico (Ver figura 5). Por ello, con las alturas del pico se
obtienen resultados exactos sólo si las variaciones en las condiciones de la columna no
alteran el ancho del pico durante el tiempo necesario para obtener los cromatógramas de
la muestra y de los estándares. Las variables que deben controlarse estrechamente son la
temperatura de la columna, la velocidad de flujo y el volumen de inyección de la muestra 1.
6. 7.

2. Área del Pico Cromatográfico.

El área del pico es independiente de los efectos del ensanchamiento del pico debido a las
variables que se han mencionado, las áreas son un parámetro analítico más adecuado
que las alturas del pico, sin embargo esta condicionada por el volumen de inyección de la
muestra1.6. 7

•
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3. Tiempo de Retención del Pico Cromatográfico.

El tiempo de retención que transcurre después de la inyección de la muestra, para que el
pico del analito alcance el detector se denomina tiempo de retención y se le da el símbolo
tR. Es característico de un soluto dado, siempre y cuando se conserven las mismas
condiciones de operación:

El tiempo de la retención (tR), es una de las medidas más fáciles de realizar y seguir en
una corrida cromatografica. La reproducibilidad del tiempo de retención, es un parámetro
de desempeño del equipo, principalmente de la columna , el sistema de entrega de
solvente y la temperatura de la columna. Por otro lado, el sistema de datos utiliza el
tiempo de retención para identificar picos; es decir, los picos que se encuentran fuera del
intervalo del tiempo de retención no son reportados por el sistema de datos. Sin embargo,
el tiempo de la retención, por sí mismo, no es importante y puede variar de un instrumento
idéntico a otro. .

En la figura 6, se representa un cromatograma, donde se muestra el tiempo de retención,
de dos picos cromatográficos (pico 2 y 3) 1.6.

7
•

f-----------tR. l ------1

2

f-------------tR,2 - - ---j

-;--_.J'-- -JJ U \. _

4300

4200
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e

'" 3000.o
~

.o
q:
Q) 2400'U

'"Q)
'U

'"'U 1800'c
-~,1--l::3

1200

600

O

0.0 0.6 1.2 1.3 2.4 3.0 3.6 4.2 4.3 5.4 6.0

Tiempo(min)

Figura 6. Esquema de un Cromalograma.
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4. Platos Teóricos. 

El numero de platos teóricos N, es una medida de la efICiencia de la columna. Para los 
picos gaussianos, se calcula por la fónnula siguiente: 

en la cual t es el tiempo de retención de la sustancia, W es el ancho del pico en su base, 
obtenido al extrapolar los lados del pico con la linea de base y t' es la diferencia entre el 
tiempo de retención de la sustancia y el tiempo de eludón de una sustanda que no es 
retenida (tiempo muerto), Et anCho máximo a media altura, W1I2, es obtenido directamente 
por integradores etectrónicos. El valor de N depende del analilo, asi como de las 
condiciones operativas, como por ej., la fase móvil, la velocidad de flujo, la temperatura y 
la columna,·6.). 

5, Resolución. 

La resolución R, es una función de la efICiencia de la columna N, y se especifica para 
asegurar que las sustancias que eluyan muy cercanas se resuelvan entre si y para 
asegurar que los estándares internos se resuelvan de las sustandas a ensayar, la 
eficiencia de la columna puede eSpecifICarse también como un requisito de adecuabilidad 
del sislema, especialmente si hay un solo pico de interés en el cromatograma, sin 
embargo, el valor aislado de eficiencia no puede asegurar la resolución para el sistema en 
estudio. la eficiencia de la columna es una medida de la agudeza de los picos, importante 
para detectar componentes en baja concentración. 

Para la separación de dos sustandas en una mezda, la resolución, R, es determinada por 
la fÓfmula siguiente: 

Donde: t~ Y t, son los tiempos de retención de los dos componentes y W~ y W, son los 
anchos de la base de los picos correspondientes, obtenidos al extrapolar los lados con la 
linea de base" &, 1. 

6. Factor de Capacidad 

El factor de capacidad k' , está relacionado con el coeficiente de distribución de la 
sustancia a ensayar entre ambas fases. El factor de capacidad depende de la naturaleza 
química de la sustancia: del área, naturaleza y cantidad de fase estacionaria: de la 
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temperatura de la columna y la velocidad de flujo de la fase móvil. Cada sustancia tiene un
factor de capacidad característico para un conjunto específico de condiciones
experimentales . La separación cromatográfica sólo se produce si las sustancias
involucradas poseen diferentes factores de capacidad. El factor de capacidad se calcula
por la fórmula siguiente:

K'= ln -lo

l o

Donde: tn es el tiempo requerido para que la sustancía a ensayar eluya a través de la
columna (tiempo de retención) y to es el tiempo de elución de una sustancia que no es
retenida (tiempo muerto) 1.6. 7.

7. Factor de Asimetría.

El factor de asimetría F, es una medida de la simetría del pico, es 1 para los picos
perfectamente simétricos y su valor aumenta a medida que la asimetría es más
pronunciada. En algunos casos, pueden observarse valores menores de la unidad. Como
consecuencia de la asimetría del pico, la integración y la precisión se tornan menos
confiables.

El factor de asimetría se calcula por la fórmula siguiente:

F =WO.05

2f

Donde: Wo.os= ancho del pico al 5% de altura
f = es la distancia entre el borde simétrico del pico y el centro del mismo
medida al 5% de la altura.

Estos datos se obtienen a partir de Inyecciones repetídas del estándar u otras soluciones
según se especifique en la monografía correspondiente ':" 7.
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E. Calificación de Equipos

La calificación de equipos es un proceso formal que provee evidencia documentada de
que un equipo funciona correctamente , para el propósito requerido y guarda un estado de
mantenimiento y calibración consistente para su uso.

La calificación de equipos consiste de una serie de verificaciones y pruebas efectuadas
sobre el equipo con la finalidad de asegurar que el mismo cumple con las especificaciones
de diseño, instalación, operación y que todas las operaciones futuras serán confiables y
estarán dentro de los límites de operación especificados . De esta manera se pueden evitar
problemas en el funcionamiento de los equipos y sus posteriores repercusiones sobre la
calidad del producto elaborado. Todas las actividades a desarrollar durante la calificación
del equipo deben ser planeadas , aprobadas y documentadas en protocolos de calificación ,
los cuales servirán como guía de los pasos a segui~' 9.10.

La calificación de equipos es dividida en cuatro etapas: Calificación de Diseño (DQ),
Instalación (IQ), Operación (OQ) y Desempeño (PQ). El rol de cada etapa es resumido en
la siguiente figura:

Calificación de Diseño
Define las Especificaciones de l Equ ipo y los

(Da) r----- Detalles con el fin de realizar una des ición en
la selección del equipo.

1
Calificación de
Instalación (la)

Establece que el equipo es recibido como es
diseñado y especi ficado . que es

aprop iadamente instalado en el ambiente
selecc ionado . y que este ambiente es

adecuado para la operación del equipo .

.
Calificación de

El proceso donde se demuestra que un equipo

Operación (00) r----- funcionara de acuerdo a la especificación
opera cional en el ambiente seleccionado.

1
Calificación de

Desempeño (pa)

Es el proceso de demostrar que un equ ipo se
desempeña de acuerdo a especificaciones

apropiadas para su uso de rutina .

Figura 7. Proceso de Calificación de Equipos.

La calificación de equipos provee evidencia importante de que un equipo se desempeña
satisfactoriamente y este se encuentra dentro de los fines de cada compañía
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farmacéutica. Sin embargo, la calificación de equipos es una parte de las actividades que
contribuyen a demostrar el aseguramiento de la calidad de los datos, entre otros factores
que deben ser considerador se encuentran: la validación de métodos analíticos, pruebas
de adecuabilidad del sistema y verificación del control de calidad de los datos" 9. 10.

La documentación que se genera en la calificación de equipos debe cumplir con los
siguientes lineamientos (enunciativos más no limitativos):

Toda la documentación debe ser escrita en español, impresa en un medio que asegure su
legibilidad, empleando vocabulario sencillo, indicando el tipo, naturaleza, propósito o uso
del documento. La organización de su contenido será tal que permita su fácil compresión.

Todos los documentos maestros deben incluir: titulo, tipo de documento , paginación, fecha
de emisión, nombre, firma y posición dentro de la empresa de las personas que
elaboraron, revisaron y autorizaron el documento.

Los documentos destinados al registro de datos durante el proceso deben ser diseñados
con suficiente espacio para los datos que habrá de registrarse 1' . 12, ' 3. 14.

Por otro lado, la SSA a través de la NOM-059-SSA1-1993 , establece los lineamientos y
requisitos para la fabricación de medicamentos en México, sin embargo, en la norma no
se define de manera clara el término calificación, así como los lineamientos a seguir en la
calificación de equipos, únicamente se menciona de manera textual las siguientes
secciones de la norma:

En la sección 7. Documentación legal y técnica, aparatado 7.5 "Se debe contar con los
registros de los resultados analíticos de materias primas, material de acondicionamiento y
producto terminado, así como la documentación que avale los resultados del laboratorio
de control conforme a los requerimientos de las buenas prácticas de teboratono:",

En la sección 9.11 Validación, apartado 9.11.4 "Los sistemas críticos y equipos de
producción y acondicionamiento deben ser calificados de acuerdo a protocolos que tomen
en cuenta su diseño, construcción, instalación y operaciórf 1'.

En la sección 10.5 Equipo automático, 'mecánico y electrónico, apartado 10.5.2 "Con el fin
de asegurar la exactitud de los datos manejados por estos sistemas, se debe implementar
un sistema de protección de los mismos para evitar modificaciones a las formulas o
registros efectuados por personal no autorizadd' y el apartado 10.5.3 "Se debe mantener
un respaldo en copias fieles, cintas o microfilms de toda la información archivada en las
computadoras o los sistemas relacionados, para asegurar que la información emitida por
estos sistemas es exacta, completa y que no existen modificaciones inadvertidaS' " .

Sin embargo, en la NOM-059-SSA1-1993 no es un requerimiento presentar la
documentación relacionada a calificación de equipos analíticos de laboratorio. Ya que el
enfoque de la norma es netamente hacia el área de producción (manufactura).
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1. Calificación de Diseño (DO). 

Define las especificaciones del equipo y detalles de la decisión concisa para la selección 
del proveedor. El DO es la parte de planeación del Proceso de CaliflCadón de equipos. y 
es enfocado frecuentemente. como parte del proceso de compra de un equipo nuevo. La 
Calificación de diseño es una actividad para especificar los requerlmientos funcionales y 
operacionales que son requeridos por el usuario de acuerdo al proceso. Asi mismo, no se 
limita a estas especifICaciones. también es requerido que los fabricantes o proveedores 
tengan el soporte para actividades de instalación, servicio y entrenamiento a. 1.10. 12. 

El documento no se limita al contenido de las siguientes secclooes: 

Uso del Sistema y Descripción: En este apartado se da una referencia de las 
necesidades, y cuales son las razones por las que es requeridO el equipo. 

Especificaciones de Requerimientos de Usuario: Se deben documentar los 
requerimientos generales, con los que deberá cumplir el equipo, para cubrir las 
necesidades especificas del usuario. 
Especifícacíones de Requerimientos Funcíonales y/o Operacionales: Se deben 
documentar todas las especificaciones funcionales y operacionales requeridas, que 
debe ser capaz de desarrollar el equipo, de acuerdo a las necesidades del proceso, 

2. Calificación de Instalación (la). 

Establece que el equipo es recibido como es diseñado y especificado, que es 
apropiadamente instalado en el ambiente seleccionado, y que este ambiente es adeaJado 
para la operación del equipo, y algunas veces ¡nduye una respuesta al encendido inicial, 
aunque también puede ser incluido como parte del OO. 

La calificación de la instalación (la), es la segunda etapa de la calificación. las 
actividades especificas de la instalación, no se limitan a: incluir el equipo dentro del 
programa de mantenimiento, asignar una identificación única, etiquetándolo y creando un 
registro. Posteriormente, los proveedores deben realizar la instalacióo y ejecución de los 
protocolos" "10. 12. 

las actividades y la documentación asociada con el la no se limita a la siguiente: 

Descripción del Equipo o Sistema. Provee una descripción general del equipo. Pueden 
ser usados dibujos y diagramas cuando sea apropiado. Si en un sistema complejo, 
debe darse una descripción de cada modulo que 10 conforma. 

Recepción del Equipo o Sistema. Asegurar que el equipo, software, manuales, 
refacciones, y algún otro accesorio que este asociado al equipo, como es especificada 
la orden de compra sea recibidos y se encuentren sin algún daño visible. 

Requerimientos del Sitio de Instalación. Verificar que el sitio de instalación sea 
adeaJado a los requerimientos ambientales especificados por el fabricante. Dentro de 
las consideraciones importantes se encuentra la superficie, requerimientos eléctricos, 
humedad y temperatura ambiental. 
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Ensamble e instalación. El ensamble e instatación del equipo, debe ser realizado por 
el proveedor y son los encargados de establecer y/o recomendar las pruebas y guias, 
para evaluar que el equipo se encuentre dentro de los parámelros establecidos. 

• IdentifICaCión de los Componentes. Provee la descripción de cada componente del 
sistema o equipo como son, marca, modelo, No. de serie, características de diseno, 
versión del software, etc. 

Red Y Almacenaje de Datos. Para equipos analíticos (provistos de un sistema de 
computo), equipos que requieren conexión a red de datos y tienen la capacidad de 
almacenar datos, Se debe conectar el equipo a la red y verificar su funcionalidad',9,10. 

" 

3. CalifICaCión de Operación (OQ). 

Verificación que confirma los aspectos clave de desempefio en ausencia de que 
contribuya a introducir efectos al método. Las pruebas de 00 aseguran que el equipo es 
capaz de desempeñarse dentro de los criterios de funcionamiento especificados, de 
acuerdo a los rangos usados para todas las pruebas. La selección de pruebas de OQ se 
basa en las bases teóricas, técnicas y el uso previsto del equipo 1.9, 10. 

Las actividades y la documentación asociada con el 00 no se limitan a la siguiente: 

VenTICaCión de Operación. TIene el objetivo de desarrollar el diagnostico inicial y 
pruebas del equipo o de cada modulo después de la instalación. En la obtención de 
resultados aceptables, debe proceder con las pruebas de operación del sistema 1.10. 

Pruebas de Operación del Equipo: Las pruebas a desarrollar se deben enfocar, en las 
funciones criticas del equipo, para verificar y comprobar que opera como es descrito 
por el fabricante y como es requerido por el usuario. El usuario debe seleccionar los 
parámetros a probar, por lo que es requerido utilizar la información del proveedor­
vendedor para identificar estos parilmetros l . 10. 15. 

Las siguientes pruebas son criticas para la calificación del sistema de cromatografla de 
liquidas de alta resolución, ver tabla 1. 

4. CalifICaCión de Desempeño (PO). 

Verificación documentada de que un sistema es capaz de desarrollar o controlar las 
actividades del proceso requerido, de acuerdo a especificaciones escritas y pre­
aprobadas. La calificación de desempeño involucra las pruebas del equipo usando el 
método o análisis especifico para asegurar que el método está produciendo datos válidos. 
El PO puede coosistir de las pruebas de validación del método, pruebas de aderuabilidad 
del sistema, análisis y tendencia de las muestras de control. El PO complementa el OQ 
por adición de pruebas usando el método especifico. Los procedimientos de prueba del 
PO deben ser basados en la leona, y dependiendo del mélodo especifico usado U , 10, 12, 
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Tabla 1. Ejemplos de Pruebas para la Calificación de Operación para Sistemas HPLC.

Sistema Módulos Pruebas

· Exactitud de la velocidad de Flujo.
Sistema de Entrega · Prueba de Proporción de Gradien te.
de Solvente (Bomba). · Exactitud y Estabilidad de la Temperatura de la Columna.

Automuestreador · Exactitud del Volumen de Inyección .

Cromatógrafo de · Prueba de Exactitud de la Longitud de Onda .
Líquidos de Alta Detector · Linealidad de Respuesta del detector.

Resolución .

· Operación del Software de Aplicación Millenium 32 versión
3.20.

Software o Creación del Método de Proyecto .
Cromatográfico o Creación del Método de Instrumento.

o Secuencia de Muestras.
o Creación del Método de Proceso .
o Generación y Diseño de Informes.
o Admin istración de la Configuración.

Las actividades 'y la documentación asqciada con el PO no se limita a la siguiente:

Verificación de Desempeña. Se debe desarrollar una prueba o serie de pruebas para
verificar un desempeño aceptable del equipo para el uso destinado. Las pruebas de PO
son usualmente basadas en la aplicación típica requerida en el sitio usuario. Algunas
pruebas pueden parecerse a las realizadas en el 00, pero los criterios de aceptación para
estos resultados pueden ser diferentes si es requerido, ver tabla 2.

Las pruebas de PO deben ser desarrolladas independientemente de las pruebas analíticas
de rutina desarrolladas en el equipo . Generalmente, también las pruebas del PO, son
repetidas a intervalos definidos para documentar el desempeño del equipo histórico y se
verifique que sigue encontrándose dentro de estado calificado15. 16. 17. 18, 19, zo, 21, 22.

Tabla 2. Ejemplos de Pruebas de Calificación de Desempeño para Sistemas de Cromatografía: .

Sistema Pruebas

Cromatógrafo de Liquidos de Alta Resolución.

5. Re-Calificación.

Precisión del tiempo de retención del pico.
Precisión del área del pico .
Precisión de la altura del pico .

En general, un equipo experimentará una var iedad de cambios durante su vida útil. Estos
pueden variar desde el reemplazo rutinario de una parte simple, consumible, hasta
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cambios significativos que afectan el sistema completo. Los ejemplos de tales
circunstancias incluyen:
• Movimiento o re-Iocalización del equipo.
• Interrupción de los servicios o suministros .
• Mantenimiento de rutina y reemplazo de refacciones
• Modificación (p. ej. actualización del sistema o mejora)
• Cambio de las funciones de uso.
Cada vez que ocurran tales cambios , es esencial repet ir aspectos relevantes del proceso
de calificación original. Este procedimiento es ampliamente referido como re-calificación.

El nivel de re-calificación requerida dependerá del alcance de los cambios y su impacto
sobre el equipo. En muchos casos, la re-calificación puede ser realizada utilizando los
mismos protocolos de calificación , revisiones y pruebas , los cuales fueron llevados a cabo
previo al uso rutinario del equipo. Sin embargo, la re-calificación no es necesariamente
repetir todo el proceso. Pero es requerido cubrir el cambio real izado y re-calificar aquellas
partes (refacciones y/o accesorios, e9uipos acoplados, entre otros) del sistema , que
fueron afectados por dichos cambios" 9, 7.

6. Roles y Responsabilidades en la Calificación de Equipos

a. Usuarios

Los usuarios son responsables por la operación del equipo y la calidad de los datos
generados. El grupo de usuarios incluye analistas, sus supervisores, y el gerente del área.
Los usuarios deben ser entrenados en el uso de los equipos , y sus registros de
entrenamiento deben ser mantenidos como es requerido por las regulaciones.
Sus entrenamientos y habilidad en su uso hacen un grupo bien calificado para el propósito
de las especificaciones y pruebas del equipo para una exitosa calificación de equipos
analiticos.
Consultores, especialistas de validación y el personal aseguramiento de la calidad puede
dar recomendaciones y asistir como sea necesario , en la calificación de equiposl0.12.

b. Aseguramiento de la Calidad

El rol de aseguramiento de la calidad en la calificación de equipos, permanece en la
verificación del cumplimiento de algunas regulaciones. El personal debe entender el
proceso de calificación de equipos. Finalmente, deben revisar el proceso de calificación
de equipos para determinar si se encuentra dentro .de los requerimientos regulatorios y se
debe verificar que la documentación sea clara concisa y completa 10.12.

c. Fabricante

El fabricante es responsable del DO cuando es diseñado el equipo. Es también
responsable para la validación del proceso relevante para manufactura y el montaje del
hardware para la validación del software asociado con el equipo para el trabajo analítico.
Este debe proveer las funciones críticas de prueba escritas, usadas para la calificación del
equipo y software en el sitio usuario.
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Finalmente, el fabricante debe notificar para conocimiento de todos los usuarios acerca de
los defectos del hardware y software descubiertos después de la liberación del producto,
entrenamiento a usuarios, soporte de la instalación, servicio de mantenimiento, calibración
y partes reemplazables10. 12.

7. Aseguramiento de la Calidad de los Datos.

La calificación de equipos ayuda a justificar el uso continuo del equipo, pero no asegura
por si solo la calidad de los datos generados. La calificación de equipos es uno de los
cuatro elementos críticos de la calidad de los datos. La figura 8, muestra estos
componentes. La calificación de equipos representa la base para la generación de la
calidad de los datos, los otros componentes esenciales son los siguientes: validación de
métodos analíticos, pruebas de adecuabilidad del sistema y verificación del control de
calidad10

•
12

.

a. Validación de Métodos Analíticos.

La validación de métodos es el proceso para establecer que las características de
desempeño sean adecuadas para la aplicación buscada. La validación de métodos
cromatográficos se realiza cuando:

• Antes de la introducción en el uso de rutina.
• Cuando las condiciones del método validado han cambiado, por ejemplo un

instrumento con diferentes característicaso muestras con diferente matriz.
Cuando el método es cambiado, y los cambios están fuera del alcance original del
método.

Para obtener resultados exactos, todas las variables del método deben ser consideradas,
incluyendo procedimiento de muestreo, preparación de muestras, separación
cromatografica, detección y evaluación de datos, etc10. 12.

b. Pruebasde Adecuabilidad del Sistema.

Típicamente son realizadas, antes del desarrollo de métodos analíticos y del análisis
muestras, las pruebas de adecuabilidad del sistema verifican, que el sistema trabaja de
acuerdo a su desempeño esperado y dentro de las especificaciones del método,
asegurando que las pruebas se encuentren dentro de los limites permisibles10. 11. 12.

c. Verificación del Control de la Calidad.

La verificación del control de calidad, se refiere al uso de muestras de control de calidad,
llamadas también muestras de concentración conocida que son íntermezcladas con las
muestras en estudio durante una corrida cromatografica. La finalidad es demostrar que el
método es desarrollado según lo esperado.
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Así mismo, algunas veces este concepto también es referido al mantenimiento y
calibración del equipo de manera regular, para mantener el estado calificado del equipo,
mediante estándares de calibración o de referencia, que correlacionan la respuesta del
equipo con un analito conocido en cantidad o cualidad10. 12.

Val idación de Métodos Anallticos

Calificación de Equipos

Figura 8. Los Componentes de la Calidad de los Datos.

8. Validación Contra Calificación

El termino validación y calificación son usados amplia y frecuentemente para trasmitir el
mismo concepto. Sin embargo, la validación es una aplicación orientada y relacionada o
un método de medición especifico o aún proceso, mientras que la calificación es orientada
aún equipo y debe ser relacionada primariamente a proveer evidencia del desempeño
satisfactorio de un equipo.

Los términos de validación y calificación frecuentemente son mezclados y muchas veces
combinados. La calificación de equipos verifica que un equipo-sistema cumple con
especificaciones funcionales y de desempeño definidas previamente. Para la calificación
de operación, los estándares genéricos y las condiciones analíticas son usados más que
las condiciones reales de las muestras que van a ser procesadas. La validación relaciona
más o intenta procesar las muestras reales, preparación de muestras, análisis y
evaluación de datos10.12.

a. Validación de Procesos

La validación es aplicada a muchos aspectos de la manufactura farmacéutica, incluyendo
servicios, equipo, sistemas, procesos y limpieza. En cada caso el objetivo es para reunir la
evidencia documentada, la cual provee un alto grado de aseguramiento que todas las
partes de las instalaciones son consistentemente correctas para el trabajo. Para un nuevo
equipo, la validación ocurre de una manera prospectiva involucrando ambos usuario y
proveedor, y sigue una extensa progresión secuencial.

Según los principios generales de validación de procesos por la Food and Drug
Administration (FDA), la validación de procesos se define como "establecer una evidencia
documentada que proporciona un alto nivel de garantía de que un determinado proceso
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producirá consistentemente un producto Que se ajuste a las especificaciones y a los
atributos de calidad definidos para él" 12.23.24. 25.

b. Validación de Sistemas Computarizados.

Un rango extenso de sistemas incluye pero no se limitan a equipo de manufactura, equipo
de laboratorio computarizado, control de proceso, ejecución de manufactura,
administración de la información de laboratorio, planeación de los recursos de
manufactura, administración de datos de pruebas clínicas y administración de la
documentación de sistemas.

Los sistemas computarizados consisten de hardware, software y componentes de red
junto con las funciones controladas y la documentación asociada. Los sistemas
computarizados son algunas veces referidos a sistemas automatizados.

El incremento de uso de sistemas computarizados en la industria farmacéut ica en las
últimas décadas ha requerido incrementar los esfuerzos en la validación del software y el
hardware. La validación de sistemas computarizados está enfocada a los principios
utilizados en la validación de procesos o métodos analíticos. Hoy en día las inspecciones
oficiales en las compañías farmacéuticas se concentran cada vez más y más en la
validación de sistemas computarizados con base en las GMP. Diversas guías e
interpretaciones de estas guías existen, pero no hay alguna que este disponible y detalle
todos los asoectos a considerar para validar los sistemas computarizados para todos los
países12.26.21.28.

Diferentes definiciones existen del término sistema computarizado. La definición de la
comunidad europea de un sistema computarizado, es la siguiente:

Sistema computarizado: un sistema incluye las entradas de datos, procesamiento
electrónico y la salida de la información a ser usada para reportes o control automático.

Sistema computarizado (USA, PDA): es definido por un sistema de computadora puro y la
función controlada. El sistema de computadora incluye hardware y software. La función
controlada es el equipo o puede ser una operación la cual no requiera otro equipo de
hardware en el sistema de computadora. Esta definición de sistema computarizado es
ilustrada en la figura 9.

I Sonwa", I ----- I PNO I
I Hardwa re I I Equipo Opcional I---
Sistema de Computo Función Controlada

Figura 9. Sistema Computa rizado .

La validación de sistemas computarizados significa la validación del sistema de cómputo y
el proceso de producción controlado. La validación de computadoras en la industria
farmacéutica es un campo nuevo, por lo que hoy en dia es difícil encontrar una base
concreta en las guías26. 29. JO.
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Las regulaciones más sobresalientes se encuentran concentradas en la comunidad
europea, Estados Unidos y Suiza.

La validación hoy en día debe llevarse paralelamente con el desarrollo del sistema. Esto
representa una ventaja al realizar una conexión entre la validación y el desarrollo del
sistema, y sigue un esquema de cambios razonable en la aprobación. El orden a seguir
para administrar las actividades necesarias para producir un sistema validado, es
recomendable que los proveedores sigan un sistema de administración de la calidad
formal. Hoy en día hay muy pocas metodologías disponibles para la validación de
sistemas computarizados. Solo se mencionara el Modelo-V que manejan las guías
GAMP4, esta metodología debe ser desarrollada para describir el procedimiento de
validación 23. 26. 27.28. 30.

PO

i
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I
y

Especiñcacioees I Z
Funoonales I • Venfica ,¡,...- ---I

y I
IEs~,;:,neSde ~venfica-I 10

I ¡

y II~deS~t~ I

Especificaciones de
Requefimientosde k - - - - - - -VeriflCaf-- - - - - ­

Usuario

Figura 10. Modelo-V.

Especificación de Requerimientos de Usuario.- describe que es lo que el equipo o sistema
debe hacer, y por lo tanto normalmente debe ser escrito por el usuario. El documento de
especificación de requerimientos de usuario puede ser enviado a los proveedores como
parte del proceso de selección del vendedor. Esta versión debe incluir todos los
requerimientos esenciales, y de ser posible prioritizar los requerimientos de configuración
deseables12.23.

Especificaciones Funcionales.- Este es normalmente escrito por el proveedor y describe
las funciones detalladas del equipo o sistema. Una versión inicial de las especificaciones
funcionales debe ser producida como parte de la respuesta del proveedor.

Especificacionesde Diseño.- documentan como un sistema es construido.

Compra del Sistema.- Una vez seleccionado el vendedor con base al cumplimiento de los
documentos anteriores se compra el sistema.

la, oa, pa.- Ella es ligado a las especificaciones de diseño y verifica que el sistema este
correctamente instalado y el oa verifica que opera como es especificado. El oa también
está ligado a las especificaciones funcionales y prueba la operación correcta de todas las
funciones especificadas. El pa está ligado a las especificaciones funcionales del usuario,
y verifica que se cumpla con estas12

.
23

.
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c. Validación del Software

El software de un sistema puede ser analizado y categorizado. Estás categorías del
software deben ser evaluadas utilizando la evaluación de riesgos (Risk Assessment) y la
evaluación del proveedor, para determinar la estrategia adecuada de validación.

Las categorías son basadas en el incremento del riesgo del sistema para fallar, y se
clasifican como sigue:

Categoría 1: Sistemas Operativos.- Sistemas operativos disponibles comercialmente . Las
aplicaciones son desarrolladas para correr bajo el control de estos sistemas operativos.
Los sistemas operativos establecidos no son sujetos a una validación específica; porque
sus características son funcionalmente probadas e indirectamente retadas durante las
pruebas de la aplicación. Ejemplos incluyen: UNIX, Windows NT, etc.

Categoría 2: Firmware.- La combinación de un dispositivo de hardware e instrucciones
programadas que son almacenadas en una unidad de memoria de solo lectura. La
instrumentación y controladores frecuentemente cuentan con un firmware. Ejemplos
incluyen: Balanzas, Tituladotes, Potenciómetros, etc.

Categoría 3: Paquetes de Software Estándar: Software comercialmente disponible,
paquetes de software estándar, que provee una solución comercial ('off-the-shelf) para un
negocio o proceso de manufactura, el paquete no es configurable. Ejemplo incluyen:
paquetes de análisis estadístico, software para instrumentos de laboratorio.

Categoría 4: Paquetes de Software Configurable: Los paquetes de software configurables
proveen interfaces estándar y funciones que permitan la configuración especifica de los
usuarios. Esto involucra la configuración predefinida de los módulos del software y la
posibilidad de personalizarlos. Ejemplos de paquetes categoría 4 incluyen los sistemas de
control distribuido (DCS), Paquete de Supervisión de control y adquisición de datos
(SCADA), Sistemas de ejecución de manufactura (MES) y L1MS.

Categoría 5: Software Personalizado: Estos sistemas son desarrollados de acuerdo a
necesidades especificas de una compañía. El desarrollo personalizado puede ser un
sistema completo o algún componente adicional de un sistema existente.

La validación de software es realizada por el desarrollador del sistema, siguiendo alguna
metodología de ciclo de vida de sistemas12.23.27.28.31. 32. 33.

9. Plan de Validación.

En la industria farmacéutica se recomienda ampliamente que la validación sea
considerada como parte integral de todos los proyectos apropiados como sea posible para
programar y asegurar que las etapas necesarias tienen que ser realizadas durante cada
fase del proyecto. Donde la planeación del proyecto, utiliza una metodología de validación
de ciclo de vida para sistemas relacionados a computadoras la cual provee las bases para
realizar un plan del proyecto de validación.
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El propósito de un plan del proyecto de validación es para identificar los sistemas a ser
incluidos y el procedimiento a ser seguido en el proyecto de validación especifico. Los
procedimientos descritos en el plan del proyecto de validación deben ser consistentes con
las políticas establecidas y las referencias apropiadas, PNO. Un propósito importante del
plan del proyecto de validación es para establecer responsabilidades especificas y
expectativas para cada tarea de la validación.

En esta sección un ejemplo del entorno presentado con las formas pertinentes, hojas de
trabajo, e información para asistir en los detalles del proceso de validación presentadas
para la implementación de un plan del proyecto de validación.
El formato de la documentación de un plan del proyecto de validación debe ser
consistente, propio de cada compañia. Los encabezados y los pies de página deben
incluir un espacio para el nombre de la compañía, el nombre del proyecto, fechas,
designaciones, números de revisión, números de página, y los nombres de los
responsables, departamento, y firmas junto con los nombres de los revisores,
departamento, y firmas. Los títulos pertinentes, nombres de prueba, instrucciones,
referencias, texto, y comentarios deben ser incluidos en el cuerpo principal de las páginas
de los documentos, datos detallados, y resultados de prueba en una manera clara, que es
lógica y fácil para leer 12.24,34.
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la industria farmacéutica, la función principal del laboratorio de control de calidad, es
realizar pruebas y ensayos para acreditar y documentar que un medicamento, cumple con
los requisitos y especificaciones establecidas y aprobadas de manera uniforme. Estos
resultados obtenidos son confiables, exactos y precisos, si se tiene evidencia
documentada de la calificación de equipos, validación de métodos analíticos, pruebas de
adecuabilidad del sistema y la verificación del control de calidad, en las pruebas
cromatograficas. Estos resultados, permiten elaborar conclusiones sobre la calidad de los
productos y servir como base adecuada para cualquier acción administrativa o legal que
se deba tomar, de ahí la importancia de confirmar que el sistema de laboratorio que
genere estos resultados, demuestre que va a funcionar de acuerdo a especificaciones
predeterminadas antes de utilizarlo para su fin destinado.

Por lo anterior, es indispensable el desarrollo y aplicación de una estrategia de calificación
a un sistema de cromatografía de líquidos de alta resolución, que incluya las pruebas
criticas a ser desarrolladas, para demostrar que el equipo genera resultados confiables,
exactos y reproducibles. Por lo que se proponen algunos lineamientos a seguir para llevar
acabo la selección adecuada de equipos de cromatografía de líquidos (Da), que permitan
instalar el sistema en el ambiente operativo (la), verificar y comprobar que opera cada
parte del sistema de manera satisfactoria (00) y a partir de estas etapas previas, evaluar
el desempeño del sistema total (PO), mediante la integración de cada parte que compone
el sistema, a través del diseño, elaboración y ejecución de protocolos de calificación.

111. HIPOTESIS

Al instalar el sistema de cromatografía de líquidos de alta resolución en el ambiente
operacional, y comprobar que cada módulo opera de acuerdo a especificaciones
predeterminadas, al desarrollar una prueba de integración del sistema total (corrida
cromatográfica), los resultados generados deben encontrarse dentro de los criterios de
aceptación para la reproducibilidad de los tiempos de retención, altura y área del pico; de
los estándares de ácido benzoico, metilparabeno y propilparabeno; con lo que se asegura
que el sistema genera resultados confiables, exactos y reproducibles.

IV. OBJETIVOS

A. Objetivo General

Desarrollar la Calificación de un Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución
(HPLC), para asegurar que el sistema genera resultados confiables, exactos y
reproducibles.

B. Objetivos Particulares

Desarrollar una Estrategia de Calificación de un Sistema de Cromatografía de
Líquidosde Alta Resolución.
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Desarrollar la Calificación de Diseño (Da), de un Sistema de Cromatografía de
Líquidos de Alta Resolución a partir de sus características críticas.

Desarrollar las pruebas críticas de Calificación de Instalación (la), de los
componentes del Cromatógrafo de Líquidos de alta Resolución.

Desarrollar las pruebas críticas de Calificación de Operación (OO), de los
componentes del Cromatógrafo de Líquidos de alta Resolución.

Desarrollar una prueba que integre el desempeño del sistema total a través de la
Calificación de Desempeño (PO), de los componentes que conforman el
Cromatógrafo de Líquidos de alta Resolución.

V. DISEÑO DE LA INVESTIGACiÓN

A. Tipo de Estudio

1. Comparativo.

El desarrollo y ejecución de pruebas la y 00 para software, hardware y módulos del
sistema HPLC (cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución), son del tipo comparativo, ya
que estás pruebas son enunciados que únicamente son verificados con respecto al diseño
y construccióndel sistema.

2. Experimental.

El desarrollo y ejecución del 00 y PO es del tipo experimental, el desarrollo de pruebas y
los resultados obtenidos, están comprendidos en un intervalo especifico, pero estos son
obtenidos mediante el control de las variables que puedan afectar al desarrollo de una
corrida de prueba cromatográfica.

3. Prospectivo.

El desarrollo y colección de datos se va a realizar en los protocolos de prueba que van a
ser generados; así mismo, la instalación y operación del sistema va a ser implementada
para poder generar datos y evidencia de que el sistema ha sido instalado y opera de
acuerdo a especificaciones predeterminadas.

VI. POBLACiÓN:

A. Componentes del Sistema de Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución.

1. Automuestreador 717 Plus

El automuestreador 717 Plus inyecta muestras dentro del sistema de Cromatografía de
Líquidos de Alta Resolución. El automuestreador, puede ser utilizado como una unidad
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estacionaria única o como un componente en un sistema HPLC basado en una interfase
IEEE-488.

2. Sistema de Entrega Multisolvente 600E

El modulo Waters 600E, es un sistema de entrega multisolvente para cromatografia de
liquidas de alta resolución. Su función principal es el mezclado de las fases o eluentes
colocados en el reservorio, y va a proporcionar el movimiento de la muestra dentro del
sistema para su separación y cuantificación.

3. Detector de Absorbancia 2487 doble A.

El Detector de absorción Waters 2487 doble A, es un detector ultravioleta/visible (UVNis)
ajustable de dos canales diseñado para aplicaciones de cromatografía liquida de alto
rendimiento (HPLC). El Detector de absorción Waters 2487 doble Afunciona de 190 a 700
nm.

4. Software Millenium32 Versión 3.20

El software Millenium32 ofrece una interfaz gráfica basada en iconos para adquirir,
procesar, administrar y presentar los datos cromatográficos de la base de datos
Milleniurrr". El software millenium32 es compatible con windows 98 y windows NI. El
sistema windows permite tener abiertas varias ventanas al mismo tiempo. El sistema
windows y multitarea le permiten ver la adquisición de datos de un ciclo de análisis en
tiempo real mientras se calculan los resultados de los datos adquiridos anteriormente, o se
ajustan los parámetros de integración de cualquier inyector anterior.

5. Hardware del Sistema de Cómputo.

El sistema de cómputo está formado por un ordenador que ejecuta el software Millenium32

y la base de datos Millenium32
• La configuración del hardware es una estación de trabajo. .

La estación de trabajo Millenium32 es un ordenador personal de uso individual e
independiente. Incluye una tarjeta de interfase busLACfTM. una tarjeta de interfase de 8
puertos en serie y/o puerto COM y una base de datos local que soporta el software de
aplicación cromatografica Millenium32

•

La estación de trabajo incluye:

Ordenador PentiumTM Millenium32 (incluye la tarjeta busLAC/E Waters, la tarjeta
con 8 puertos en serie, y/o un puerto COM).
Software de Aplicación Millenium32

.

Sistema Operativo Windows NT.

La tarjeta busLAC/E es un microprocesador basado en una tarjeta de interfase que
permite al software Millenium32 para comunicar con los instrumentos cromatograficos. La
tarjeta transmite los comandos del software Millenium32

, para los detectores,
automuestreadores. bombas, y otro aparatos que tienen conexión IEEE-488. Los datos de
los módulos son trasmitidos a través de la tarjeta busLAC/E a la computadora para su
análisis.
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VIII. RESULTADOS

Los resultados para la calificación del cromatógrafo de líquidos de alta resolución son
organizados de la siguiente manera:

En el apéndice 11 se presenta el documento generado para la Calificación del Diseño del
Cromatógrafo, donde se describen los requerimientos de usuario y algunas
especificaciones funcionales y operaciones del equipo.

En el apéndice 111 se presenta el documento generado para la Calificación de Instalación
del Cromatógrafo, donde se documento la recepción del sistema, sitio de instalación,
conexiones e identificación de los componentes del sistema de cromatografía de líquidos.

En el apéndice IV se presenta el documento generado para la Calificación de Operación
del Cromatógrafo, donde se documentaron las pruebas de encendido e inicio de cada uno
de los módulos cromatográficos y las pruebas operativas requeridas para verificar su
funcionamiento .

En el apéndice V se presenta el documento generado para la Calificación de Desempeño
del Cromatógrafo, donde se documentaron las pruebas operativas realizadas al software
cromatógrafico y la prueba de desempeño del equipo.

A continuación se resumen los resultados más relevantes de los protocolos de calificación:

A. Calificación de Instalación

Tabla 3. Resumen de resultados de las pruebas de calificación de instalación del sistema de cromatografía.

Referencia Prueba Criterio de Aceptación Resultado
de Prueba

3. Recepción del sistema . Los componentes del sistema HPLC se
encuentran sin daño físico, completas y Cumple
de acuerdo a las caracteristicas orevistas .

4. Requerimientos del sitio de Cumple con lo requerimientos del sitio de
instalación. instalación, ambientales. eléctricos y Cumple

servicios.

5. Verificación de la instalación Los componentes del sistema HPLC
de las conexiones del sistema. están instalados con base en el Cumple

cumplim iento de los criterios de
aceptación.

6. Identificación de los Documentación de las caracter ísticas de
componentes del sistema de diseño e identificación de los
cromatografía de líquidos de componentes del sistema de entrega

Cumple
alta resolución. multisolvente GOOE, 2487 doble A.

automuestreador 717Plus y el sistema de
computo .
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B. Calificación de Operación

Referencia Prueba Criterio de Aceptación Resultado
de Prueba

2. Prerrequisitos. Los componentes del sistema HPLC deben
estar instalados de acuerdo a los criterios de Cumple
aceptación .

3.1 Inicio del software El software inicia correctamente al ingresar a
millenium32

• la aplicación y revisar la configuración de los Cumple
instrumentos cromatoqr áñcos.

4.1 Encendido del sistema de El modulo inicia correctamente mediante el
entrega multisolvente 6OOE. encendido y desarrollo de los autod iagnósticos Cumple

de rutina.
4.3 Prueba de exactitud de la Exactitud de la velocidad de flujo Velocidad de flujo

velocidad de flujo. 1) 0.25 ± 0.OO25mU mino 1) 0.2515
2) 1.0 ± 0.01mU mino 2) 1.0095
3) 2.5 ± 0.025mU mino 3) 2.469
4) 5 ± 0.05mU mino 4) 5.043

Cumple

4.4 Prueba de Proporción de Proporción de Gradiente Líneas NB Líneas CID
Gradiente. 1) (Etapa inicial) 100% 1) 100% 1) 100%

2) (Etapa 1) 80 ± 2% 2) 81.7% 2) 81.6%
3) (Etapa 2) 60 ± 2% 3) 61.4% 3) 61.5%
4) (Etapa 3) 40 ± 2% 4) 41.7% 4) 41.8%
5) (Etapa 4) 20 ± 2% 5) 21.1% 5) 21.2%
6) (Etapa 5) O± 2% 6) 0.19% 6) 0.17%

Cumple Cumple
5.1 Encendido del El modulo inicia correctamente mediante el

Automues treador 717Plus. encendido y desarrollo de los autodiagnósticos Cumple
de rutina.

5.2 Prueba de exactitud del Exactitud de la inyección Exactitud de la inyección
volumen de inyección. 1) 25IJL ± 0.51JL 1) 25.34IJL

2) SOIJL ± 1.0IJL 2) 50.621JL
3) l00IJL ± 2.01JL 3) 100.951JL

Cumple
Precisión de la inyección Precisión de la inyección
4) 25IJL< 0.5% CV 4) 0.43% CV
5) SOIJL < 0.5% CV 5) 0.35% CV
6) l00IJL <0.5% CV 6) 0.37"10 CV

Cumple

5.3 Prueba de exactitud y Exac1itudde la temperatura Exactitud de la temperatura
estabilidad de la 1) 15± 1°C. 1) 15.32° C
temperatura. 2)25±1°C. 2) 25.20° C

3) 40 ± 1° C. 3) 40.22° C
Cumple

Estabilidad de la temperatura Estabilidad de la temperatura
1) 15 ± 0.5° C. 1) 15.38° C
2) 25 ± 0.5" C. 2) 25.33° C
3) 40 ± 0.5" C. 3) 40.36° C

Cumple

6.1 Encendido del detector 2487 El modulo inicia correctamente mediante el
doble A. encendido y desarrollo de los autodiagnósticos Cumple

de rutina.
6.4 Prueba de exactitud de la Exac1itudde la longitud de onda del 257nm

lonoitud de onda. nrooiínarabeno 256 ± 2nm Cumple

6.5 Linealidad de respuesta del Linealidad de respuesta 2.81% CV
detector . < 5% CV de la Sensibilidad Cumple

Pág. 35 de 46



- - - - - - - - - -- - - - - - - --- - - - ~---

c. Calificación de Desempeño

Tabla 5. Resumen de resultados de las pruebas de calificación de desempeño del sistema de cromatografía.

Referencia Prueba Criterio de Aceptac ión Resultado
de Prueba

l os componentes del sistema HPlC
2. Prerrequisitos. deben estar correctamente instalados y

Cumple
las pruebas operativas cumplen las
especificaciones.
El software cromatógrafico rnillenium'",

3. Operación del software crea un proyecto. un método de
millenium32

• instrumento. una secuencia de muestras,
un método de proceso, genera y diseña Cumple
informes, respalda y recupera información
cromatográfica y genera un audit trail
(reqistro de modificaciones).
Estándar ácido benzoico Estándar ácido benzoico

4. Pruebas de desempeño del Precisión del tiempo de retención Precisión del tiempo de retención
sistema de cromatografía de % CV ~ 1.0 O.l%CV
líquidos de alta resolució n.

Precisión de las áreas del pico Precisión de las áreas del pico
% CV ~ 1.0 0.2%CV

Precisión de la altura del pico Precisión de la altura del pico
% CV ~ 1.0 0.2%CV

Cumple
Estándar de metilparabeno Estándar de metilparabeno
Precisión del tiempo de retención Precisión del tiempo de retención
% CV ~ 1.0 O.l %CV

Precisión de las áreas del pico Precisión de las áreas del pico
% CV ~ 1.0 0.2%CV

Precisión de la altura del pico Precisión de la altura del pico

% CV ~ 1.0 0.4%CV
Cumole

Estándar de propilparabeno Estándar de propilparabeno
Precisión del tiempo de retención Precisión del tiempo de retención
% CV ~ 1.0 O.l%CV

Precisión de las áreas del pico Precisión de las áreas del pico
% CV ~ 1.0 0.6%CV

Precisión de la altura del pico Precisión de la altura del pico
% CV~ 1.0 0.2%CV

Cumple
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D. Estrategia de Calificación de un Sistema de Cromatografía de Líquidos de Alta
Resolución.

Calificación de Cromatógrafos de líquidos de Ala Resolución (HPLC).

Requerimientosde Usuario
Especfficadón de Requerimientos

Funcionales

VerifICación de losComponentes

Cromatógrafo de líquidos de Alta
Resolución

Reprcducibüidad de Área
Reproducibilidadde TIempode Retención
Reproducibilidadde Alturas.

Sistema de Bombeo

Automuestreador

Instalaciónen el AmbienteAdecuado

Sistema de Entrega de Solvente

Exactitudy Precisiónde la vejocdad de flujo
Exactituddel Gradiente

Automuestreador

Precisióny Exactituddel Volumen de
Inyección

Detector de Absorbancia UVI VIS

linealidad de la Longitud de Onda
Exactitudde la Longitud de Onda.

Hornode la Columna

Estabilidad y Exactitud de la Temperatura.

Software Cromatográfico

VerifICaCión de Operacióndel Software
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IX. ANALlSIS DE RESULTADOS

La calificación de equipos de laboratorio es una parte importante e integral para asegurar
que un equipo o instrumento se desempeña consistentemente durante su uso, ya que
para obtener resultados con un alto grado de aseguramiento de calidad, se debe contar
con equipos calificados, métodos analíticos validados , pruebas de adecuabilidad del
sistema y verificación del control de calidad.

En la presente tesis fue realizada cada una de las cuatro etapas de la calificación, desde
el Da (Desing Qua/ification, Calificación de Diseño), donde se especificaron los
requerimientos de usuario y los requerimientos funcionales/operacionales del sistema
HPLC, la intención del Da es asegurar la selección y compra adecuada de un equipo de
acuerdo a los requerimientos de las compañías (cabe señalar que el equipo ya había sido
comprado, (ver apéndice 11, Protocolo de Calificación de Diseño).

Posteriormente, se realizó el la (Installation Oualification, Calificación de la instalación),
desde el desarrollo hasta la ejecución del protocolo respectivo en el cual se verifico que
los componentes del sistema HPLC están completos, sin daños físicos visibles y
comparados contra el diseño original (Ver tabla 3, referencia de prueba 3 y 6). Por otro
lado, se realizó la evaluación de las condiciones del sitio de instalación, cabe señalar que
el sistema ya se encontraba instalado (ver tabla 3, referencia de prueba 4). Finalmente se
verificó que las conexiones y servicios relacionados con el sistema, se encontraran
instalados de acuerdo con el proveedor/fabricante, para cumplir con los criterios de
aceptación para su correcta operación (ver tabla 3, referencia de prueba 5).

Por otro lado las pruebas realizadas en el 00 (Operational Qualification, Calificación de
Operación) a cada componente del sistema HPLC, fueron realizadas comenzando con la
respuesta inicial (encendido), con la finalidad de verificar y asegurar que cada modulo
desarrolla el reconocimiento del sistema y los autodiagnósticos de rutina, según lo
especificado por el fabricante, como parte de su buen funcionamiento (Ver tabla 4,
referencia de prueba 4.1, 5.1 Y 6.1. Una vez realizadas estas pruebas se procedió a
realizar la prueba de exactitud de la velocidad de flujo en el sistema de entrega
multisolvente 6DDE, en la cuál se encontró que la bomba provee los caudales de fase
móvil requeridos de manera exacta y precisa, contra la selección realizada en el
controlador del sistema de entrega multisolvente (ver tabla 4, referencia de prueba 4.3).

Así mismo, para este módulo se realizó la prueba de exactitud de gradiente, donde se
comprobó, que las cuatro líneas del sistema de entrega de solvente, son capaces de
proporcionar una mezcla de solventes de manera gradual , en un intervalo definido de
tiempo (vertabla 4, referencia de prueba 4.4).

Estás pruebas son críticas para evaluar la correcta operación del módulo de entrega de
solvente ya que puede afectar la reproducibilidad de los tiempos de retención en los
resultados cromatográficos finales.

Para el Automuestreador 717Plus se realizó la prueba de exactitud y preosion del
volumen de inyección, para verificar que el inyector es capaz de introducir los volúmenes
de muestra seleccionados por el usuario, de manera exacta y reproducible, obteniendo
resultados que comprueban su operación adecuada (ver tabla 4, referencia de prueba
5.2).
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Para el horno de la columna, que por lo regular es un módulo individual, pero en este
caso, el horno de la columna se encuentra como parte del diseño del sistema de entrega
multisolvente 600E: la prueba realizada en este componente se fundamenta en verificar la
exactitud y estabilidad de la temperatura. Los resultados encontrados demuestran que el
horno de la columna es capaz de operar en la temperatura seleccionada por el usuario
(ver tabla 4, referencia de prueba 5.3).

Una operación defectuosa del modulo de inyección de muestras puede afectar el área y la
altura de los picos cromatográficos, mientras que una exactitud pobre y mala estabilidad
de la temperatura del horno de la columna puede afectar los tiempos de retención y
estabilidad de la muestra

Por ultimo, en el detector 2487 doble A., fueron desarrolladas las siguientes pruebas, la
prueba de exactitud de la longitud de onda y la prueba de linealidad del detector.

Para la primera prueba se realizó un barrido de 190 a 600nm, utilizando un estándar de
(propllparabeno), de propiedades bien definidas, con la finalidad de comprobar, la
desviación de la lectura de la longitud de onda en una banda de emisión o absorción de la
longitud de onda de una banda conocida, de las sustancias que puedan ser detectadas
por está propiedad (ver tabla 4, referencia de prueba 6.4).

Por otro lado, para la prueba de linealidad se utilizó el propilparabeno a diferentes
concentraciones, para verificar que el detector es capaz de detectar el analita de interés a
diferentes concentraciones y ser capaz de producir una respuesta lineal con respecto a la
variación de la concentración dentro de un rango (ver tabla 4, referencia de prueba 6.5).

Con el desarrollo de estás pruebas se reto y comprobó que el detector opera de acuerdo a
los criterios de aceptación, y que la exactitud del área del pico y altura del pico, no se
verán afectadas por la operación del detector.

Para la parte del sistema de cómputo del HPLC, en la etapa de calificación de operación
solo se realizó ' la prueba de verificación del encendido inicial y verificación de la
configuración de los módulos cromatográficos (ver tabla 4, referencia de prueba 3.1). Y
como parte, del PO (Performance Oualification, Calificación de Desempeño), se realizó la
creación y desarrollo de una corrida cromatográfica, para verificar la correcta operación
del software cromatográfico rntlleníurn" (Ver tabla 5, referencia de prueba 3); cabe señalar
que el software es validado por el proveedor, ya que todas las funciones y operación del
software son validadas durante las fases de desarrollo del software, por lo que es
requerido la entrega de un certificado de validación del software por parte del fabricante.
Sin embargo, en el sitio usuario solo se verifico que efectivamente el software "haga lo
que dice que hace' , de manera general.

Así mismo, en la Calificación de Desempeño (PO), se realizó una corrida cromatográfica
en gradiente con tres estándares (ácido benzoico, metilparabeno y propilparabeno), para
evaluar la integración y desempeño del sistema completo, a través de la reproducibilidad
de los parámetros: tiempos de retención, altura del pico y área del pico, para cada uno de
los analitos en estudio, comprobando que el desempeño del sistema cumple con los
criterios de aceptación y que el sistema HPLC es capaz de generar resultados confiables,
exactos y reproducibles (ver tabla 5, referencia de prueba 4).

ESTA TESIS NO SA.U,
OE LA BIBIJOTECA
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Cabe mencionar que cada una de las pruebas y verificaciones realizadas en las etapas de
calificación, son propuestas basadas en los fundamentos teórico-científicos, prácticas de
proveedores y de manera general las prácticas que son desarrolladas en la industria
farmacéutica.

Es importante mencionar que solo se hizo referencia al resumen de los resultados de las
pruebas más relevantes de la calificación del cromatógrafo, por su mayor sencillez y
comprensión, sin embargo, en los protocolos de calificación se presenta cada una de los
procedimientos, condiciones y resultados de cada una de las pruebas de manera
específica.
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X. CONCLUSIONES

El objetivo general de esta tesis fue desarrollar la calificación de un cromatógrafo de
líquidos de Alta Resolución (HPLC), y desarrollar una estrategia de calificación para un
sistema HPLC, ya que es una práctica que no se realiza usualmente en la mayor parte de
la industria farmacéutica de México y es un tema que no es contemplado en los estudios
de licenciatura de la carrera de Ouímico Farmacéutico Biólogo.

La calificación de equipos es un concepto general que difícilmente puede resumírse en un
procedimiento único y general, por lo que el grado de calificación requerido varía
dependiendo el tipo de equipo, su complejidad y el proceso en el cuál está involucrado; en
el presente trabajo se proporciona un propuesta de calificación de un sistema de
cromatografia de líquidos de alta resolución, sin embargo, el grado de calificación, no es
limitativo al descrito.

Por otro lado, los resultados de prueba obtenidos desde el diseño de protocolos de
calificación, hasta la realización de las actividades descritas en cada etapa de la
calificación DO, 10, 00 Y PO; fueron considerados los aspectos críticos a ser incluidos,
realizando la instalación del sistema HPLC en el ambiente operacional y comprobar que
cada módulo del sistema opera de acuerdo a especificaciones predeterminadas.

La propuesta (estrategia) presentada para la calificación del sistema de cromatografía de
manera general, describe los aspectos críticos a ser evaluados para verificar y comprobar
el buen funcionamiento del equipo.

Por otro lado, la hipótesis propuesta es correcta ya que a través de realizar la instalación
del sistema en el ambiente operacional, y al comprobar que cada módulo opera dentro de
especificaciones predeterminadas. Al desarrollar una prueba de integración del sistema
total (corrida cromatográfica), se encontró que los resultados de prueba están dentro de
los criterios de aceptación, para la reproducibilidad de los tiempos de retención, altura del
pico y área del pico, con lo que se asegura que el sistema genera resultados confiables,
exactos y reproducibles.
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XI. RECOMENDACIONES 

1) La calificación de equipos analíticos es un concepto que ha evolucionado en la industria 
farmacéutica mexicana y actualmente el nuevo proyecto de norma PROY -NOM-059-
SSA1-2003, incluye algunos lineamientos y requerimientos para la calificación de equipo, 
instalaciones, sistemas críticos y computacionales, que impacten la calidad de los 
productos, (calificación de diseño, instalación, operación y desempeño). Ya que en la 
revisión vigente de la norma este proceso está enfocado al área de producción 
(fabricación de medicamentos) y no al área de laboratorio (análisis de medicamentos). 
Esto quiere decir, que también los estudiantes de la carrera de QFB, deben contar 
próximamente con los conceptos generales sobre calificación de equipos, ya que en la 
industria será ahora un nuevo requerimiento regulatorio. 

2) La calificación de equipos ayuda a comprobar y documentar el buen funcionamiento 
operacional de un equipo, para tener la certeza de que genera datos confiables, exactos y 
reproducibles a través de su uso. Sin embargo, se deben detener en cuenta otros factores 
como son el mantenimiento y/o calibración, control de cambios, reporte de problemas y re­
calificación de los equipos, para mantener el estado calificado de un equipo. 

3) La etapa de calificación de diseño es realizada para verificar que es lo que requiere que 
el sistema haga, y que consideraciones técnicas deben ser oportunamente visualizadas, el 
éxito en la compra de un equipo para los fines requeridos radica en la evaluación y 
compra acertada. Para el caso de la presente tesis, la calificación de diseño fue 
desarrollada como un ejemplo, ya que el sistema de cromatografía se encontraba dentro 
del laboratorio. 

4) Para la prueba de estabilidad de temperatura se coloco la sonda de un termohigrógrafo 
patrón para el monitoreo de la temperatura, sin embargo, lo ideal al desarrollar esta 
prueba es utilizar un sistema de monitoreo de temperatura, a través del uso de termopares 
calibrados y distribuidos dentro del compartimiento de la columna, de está manera los 
resultados son más confiables y exactos. 

5) En algunos artículos de divulgación científica se especifica realizar la prueba de señal­
ruido para el detector, sin embargo, está prueba es considerada como parte de la 
validación del método analítico para el analito de interés, por eso no fue realizada en el 
OQ. Sin embargo, puede ser realizada dentro de este. 
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La calificación de diseño (Da) es parte de la planeación del Proceso de Calificación de equipos,
y es enfocado frecuentemente, como parte del proceso de compra de un nuevo equipo.
Actualmente la calificación de diseño del equipo es responsabilidad de los fabricantes de
equipos, los usuarios de los equipos, quienes tienen un rol importante en el Da, para asegurar la
admisión de una nueva especificación de requerimientos de usuario, la cual debe satisfacer el
uso pretendido.

1.1. Propósito

El propósito de este documento es definir los requerimientos del usuario y las especificaciones
funcionales, para definir la arquitectura, componentes e interfases y otras características del
sistema o componentes, para la selección de un Sistema de Cromatografía de Líquidos de Alta
Resolución.

1.2. Alcance

El sistema Cromatégrafo de Líquidos de Alta Resolución de acuerdo a sus características debe
ser capaz de interactuar adecuada y fácilmente, con el usuario final, para el control de calidad de
los medicamentos.

1.3. Definiciones

Termino

Software de Aplicación

Handware

Calificación de .
Instalación

Calificación de
Operación

Software

Sistema

Equipo

Fecha: 07lAgosto/2004

Definición

El software de aplicación es definido como configurable y que ha sido desarrollado
para un propósito general como solución computarizada y los elementos del sistema
operativo asociado para un uso particular o aplicación.

Es un término usado para describir los componentes de computadora. CPU y equipos
periféricos tal como impresoras, equipo de comunicación, etc.

La Calificación de Instalación es uña actividad de verificación documentada para
proveer evidencia que todos los aspectos críticos de la instalación del sistema se
encuentran acorde a las especificaciones de hardware y software, servicios y
requerimientos eléctricos, provee recursos y soporte satisfactoriamente.

La Calificación de Operación es una actividad de veriñcac í ón documentada para
proveer evidencia que el software y el hardware instalado es configurado y funciona de
acuerdo con las especificaciones de fabricación.

Software, en general, es la colección de programas, rutinas, y subrutinas que controlan
la operación de una computadora o sistema computarizado.

Un sistema es definido como la colección de componenles de hardware y software
para el control de una función o serie de funciones, para el control de proceso en
tiempo real o administración de la información. Está constituido, por una colección de
componentes comúnmente.

Instrumentos de medición analítica, que en conjunto con el firmware, es montado para
desarrollar un proceso mecánico, para producir un resultado. En un sistema
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Revisión : 1.0 .•

Marca : Waters

Instrumento

computarizado, el equipo es controlado por el sistema de computadora. La
computadora colecta los datos med idos por el equipo.

Un aparato (químico, eléctrico, mecánico, magn ético , hidráulico, óptico) usado para
probar, observar, medir, mon itorear, generar, registrar, calibrar, administrar, o controlar
prop iedades físicas , movimientos u otras características. Es decir, este aparato toma
una medida física y muestra un valor en pantalla y no tiene una función analítica . Por
ejemplo, cronómetros, contro ladores de tiempo y termómetros. .

2. USO DEL SISTEMA Y DESCRIPCiÓN

El cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución será utilizado para el análisis rutinario de
medicamentos, como parte del aseguramiento de la Calidad. El sistema debe ser controlado por
un sistema de cómputo, funcionar adecuadamente para realizar análisis en modo isocrático y
gradiente y la detección estándar debe operar dentro del rango UV. La adquisición,
procesamiento y reporte de los datos, es requerido como parte de las GLP, que rigen la industria
farmacéutica.
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3. ESPECIFICACIONES DE REQUERIMIENTOS DE USUARIO.

3.1. Consideraciones Generales.

Revisión: 1.0

Marca: Waters•
Parámetro

Control y Configuración
del Sistema

Introducción y
colocación de muestras

Materiales de
Construcción

Documentación

Requerimientos de
servicios, energía y
espacio

Soporte y Mantenimiento

Requerimientos de
Entrenamiento

Condiciones
Ambientales

Seguridad

Fecha: 07/Agosto/2004

Característica

Sistema modular.
Compatibilidad entre módulos (mismo fabricante).
Configuración y Control de las condiciones de operación y parámetros, a
través del software.
Adquisición de datos, proceso y presentación de datos.

Inyección de muestras automático/ auto lavado del inyector.
Introducción y colocación de muestras manual.

Resistencia a la corrosión y contaminación.
Inerte a solventes y muestras.

Clara y fácil de usar, la documentación consiste de: Manuales de
operación, calibración, mantenimiento y limpieza, etc.
Identificación de los documentos único, por número de revisión y fecha de
emisión.

Requerimientos de energía eléctrica de acuerdo al voltaje del área de
instalación (110 ± 10V AC), sistema de tubería y contenedor de desechos
(solventes), dimensiones del sistema total (13OCm largo x 90Cmde ancho).

Facilidad al realizar el mantenimiento y limpieza.
Costo y disponibilidad de piezas y partes.
Costo y disponibilidad de proveedores de servicio y soporte técnico.
Intervalos sugeridos y procedimientos de mantenimiento y calibración para
el sistema.
Periodo de garantía y soporte (Calificación, mantenimiento, calibración,
partes reemplazables, etc.).

El nivel de entrenamiento requerido para operar el sistema de
cromatografía de líquidos de alta resolución y . detalles de algún
entrenamiento necesario y cursos realizados por el proveedor.

Las condiciones ambientales deben ser adecuadas, dentro de los rangos
de operación de los módulos.

o Temperatura: 4 a 40° C.
o Humedad Relativa: Máxima 80% HA.

Seguridad y cuestiones ambientales y/o requerimientos.
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4. ESPECIFICACiÓNDE REQUERIMIENTOS FUNCIONALES YIO OPERACIONALES.

4.1. Sistema de Entrega de Solventes.

Parámetro

Especificaciones
generales del
Sistema de Entrega
Multisolvente

Especificaciones
Ambientales

Especificaciones
Eléctricas

Característica

Número de Eluentes

Modos de Operación

Rango de flujo de operación

Rango de composición de grad iente

Presión Máxima . .

Perfiles de Gradiente

Límites de Presión Programables

Materiales

Compatib ilidad con eluentes

Temperatura de funcionamiento

Humedad de funcionamiento

Frecuencia

Voltaje

Especificación

1 a 4.

Grad iente, lsocrático y flujo
programable.

0.00 a 20.0 mUmin.

Program able de Oa 100"/0, en
incrementos de 1%, para cada
reservorio.

6000ps i (420Kglcm2
) a 10mUmin.

11 curvas de gradiente

Bajo: Oa 5950psi (Oa 420Kglcm2
) .

Alto : 51 a 6000psi (3.6 a 420Kglcm2
) .

Acero inoxidable 316, rubí, zafiro,
pol ímero de f1uorocartlono.

Compatible con los eluentes de
acuerdo con los materiales de
construcción.
De 4 a 40 o C.

De 20 a 80%, sin condensación

50 a 60HZ.

100 a 240Vca .

Dimensiones Dimensiones de la bomba (Alto, largo 24.4x 52.1x 28.3cm.
y Ancho).

Dimensiones del Controlador (Alto, 18.3x 55.3x 28.8cm.
largo y Ancho) .
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4.2. Automuestreador

ReViSión.:.. !. .0. ..•
Marca : Waters

Parámetro

Espec ificaciones
generales del
Automuestreador

Característica

Rango de Volumen de Inyección

Linealidad (1 a 100~L)

Arrastre

Precisión (S a SO¡IL)

Volumen de lavado por inyección

Número de viales con muestra

Número de inyecciones

Materiales

Especificación

0.1 ~L a 2000 ~L, en incrementos de
0.1 ~L

(' > 0.99

< 0.1%

< O.S% CV

> 0.4mL

1 a 96 muestras

Programable de 1 a 99 inyecciones
por vial.

Acero inoxidable 316, Teflon® , vidrio.

Horno de la
Columna

Exactitud de la Temperatura del ?: ±10C
Compartimiento de la Columna.

Estabilidad de la Temperatura del ?: ±O.So C.
Compartimiento de la Columna.

Especificaciones
Ambientales

Especificaciones
Eléctricas

Dimensiones

Fecha: 07/Agosto/2004

Temperatura de funcionamiento

Humedad de funcionamiento

Frecuencia

Voltaje

Alto, largo y Ancho

De 4 a 40 o C.

De 20 a 80%, sin condensación

SOa 60HZ.

100 a 240Vca.

8.8x S9x.S3cm.
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4.3. Detector UVNIS

Revisión : 1.0 •

Marca : Wat ers

Parámetro

Especificaciones
generales del
detector

Especificaciones de
los componentes
ópticos

Especificaciones
Ambientales

Especificaciones
Eléctricas

Dimensiones

Fecha: 07/Agosto12004

Característica

Intervalo de Longitud de Onda

Exactitud de longitud de onda

Linealidad

Intervalo de valor de sensibilidad.

Ruido longitud de onda simple

Ruido longitud de onda doble

Fuente de lámpara

Celda de flujo

Longitud del recorrido

Volumen de la celda

Límite de presión

Materiales

Temperatura de funcionamiento

Humedad de funcionamiento

Frecuencia

Voltaje

Alto, largo y Ancho

Especificación

190 a 700nm

± lnm

5% a 257nm con prop ilparabeno.

0.0001 a 4,0000 AUFS

< ± 0.35 x 10.5 AU, celda seca,
254nm , constante de tiempo =
l ,Oseg.

< ± 2.5 x 10.5 AU, celda seca , 254nm/
280nm , constante de tiempo =
2,Oseg.

Lámpara de arco de deuterio

Diseño de celda de flujo TaperSlit.

10mm (estándar anal ítico)

lO~L (estánda r analítico)

l 000psi 170 bar

Acero inoxidable 316, sflice fundido,
Teflon®

De 4 a 40 o C.

De 20 a 80%, sin condensación

50 a 60HZ.

100 a 240Vca.

20.8x 50.3x 28.4cm.
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4.4. Software Cromatografico.

Revisión : 1.0 •

Marca : Waters

Parámetro

Especificaciones
generales del
Software
Cromatografico

Ambiente de
Operación de'
Software

Fecha: Ol/Agosto/2004

Característica

Método de Proyecto.

Método de Instrumento.

Secuencia de Muestras.

Método de Proceso.

Generación y Diseño de lntormes.

Administración de la Configuración .

Disponibilidad para operar en el
sistema operativo Windows NT""
versión 4.00.

Especificación

Creación del Método de
Proyecto.

Creación del Método de
Instrumento .

Secuencia de Muestras.

Creación del Método de
Proceso.

Generación y Diseño de
Informes.

Administración de la
Configuración.
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la cromatografía es una técnica desarrollada a principios de siglo, que permite la separación de
sustancias que se encuentran en una mezcla. la cromatografía es un proceso de migración
diferencial en los cuales los componentes de una mezcla son transportados por una fase móvil,
liquida y retenidos selectivamente por una fase estacionaria que puede ser un líquido o un sólido.
la cromatografía de líquidos de alta resolución (ClAR), es conocida está técnica también como
Cromatografía de Líquidos de Alta Presión.
El éxito en la aplicación de la CLAR para un compuesto dado depende de la combinación
correcta de las condiciones de operación, es decir: el tipo de columna, la fase móvil, la longitud y
el diámetro de la columna, la velocidad de flujo de la fase móvil, etc.
la migración diferencial en el CLAR es resultado del equilibrio de distribución de los
componentes de una mezcla entre la fase estacionaria y la fase móvil. Dichos componentes se
separan en la columna y al salir de está son conducidos por la fase móvil y en el orden en que
emergieron, hacia un detector, donde se registran sus concentraciones y sus tiempos de
retención. El cromatógrama resultante muestra cada compuesto que sale de la columna en
forma de picos simétricos con un tiempo de retención característico por lo que este tiempo puede
emplearse para identificar el compuesto. Este tiempo de retención, tr, se mide desde el momento
de la inyección de la muestra hasta el momento en que aparece el máximo del pico en el
cromatógrama.

Un cromatógrafo de líquidos de alta resolución consta de las siguientes partes:

Sistema de bombeo.- tiene por objeto impulsar la fase móvil a través de la columna y debe
cumplir ciertas especificaciones como reproducibilidad y precisión, manteniendo un flujo
constante.
Sistema de inyección.- debe ser un inyector automático que minimice los errores en la
introducción de la muestra. Este dispositivo ayuda a mantener la reproducibilidad entre
inyecciones y elimina el error en la medición del volumen por inyectar.
Columna.- se considera la columna la parte fundamental de la cromatografía ya que es en esta,
donde se va a llevar a cabo la separación.
Registrador de señales .- al emerger un compuesto ya separado en la columna y pasar por el
detector, la señal que provoca en esté debe ser registrada en un graficador o integrador
electrónico ó un software cromatografico realiza la adquisición.

1.1. . . Propósito

Este protocolo de Calificación de Instalación, evalúa que el sistema es entregado como es
diseñado y especificado, que es apropiadamente instalado en el ambiente seleccionado y que
este ambiente es adecuado para la operación y uso del sistema.

. 1.2. Alcance

Este protocolo verifica los aspectos claves de la instalación del Sistema "Crornatóqrato de
Líquidos de Alta Resolución" Marca Waters, constituido por un sistema de entrega multisolvente
GDDE, automuestreador 717Plus, Detector 2487 doble 11 y el sistema de computo que controla el
equipamiento.
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1) Registrar las instrucciones que deban ser segu idas para ejecutar este documento.

2) El Protocolo de Calificación de Instalación del Sistema debe ser completado y aceptado con
base en el Cumplimiento de las condiciones siguientes:

a) La instalación del sistema cumple con las especifi cacione s.
b) Cuando proceda, todas las no conformidades han sido documentadas adecuadamente en

el reporte y resueltas (Sección 8).
• Una no conformidad se presenta cuando no alcanza o no iguala el criterio de

aceptación.
• Se cambia el cr iterio de aceptación .
• No se sigue el proced imien to o instrucciones de prueba.

c) Firma cada apartado de prueba una vez concluido y fecha el día en que se realizó la
acción , en el momento en que se genera.

d) Para su Aprobación Final, todas las no con formidades deben estar cerradas (o ausencia
de toda no conformidad).

3) El protocolo ha sido conclu ido de acuerdo con las Buenas Prácticas de Documentación.

2. DESCRIPCiÓN DEL SISTEMA.

2.1. Sistema de computo

2.1.1. Hardware

El sistema Millenium32 está formado por un ordenador que ejecuta el software Millenium32 y la
base de datos Millenium32

• La configuración del Hardware es una estación de trabajo.

La estación de trabajo Millenium32 es un ordenador personal de uso individual e independ iente.
Incluye una tarjeta de interfase busLAC/E, una tarjeta de interfase de 8 puertos en serie y/o
puerto COM y una base de datos local que soporta el software de aplicación cromatográfica
Millenium 32

•

La estación de trabajo incluye:

• Ordenador Pentium™ Millen ium32 (incluye la tarjeta busLAC/E Waters, la tarjeta con 8 puertos
en serie , y/o un puerto COM) .
Software de Apl icación Millenium32

•

• Sistema Operat ivo Windows NT.

Tarieta busLAC/E es un microprocesador basado en una tarjeta de interfase que permite al
software Millenium32 para comun icar con los instrumentos Cromatográficos. La tarjeta transm ite
los comandos del software Millen ium32

, para los detectores, automuestreadores, bombas, y otro
aparatos que tienen conexión IEEE-488. Los datos de los módu los son trasmitidos a través de la
tarjeta busLAC/E a la computadora para su anál isis.
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El software Millenium32 ofrece una interfaz gráfica basada en iconos para adquirir , procesar,
administrar y presentar los datos Cromatográficos de la base de datos Millenium32

• Todas las
acciones del usuario están realizadas para poder situar el puntero y hacer c1ic con el ratón.
El software millenium32 es compatible con windows 98 y windows NT. El sistema windows y la
multitarea, permite tener abiertas varias ventana s al mismo tiempo. El sistema windows y
multitarea le permiten ver la adquisición de datos de un ciclo de análisis en tiempo real mientras
se calculan los resultados de los datos adquiridos anteriormente, o se ajustan los parámetros de
integración de cualquier inyección anterior.

Las funciones del software son:

o Creación de Métodos de Proyecto.
o Creación de Métodos de Instrumento.
o Secuencia de Muestras.
o Creación de Métodos de Proceso.
o Creación de Curvas de Calibración con Múltiples Componentes .
o Generación y Diseño de Informes.

Administración de la Configuración.
o Almacenamiento, Respaldo y Recuperación de Proyectos de Datos.

2.2. Detector 2487 doble A.

2.2.1. Descri¡x:ión

El Detector de absorción Waters 2487 doble A, es un detector ultravioleta/vis ible (UVNis)
ajustable de dos canales diseñado para aplicaciones de cromatografía líquida de alto
rendimiento (HPLC).

El Detector de absorción Waters 2487 doble A funciona de 190 a 700nm. El Detector 2487 utiliza
componentes ópticos, con un sistema de iluminación que permite obtener un alto rendimiento, lo
que mejora la linealidad.

2.2.2. Componentes

Los componentes ópticos del Detector de absorción Waters 2487 doble A se basan en un
monocromador ajustable Fastie Ebert e incluyen lo siguiente :

o Lámpara de deuterio (02).
o Dos espejos: uno elipsoidal descentrado y uno esférico.
o Obturador, filtro de calibración de longitud de onda y filtro de segundo orden.
o Ranura de entrada.
o Rejilla de difracción holográfica plana espejada .
o Separador de haz.
o Fotodiodos de muestra y referencia.
o Celda de flujo Waters TaperSlil. (Su entrada es la ranura de salida del monocromador) .
o Soporte de cubeta.

Los componentes electrónicos del Detector 2487 controlan los siguientes componen tes:
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Placa preamplificadota: Recoge y procesa las señales de entrada analógicas enviadas por los
fotodiodos al microprocesador para su mayor acondicionamiento . Las señales de muestra y
referencia se integran y se realiza su conversión analógica-digital (AtO) en forma simultánea. De
esta manera. se obtiene el máximo rechazo de ruido en modo común en los dos haces y. en
consecuencia. una linea de base sumamente silenciosa.
Placa de control: Recibe datos de la placa preamplificadora. el teclado y eventos externos, y
controla los subsistemas de posicionamiento de los componentes ópt icos y la alimentación de la
lámpara.
Interfaz IEEE-488: La comunicación IEEE-488 permite al Detector 2487 comunicarse con otros
módulos Waters que tengan la capacidad de interfaz IEEE-488 y el software adecuado.
Teclado: Permite al usuario acceder al sistema de control . programar métodos. calibrar y
solucionar los problemas del Detector 2487.
Alimentación de la lámpara: Es controlada por el CPU para permitir el funcionamiento estable
de la lámpara de deuterio.
Alimentación de CC: Proporciona tensión para los circuitos analógicos y digitales. Es la fuente
de alimentación continua del detector.

2.3. Automuestreador 717Plus.

2.3.1. Descripción.

El automuestreador 717Plus inyecta muestras dentro del sistema de Cromatografía de Liqu idos
de Alta Resolución. El autornuestreador, puede ser utilizado como una unidad estacionaria única
o como un componente en un Sistema HPLC basado en una interfase IEEE-488.

2.3.2. Componentes y Subsistemas.

Panel frontal : Contiene una pantalla, teclas, y funciones clave. y provee acceso al sistema de
control.
Controlador del Automuestreador: contiene un microprocesador y memoria para el control de
todos los componentes del automuestreador.
Sistema de Transporte de la Muestra: Posición de las muestras en el vial, bajo el inyector.
Empaquetado del Liquido: Cont iene todos los componentes involucrados en la fase móvil y
muestra directamente en la columna. Desarrolla purgas y pruebas de compresión de la fase
móvil.
Inyector: Toma de la muestra (alícuota) del vial de la muestra, y llevada en el inyector hasta la
fase móvil. .
Jeringa: arrastra la muestra y comprime la fase móvil durante la prueba.
Sistema de Lavado de la Aguja: Limpia la salida de la aguja para prevenir la contaminación­
arrastre de las muestras.

2.4. Sistema de Entrega Muftisolvente 600E.

2.4.1. Descripción

El modulo Waters 600E, es un sistema de entrega multisolvente para cromatografía de líquidos
de alta resolución. Su función principal es el mezclado de las fases o eluentes colocados en el
reservorio, proporciona el movimiento de la muestra dentro del sistema para su separación y
cuantificación.
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2.4.2. Componentes

El Sistema de Entrega Multisolvente GOOE esta dividido en dos componentes :

Controlador GOO (unidad electrónica): Controla automáticamente la elusión del gradiente.
velocidad de flujo. temperatura del compartimiento de la columna. eventos externos.
Provee terminales en las conexiones y puertos de comunicación para la operación y control
externo de otros módulos. tal como detectores. automuestreadores . y sistema de cómputo.

Bomba GOOE: Contiene los componentes requeridos para mezclar y para entregar los eluentes
del reservorio de los solventes para el inyector y la columna. Tiene la capacidad de mezclar
cuatro eluentes (automezclado). Consiste de los siguientes componentes:

• Cabezal de la bomba: con 225 JlL o 100 JlL de volumen.
• Montaje de la válvula de proporción de eluente.
• Inyector manual.
• Válvula de descarga.
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Marca : Waters•3. RECEPCiÓN DEL SISTEMA

Propósito : Revisión para confirm ar que el equipo, sus módu los y accesorios se han
suministrado como se solicitaron, en ausencia de presenc ia de algún daño.

Instrucciones:

1) Desemp aca los componentes del sistema de las cajas.
2) Revisa los compo nentes del sistema recibido contra la orden de compra.
3) Revisa que los módulos, periféricos y sistema de cómputo, se encuentren en buenas

condiciones.

JL(j(j
OSIYl¡¡ol04

JUj(j
OSIYl¡¡ol04

JUj(j
OSIYl¡¡ol04

JL(j(j
OSIYl¡¡ol04

JL(j(j
OSIYl¡¡ol04

I .J!
i

¡
.J1

j

. ---~~ ,..---~~-.-::--_.~--_..-....
í Cumple Iniciales/ .

.JIx . Fecha ' .

Secuenta conCV itIsoftware
9>{j[ftnium32

•

Fecha

OSIYl¡¡ol04

. Resultado Esperado', Resultado ActualDescripción de Prueba

I

f :c-·j ~.i~!ema de Entrega -
u:tisolvente BODE.

l_~J_:on: tor c~~p_aq
I 5. CPU Compaq

El detector 2487 doble Ase
encuentrasin daño físico
visible.

Automuestreado, i f 7Plus ' -Ei-¡¡:uiOmuest,eado,i iipiUs-;se­
encuentra sin daño físico
visible.

·-EISistemadeEnt'ega ------·- -'iiSisuma-(k i:n·¡;;¡¡; ····
Multisolvente 6OOE, se 9>{u[/iso[venu 6QJE, se encuentra
encuentra sin daño físico sin tlañofisico visible.
visible.
El monitor del sistema de 'Elmonitortlefsistema tlecomputo, 1
cómputo, se encuentra sin daño seencuentrasin daiiofisico visilile. l'

físico visible.
BCPUélélsistemade C6mPUto, . 'ElCP'U tlefsistr;;;;;7eCJ¡;¡put ;;;;<- -+¡.-------t--;;= -;;--j
se encuentra sin daño físico enawrtro sin tlañofísico visible. , .J

L---- ...__._ ._=-__ .-t_v~isC'i;;::blc;e;... -rr-: ------+-:=---,.'7'--- 1--- -1- --:;,=-::--1
I 6 Tecl ado y Mouse Compaq El teclado y mOüse. se 'El tec{¡ufo!f mause, Se-e~c~I!~ ¡;" sin "
i . encuentra sin daño físico tlañofisico visible.

1
, ~~

1
, 7. Software Millenium Se cuenta con CO del software

Millenium32
•

i I

I
Verificó:

Inic iales
Nota: ¡;¡¡;ignijica "Cumple" y (x) No cumple.
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4. REQUERIMIENTOS DEL SITIO DE INSTALACiÓN

Propósito:Verifica que las condiciones de instalación sean adecuadas para el Sistema de
Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución. para comprobar que su ambiente de operación no
afecte su funcionamiento.

Instrucciones:

1. Verifica el Sitio de Instalación.

pp

Etapa Descripción de Prueba Resullado Esperado Resultado Actual Cumpk Iniciales/
No. "'" Wx Fecha ',e

11.
Dimensiones del banco de Longitud mínima l 30cm x Lon¡¡ituá154cm ;¡:J1ndio JUj(j
Instalación Ancho 9Ocm. l 04an. o¡ O8/!lIgo/04

I

1 2. Local ización 8 sistema no debe encontrarse 'Elsistemase encuentra en un JL (j (j

I

en un espacio cerrado . bajo un espacio abiertosobreuna mesa. o¡ O8/!lIgo/04
estante o cerca de una fuente
de calor.

3. Temperatura Entre 4 a 40' C de temperatura . 22°C o¡ JL(j(j
08/7I¡¡0/04

4. Humedad Relativa Máxima 80"10 HA. 43%W<. o¡ JL(j(j
08/7I¡¡0/04

5. Voltaje 110±10VAC 1193 vo[ts o¡ JL(j(j
08/7/¡¡o/04

1 6.
Frecuencia SOI60Hz GO.04:Hz JL(j (j

x 08/7I¡¡0/04

1 7. Servicio de Red La red está Instalada. Lo w{se encuentra instalada o¡ JL(j(j

I O8/!lIgo/04

I 8. Desechos de Reactivos Sistema de Desechos Instalado . 'Elsistemaáe desechos esta JL(j(j

I instalado.
o¡ O8/!lIgo/04

IVerificó: ?)'lL O8/!lIgo/04

I Inic iales Fecha

Nota: (oJ)significa "Cum le" y (x) No cum le.

-- Instrumento de Prueba I Modelo No. de Serie Fecha de CilIibraciónlFecha ¡"l nicUzlesl
Utilizado ,

-- de Pr6xinuz ColiÍJración ,p -Fecha ••
Tennohigrómetro Digital I JL(j(j
Vaisala (Sensor Temperatura) I HMP35E W3320004 301AbrlO41301Abr/OS 08/7I¡¡0/04
Termohigrómetro Digital I HMI38 V20S0010 301Abr/041 301Abr/OS

JL (j (j
Vaisala (Lector Temperatura) 08/7I¡¡0/04
Termohigrómetro Digital JL(j(j
Vaisala (Sensor Humedad HMP35E W3320004 291Abr/04 1291Abr/OS O8/!lIgo/04
Relativai
Termohigrómetro Digital JL (j (j
Vaisala (Lector Humedad HMI38 V20S0010 291Abr/041 291Abr/OS O8/!lIgo/04
Relativai

Multimetro Digital Fluke 187 77SOOO269 29/May/OS 129/May/OS
JL(j (j

08/7I¡¡0/04
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5. INSTALACiÓN DEL SISTEMA DE COMPUTADORA Y MODULOS CROMATOGRÁFICOS.

Instrucciones

1. Desempaqué y coloque la estación de trabajo en el lugar designado.
2. Instalar el teclado y ratón.
3. Instalar el sistema de computadora y el monitor.
4. Conecte la estación de trabajo directamente con los módulos cromatográficos usando la

tarjeta de interfase busLAC/E (interfase IEEE-48B). Asegurar que la tarjeta este
instalada correctamente en la Unidad de Procesamiento Central del sistema de la
estación de trabajo.

5. Conectar los módulos cromatográficos en la tarjeta busLAC/E usando la interfase del
cable IEEE-4BB.

6. Conectar y configurar los periféricos (Impresora).

62.9 cm

1~483cm

f
635cm

43.2cm

Figura 1. Esquema de la Instalación del Sistema HPLC.

0Ib1. IEEE-41

~.. .,
computl<2Orl

Figura 2. Esquema de las conexiones de los módulos al Sistema de Computo.
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5.1. Verificación de la Instalación de las Conexiones del Sistema.

Propósito: Verifica y documenta que la instalación de las conexiones entre los módulos del
sistema de computo, se encuentren adecuadamente conectados.

Instrucciones:

1. Verifica la Instalación de las Conexiones del Sistema.

pp y()() g ifi

Etapa Descripci6n de T Resultado Esperado Resultado Actual Cumple 1;1nidales!
h No. Prueba , Vfx Fecha

I 1. Cable de energía a la : El cable de energía se encuentra 'Elca6kle ener¡¡úJ ató conectado en fa JLt:j(j
Unidad de j conectado de la parte trasera del partetraseral e!C'P'U a fa .J 081%0104

I proce~(~iento ¡CPU a la alimentación eléctrica. al1menbUión e1ictriaz.
Central CPUl.r Tarjeta busLAC/E : Se encuentra en la parte trasera de Seencuentra en fa parte trasera le fa JL (j (j! 2. .Jj ¡ la unidad de Procesamiento Central. unitfalde Procesamiento Central 081%0104í3:---- .._.-

i Se encuentra en la salída del Seenawitraen fasalUfa átfMO'D'E!M JL(j(jRed

i ! MODEM de la Unidad de l e fa'llnilalde Proasamiento .J 081%0104
I ! Procesamíento Central. Central
r - - "

Monitor i Se encuentra conectado a la salida Seencuentra conectado a fasafilo '1?5- JL(j(j1 4.
, RS-232 de la Unidad de 232 le fa'llnilolde Proasamiento .J 081%0104I Procesamiento Central Central

5. Impresora I El cable de energía se encuentra 'Elca6kde enu¡¡íJJ se encuentra JL(j(j
conectado de la parte trasera del conectado de faparte trasera átf .J 081%0104
monítor a la alimentación eléctrica. monitor a faaI1menbUión e1ictriea.

I Se encuentra conectada en la salida Seencuentra coneaadaen fasalidaátf JL(j(j
, del puerto paralelo de la Unidad de puerto para fefo de fa'llniáoltÚ .J 081%0104i Procesamiento Central. . ProusamientoCentral:

6. Sistema de Entrega ¡ El cable de energía se encuentra 'Elca6ktÚenu¡¡íJJ seencuentra JL(j(j
Multisolvente 600E ! conectado de la parte trasera del coneetalo tÚfaparte trasera átf .J 081%0104

I sistema de entrega multisolvente a sistemade entrrgamuftisolrJentea fa
1 la alimentación eléctrica. al1menbUión e1ictriaz.
! Conectado por un cable IEEE-488. Coneaado por unca6k /'EXFr488, tÚ JL (j (j
¡ de la tarjeta busLACIE a un conector fa tarj<ta 6usL5lCI'E a unconector .J 08I!A¡¡oI04
! IEEE-488 del controlador de la l'EXFr488 l e!contralador tÚfa

I !bomba. 60m6a.

! 7. Automuestreador ! El cable de energía se encuentra 'Elca6k le energúJseencuentra JL(j(j
717Plus I conectado de la parte trasera del conectad»l e faparte trasera átf .J 081%0104

; automuestreador a la alimentación eutomuestnadora faafimenbUión
¡ eléctrica. e1ictriaJ.
! Conectado por un cable IEEE-488, Coneaado por unca6k l'EXFr488, átf JL(j(j
! del Sistema de Entrega Sistenul tÚ'Entrrga MultisolrJente al .J 081%0104
¡ Multisolvente al conector IEEE-488 conectorl'EXFr488 le!
! del Automuestreador 717Plus . >lutomuestmzlor 717Plus.;

8. Detector 2487 doble : El cable de energía se encuentra 'Elca6kle enu¡¡íJJ S< encuentra JL(j(j
A. i conectado de la parte trasera del coneaadotÚfapaTt< trasera l e! .J 081%0104

i detector a la alimentación eléctrica. tÚteaora faalimentacián e1ictriaJ.
i Conectado por un cable IEEE'488, Conectadopor unca6k l'EXFr488, átf JL (j (j
¡ del Automuestreador 717Plus al >lutomuestmzlor717PfusalDetector .J 081%0104
! Detector 2487 doble A.. 2487106H.¡

Verificó: Y>lL 081%0104

Iniciales Fecha
Nota: Ni si ni Ica "CUIR le" x Nocum le.
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6. IDENTIFICACiÓN DE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA.

6.1. Sistema de Entrega Multisolvente 600E.

Propósito: Verifica y documenta las características de diseño e identificación del Sistema de
Entrega Multisolvente 6DDE.

Instrucciones:

1. Verifica las características del Sistema de Entrega Multisolvente 6ODE.

pp y ( )()gijic

Etapa Descripción de Prueba Resultado Esperado ' ResultadoActual

~
C:Cump/e Inicialest

No. '.:p. '¡'v/ x Fecha
1. Nombre del Modu lo Sistema de Entrega Sistema de'Entrr¡¡a V JLqq

Multisolvente. Serie GOO. :Muftiso(vente,Serie 600. OS/Jll¡¡o/04
'.,_ ._.- ---- - - ---_ .

JLqq2. Marca Waters 'Waters V
.._..._.~~-_. .~.__._.._..._---_...._----- - .•,!!!~/04
3.

.M"o¡¡e¡o-------.-
GOOE 6fXlE V

JLqq
OS/Jll¡¡o/04

4. Número de Serie de la J99GOF007M J9960'!"OO7:M V
JLqq

bomba OS/Jll¡¡o/04

5. Número de serie del M99GCE318T :M996CE31fl V
JLqq

controlador OS/Jll¡¡o/04
~.-..

6. Número de Revis ión del 4.2 42 V JLqq
Firmware OS/!il¡¡o/04

7. Localización Cuarto 512 Cuarto 512 V
JLqq

OS/Jll¡¡o/04

8. Uso Entrega de sOlvente, para 'Entrr¡¡a áesoloente, para JLqq
cromatografia de líquidos de cTOlTUl tografú' le fú¡uúfos le afta V OS/Jll¡¡o/04
alta resolución. resolud án.

9. Dimensiones de la Bomba 22.8x 55.8x 27.9cm (Altura, 22.8:(55.8:(2rso« (5útura, JLqq
longitud y ancho). wngituá!f ancho]. V OS/Jll¡¡o/04

1

lO. Dimensiones de l 17.7x S3.9x 28.5cm. 17.7:(53.3:(285an. JLqq
Contro lado r (Altura, longitud y ancho). (5útura, wngituá!f ancho]. V OS/!ílB0 / 04

11. Manua les Guia de/ Instalación y quíaád instalación !f JLqq
Mantenimiento. Sistema de :Mantenimienta. Sistel7Ul le I OS/Jll¡¡o/04
Entrega Multisolvente Waters 'Entrr¡¡a :Muftiso(vente 'Water:s
GOOE, Guia del Usuario. ISistema de Entrega GaJE. q uia ldUsuario. Sistel7Ul V
Multisollvente Waters GOOE y le 'Entrr¡¡a :Muftiso(vente
Guía de Inicio Rápido. Sistema 'Waters 6fXlE !f quía le Inicia
de Entrega Multisolvente 'l(ápUlo. Sistel7Ul le 'Entrr¡¡a
Waters GOOE. :Muftiso(vente 'Waters 6OOE.

Ver ific ó: yu OS/!ílB0 / 04

Iniciales Fecha
Nota: N: si ni a "Cum le" x No cum le.
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Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revi sión : 1.0 •

Marca: Waters

6.2. Detector de Absorbancia 2487 Doble A.

Propósito: Verifica y documenta las características de diseño e identificación del Detector de
Absorbancia 2487 doble A.

Instrucciones:

1. Verifica los componentes del Detector de Absorbancia 2487 doble A.

i
r Etapa

No.
1.

Descripcwn de pru~eSUltado Esperado =1 Resultado Achull cUJ:: le . l"l:e~h:s/

Nombre del Modulo Detector de absorbancia. ! 'Detector áe absorbancia. ..J i JUjlj
i i i ~5lgo~[i:---·· Marca· ·· - · -- --- ---· ·Wate;s:-··· · ············T·;¡:¡;;;;;s: ···- ··· ···- · ·_--~--r-·yLljq-

;.3.---'- Modelo - -- .- -- .• . . .--. 2487dobie ~ :· · ·- · - · · ··· ·t·248i!;6{;;i:-· - -· ..J I'-~:i:"

JLIjIj
O8I5lgoI04

JLIjIj
081%0104

JLIjIj
0815lgo104

JLIj Ij
0815lgo104

JLljIj
O8I5lgoI04

1.01

:M99487214M

1.01

M99487214M

Número de Revisión del
Firmware

Localización

Número de Serie

Uso

i 4.

~--+=--~c---=---;-;-;---;--:--+---;..,..----.---..- -.._....-¡ 5.
~...--...----=--,.-.-------t----~==~:;..:_jI6. Cuarto 512 ICuarto S12

l:~. ..-,.-.~----.t_D~e-tec-t-o-r .d_e__1A~~~~Ode i~eré~0e¡;¡t;;;¡ef-;-:~:-na-ú-;:.to-¡{,7e-:l:-nter-es:-. .-t----+--~-i;;::;__j
i 8 Dimensiones del Detector 20.8x 50.3x 28.4cm. -_·j··ZO.8o\: S03 o\:28.4cm.
I . (Altura. longitud y ancho). I(5IItura, úmgituá!f ancho}.

9. Manuales JLIjIjI 0815lg0104

Verificó:

Iniciales
Nota: (..J) significa "Cumple" y (x) No cumple.
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Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

6.3. Automuestreador 717Plus .

Revisión : 1.0

Marca : Waters•
Propósito: Verifica y documenta las características de diseño e identificación del
Automuestreador 717Plus.

Instrucciones:

1. Verifica los componentes del Automuestreador 717Plus.

Waters

,
8.,

1

t

I
9.

Modelo

Número de Serie

Dimens iones del
Autom uestreador

Manuales

Iniciales

717 Plus.

AOO71P030M

Cuarto512

Inyección de las Muestras.

B.Bx 59x.53cm.
(Altura. longitud y ancho).

JUj(j
0815l¡¡o104

JL (j(j
081J1gol04
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Protocolo de Calificación de Instalación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revis ión : 1.0 •

Marca: Waters

6.4. Hardware.

Propósito : Verifica y documenta las características de diseño e identificación del Hardware del
Sistema de Computo.

Instrucciones:

1. Verifica los Componentes de la Computadora.
2. Verifica los aparatos periféricos.

Descripción de Prueba

"
Resultado Actual

Modelo del CPU Compaq BLS

No. de Serie del CPU 6943BZL2K155

Mayor a 166MHz

Mínimo 64MbMemoria RAMI 4. 254M6 I ..¡ JLq(j
i i 08/p.¡¡0/04

Capac idad Total de Disco
Duro

Mínimo 2.5Gb 8lj6

Monito r SVGA 800x600 pixeles.
Conexión RS232.

-S'I!lj~ 800x§00 p~des,

Co~n~2.

7.

8.

Teclado

Mouse

Disquete

Impresora

Compaq. conexión Ps/2

Compaq. Conexión PS/2

3.5 Pulgadas 1.44Mb

HP tasser, conexión en
Paralelo.

Compaq, conexion PS/2

Compaq, Conexián PS/2

¡ JLqq
¡ ..¡ I 08/:400/04

; I JLq(j; ..¡
¡ I 08/:400/04

..¡ I JLq(j
I 08/:400/04
I

..¡ I JLqq
i 08/:400/04
L.-..._

Inic iales Fecha
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Protocolo de Calificación de Instalación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revi sión : 1.0

Marca : Waters•6.5. Software Millenium32
•

Propósito: Verifica y documenta las características de diseño e identificación del software y la
Instalación del Software Millenium32

, versión 3.20. .

Instrucciones:

1. Instalar la configuración Estación de trabajo, y verificar.que los componentes son
apropiadamente instalados. .

2. El software Millenium32 ha sido apropiadamente instalado, siguiendo el procedimiento de
la sección 6.6.

3. Los archivos del software Millenium32 han sido instalados en el sistema y no están
dañados y son idénticos a los archivos de WATERS.

. 4. Verificar los archivos del software.
• Durante la instalación del software millenium32

, la corrida automática del software
verifica la integridad de los archivos. Esta verifica que los archivos del disco no
estén dañados durante la instalación.

5. Si se detecta algún archivo dañado, la instalación es abortada. Para esto se tendrá que
volver a correr la instalación y la verificación de archivos.

6. Verificar el éxito de la Instalación del Software Millenium32 (Archivo IO.TXT).
• El programa esta configurado para realizar una verificación de los archivos,

durante la instalación, y crea una bitácora de verificación de archivos con el
nombre IO.TXT.

• En una instalación exitosa, el archivo IO.TXT no presenta errores (archivos
perdidos, cambios en la hora, fecha, o cambios en el tamaño de los archivos).

.' Guarda una copia del archivo IO.TXT para verificar que la instalación del software
ha sido llevada acabo satisfactoriamente.

Sistema Operativo Windows NT 'Wináows 'J(J'

Versión 4.0 4.0 .;
Copia de Respaldo del
Software

Se cuenta con copia de
respaldo del software.

Indica una Instalación del
Software exitosa.

Secuenta con COpÚI áe re.spa{¡{o
áe!software.
Indica una Instalaciáti áe!
Sof twareoritosa. I

.;

.;

Disquete 3.5 Pulgadas 1.44Mb 3.5Pufgaáas1.44M6 .; JUj fj
08/5!B0/04

FechaIniciales

!9 . Impresora ~:r~~.er, conexión en :Jfp Lasser,conexián en ParafeIo . I .; I ol~~04

~ ¡i¡;rif¡cÓ:------------;::=----'--'- '--------08::::/05!B=-o~/04:-;-"" - - ......__..._._.. .. -'-- L _ _

L _
Nota-: ("C'';T)-s,''C'g-n7.iji''',c-a-:'':':C'''u:::m'''"p71e'';",-y-(,-x''C') 7N'-o-c-lI-m-p71e-. - -----= ='--- -- -- - -------- - - - --- -'
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Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revisión : 1.0 •

Marca: Waters

6.5.1. Instalación del Software Millenium32
.

1. Cerrar todas las aplicaciones que se estén utilizando y reiniciar la computadora.
2. Verificar 3ue el espacio en disco duro sea adecuado para instalar el software

Millenium3
•

3 . Insertar el CD dentro de la unidad de CD-ROM. La instalación del programa comienza
automáticamente, y aparece la pantalla Bienvenido (figura 3).

Figura 3. Mensaje de bienven ida del software Millenium32
•

4 . Hacer clic en Next. Aparece la caja de dialogo de contrato de la licencia del software.
5. Lee el contrato, haz clic en Yes para aceptar el contrato. La información que aparece en

la caja de dialogo es importante para la información de instalación.
6. Lee el cuadro de dialogo leeme y posteriormente haz clic en Next , aparece la caja de

dialogo.
7. Haz clic en Tipical para instalar el software Millenium32

• La instalación de los archivos
comunes DLLs aparece.

8. Para instalar todos los archivos DLLs, hacer click en Yes (recomendado), llena los
espacios con los datos solicitados.

9. Haz clic en Next. Confirma el registro en el cuadro de dialogo que aparece, presiona
Yeso

10. Haz clic en YesoLa caja de dialogo de la instalación del controlador busLAC/E aparece.
11 . Seleccione el tipo de instalación apropiada para el BusLAC/E, entonces haz clic en Next.

La caja de dialogo de instalación del sistema DLLs aparece.
12. Haz clic en Yeso La caja de dialogo del programa directorio, selecciona el disco duro

para la instalación de los archivos del programa Millenium32
, posteriormente hacer click

en Next.
13 . Selecciona el disco duro para la instalación de la base de datos de Millenium32

, entonces
haz clic en Next. El programa seleccionado de la caja de dialogo Selección del
programa.

14. Haz clic en Next. La pantalla de configuración de Mlllenium32 aparece (figura 4).
15. Después que los archivos del software Millenium32 hayan sido .instalados, en la

computadora. Haz clic en Ves, I want to restart my computer now, entonces haz clic en
Finish para reiniciar la computadora y terminar la instalación.
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Revisión : l.o.
Marca : Waters

16. Después que la estación de trabajo ha sido iniciada. un comando en la ventana aparece ,
indicando que los archivos DLLs han sido registrados.

Figura 4. Pantalla de configuración del Software Millenium32
•

7. REPORTE DE NO CONFORMIDADES.

No. de No
Conformidad

Referencia de
Prueba

3. Requerimientos
del sitio de
instalación.
Etapa No. 6

Prueba! Parámetro

Frecuencia

Especificación: SO/60Hz

Resultado: 60.04Hz

Resolución

No existe impacto en el
desempeño de los
componentes del sistema
conectados a la energía ya
que los Hz se refieren al
número de ondas de luz.

Firma! Fecha

JUjr¡ OSI5l¡¡ol04
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8. ANEXOS.

Fecha: 07/Agosto/2004

Revis ión : 1.0 •

Marca: Waters
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Protocolo de Calificación de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

1. INTRODUCCiÓN

Revisión : 1.0

Marca: Waters •
La Calificación de Operación del Sistema de Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución
Marca Waters, debe demostrar y proporcionar evidencia documentada, de que cada modulo del
sistema funciona de acuerdo a la especificaciones operacionales de fabricante, en el ambiente
seleccionado de instalación.

1.1. Propósito

Este protocolo aplica a la Calificación de Operación, del Sistema "Cromatógrafo de Líquidos de
Alta Resolución" Marca Waters.

1.2. Alcance

Este protocolo cubre los requerimientos críticos para verificar, evaluar y documentar, la
operación correcta de cada componente del sistema.

1.3. Instrucciones

1) Registrar las instrucciones que deban ser seguidas para ejecutar este documento.
2) El Protocolo de Calificación de Instalación del Sistema debe estar cerrado para poder
continuar con el presente Protocolo de Calificación de Operación.
3) El Protocolo de Calificación de Operación del Sistema debe estar completo y aceptado con
base en el Cumplimiento de las condiciones siguientes:

• Las pruebas de operación del sistema, cumple con las especificaciones o criterios de
aceptación.

• Cuando proceda, todas las no conformidades han sido documentadas adecuadamente en
el Reporte y Resueltas (sección 7).

Una no conformidad se presenta cuando no alcanza o no iguala el criterio de
aceptación.
Se cambia el criterio de aceptación.
No se sigue el procedimiento o instrucciones de prueba.

• Firma y fecha cada apartado de prueba una vez realizada la acción, es decir, en el
momento en que se genera.

• Para su Aprobación Final, todas las no conformidades deben estar cerradas (o ausencia
de toda no conformidad).

3) El protocolo ha sido concluido de acuerdo con las Buenas Prácticas de Documentación .
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Protocolo de Calificación de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

2. PRERREQUISITOS.

Revis ión: 1.0

Marca: Waters •
Propósito: Antes de realizar y ejecutar las pruebas de la Calificación de Operación debe haber
sido completada la Calificación de Instalación, para evitar alguna contribución de error, al método
de prueba, que pueda tener impacto en los resultados de la Calificación de Operación y
Desempeño.

Etapa Descripción de Prueba Resultado Esperado Resultado Actual Cumple Iniciales/
No . v/x Fecha

1 1. Hardware, instalado. El Hardware está instalado. I 'El:Jfar¡{wart I!5tá instalado. V JL(j(j
! 091%0104

! 2. Software Millenium~, El Software Millenium"" esta 'ElSoftwart !MiffeniumJZ <Sta
JL(j(j

I instalado. instalado. instafaáó. V
091%0104

1 3. Sistema de Entrega Sistema de Entrega 5istt1TUl tÚ 'Entr<¡¡a !Mu{tiso{vent<

i Mult isolvente BODE, Multisolvente GOOE está 16alE tst á instafaáó. V JL(j(j

I instalado. instalado. 091%0104
I

1
4

.
Detector 2487 doble 1\, Detector 2487 doble 1\está Deteaor2487 áó6fe,,\estd

JL(j(jinstalado. instalado. instafaáó. V
L_.__ 091%0104

Automueslrea'(jc;r717 ' - -
~._----_....__._.~ 1-----. ----_.

l 5. Automuestreador717 Plus está 5IuttJntU<.StTtatfor717 plus<Stá
JL (j(jPlus , Instalado. instalado. instaiado. ..J

091%0104

6. Protocolo de Calificación Protocolo de Caliñcación de ProtJxDfa tÚ Cafijiauión tÚ
de Instalación Instalación completado Instafizábn amtpfetalÚJ. V JL(j(j
completado. 091%0104

7. Mantenim iento Prevent ivo, Mantenimiento Preventivo !MantOlimiDlto Prtvtntivo
JL(j(jrealizado. tenninado. rmninaáó. ..J

091%0104

IVerificó: Y5lL 091%0104

l Iniciales Fecha
Nota: ( V) SIgnifica " Cumple" y (x) No cumple.
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Protocolo de Calificación de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

3. SOFTWARE MILLENIUM 32
•

3.1 . Inicio del Software Millenium32
•

Revisión : 1.0

Marca: Waters •
Propósito: Ver ifica y comprueba que el software de aplicación Millenium32 inicia correctamente,
mediante el ingreso a la aplicación y revisión de la configuración de los instrumentos
cromatográficos asociados al sistema HPLC.

Instrucciones:

1. Encienda los instrumentos como a continuación se indica.
2. Instrumentos Cromatográficos (rutinas de diagnostico).
3. Dispositivos periféricos (impresora).
4. Estación de trabajo Millenium32

•

5. Haga clic en el Botón Start (inicio) del software Millenium32
, que se encuentra en la barra de

tareas.
6. Seleccionar programs (programas) Millenium32 y a continuación Millenium32 Login (iniciar

sesión).
7. Ingresar User (Usuario) y Password (Contraseña).
8 . Verificar la configuración de los sistemas Cromatográficos.
9. Posicionarse con el puntero en Configure System y con el botón derecho del mouse

seleccionar acquisition.
10. Verificar los instrumentos cromatográficos configurados.

1Etnp¡; Descripción de Pruebao. Resultado Esperado Resultado Actual Cumple Inicialest
No. -JJx Fecha

! 1. Inicio del Software de Iniciala sesión Iniciafasesión elsoftware JUj(j
Aplicación Millenium" . automáticamente el software :MiIknium32. ..J

l~--.- Millenium". 09/5l¡¡o/04
....~.•...

Ingreso de User y El acceso al sistema es exitoso 'Elacceso alsistemaeso¡jtoso!J
--

2.
Password para acceder el y se visualiza la pantalla de Run se oisualiza fapantalla áe '[(un ..J

JL(j(j
sistema. Samples. i .5ampfes.

09/5l¡¡o/04

3. Verif icación de los Aparece el sistema ::tparea elsistema
j instrumentos cromatografico configurado: cromatografim configuraáo: ..J

JL(j(j
i cromalográficos 600 717 2487 Syslem. 09/5l¡¡o/04
L-_~9urados.

600 7172487 S!Jstem.

¡ Verificó: y.u 09/5l¡¡o/04

I Iniciales Fecha
Nota: (..J) SIgnifica "Cumple" y (x)No cumple.
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Protocolo de Cali ficac ión de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revi sión : 1.0

Marca : Waters •4. VERIFICACiÓN DE OPERACiÓN DEL SISTEMA DE ENTREGA MULTISOLVENTE GOOE.

4.1. Encendido del Sistema de Entrega Multisolvente GOOE.

Propósito: Verifica que el modulo inicia correctamente mediante el encendido y desarrollo de los
autodiagnósticos de rutina.

JL(j(j
09/5l¡¡o/04

r~~~;,~·l~~:~r:;;:~e::~;~;;'-.El cab~:::::~P:;~:_ " '-'-~'Tl¿~~;~;~;~;~;~- ._C~:'~·t~n::~~
1 ! energía del panel posterior encuentra co~ectado a la fuente ! conectado a [afuente de .1 I JUj(j
I Ise encuentre conectado a de alimentaci ón. j Ii . . v 091"" /04¡ la fuente de alimentación , 1 a imentaaon. " 000

I tdel sistem a 600E. J

r-Z-.-- Presi ona el bo tón de ' - ' El sistema automáticament e ' - ¡ V sistemaautomáticamente
¡ /1 encendido On/ Off, en la realiza un autodiagnóstico y en I realiza un autodiaqnosticor¡en
: pos ic ión encendido (ON). la pantalla aparece el indicador ! fa [{¡ el i di: á.
, . "Power up Diagnostic Status : ! panta a aparece 10 lCtI or

,.,.,,
! i oic. I "Power up 'Diagnostic Status :

, 600E Grad ient Contro ller aJ(".
I 6(XJE GradientController

JL(j(j
09/5lgo/04

Aparece en la pantalla el
sistema configurado con el
automuestreador 717Plus y
Detector 2487 doble A.

Iniciales

! 3. Despu és que aparezca el I Jlparece en fapantalla el sistema
¡ ind icador"Power up I configuraáo cone[

1,,

1 Diagnostic Status : ox, 1

I
automuestteador 717P[usr¡

presiona r la tecla setup en
la panta lla de l contro lador, 'Detector 2487 á06ftA.

! presio nar s yst em 1
L-. - _Configuratj!!!!o_= __----L---------.---.,~.-l=_=_.--.-.-----_.__.~l .L lIVeri fi có: ?:::tL 09/5lgo/04

IL. ~==~. ~F~ec"'_h~a, . --'

Nota: (:¡j SIgnifica "Cumple" y (x) No cumple.

4.2. Verificación de la Exactitud de la Presión.

Propósito : Verifica y comprueba la calibración de la presten a Opsi, como diagnost ico de
funcionamiento del sistema de entrega multisolvente GOOE.

pp y ( )( ) g iJi

Etapa . Descripción de Prueba Resultado Esperado ! Resultado Actual Cumple Iniciales!
No. Wx L Fecha

I 1. Seleccionar en la bomba Aparece la pantalla Diagnostic . i Jlparece fapantaffa 'Diagnostic.
flujo de OmLJmin., en el ! . ,¡ JL(j(j

I menú msin, pres io nar la I 09/5lgo/04
~Ia !!!!!g.!!..age. i

~.__..-
~----- --p . Pres io nar la tecla User Aparece la pantalla User IJlparece fapantalla 'User ,¡ JL(j(j

Main page. Maintenance. 7>faintenance. 09/5lgo/04

3. Pres ionar la tecla Cal Aparece la página Cal ibrat ion . I5'lparece fapáginaCafi6ration. ,¡ JL(jfj .
Page. 09/~/04

4. Pres io nar la tecla Aparece la página AutoZero. 15'lparece fapágina5'lutoZero. ,¡ JL(j(j
Autozero page. 09/!Ano/04

I 5. Pres ion ar Autozero La presión final del sistema ! La presiónfinares Opsi. .J JL(j(j
Pressure. mostrada en la pantalla es Opsi. 09/!Ano/04IVerificó: ?:::tL 09/5lgo/04

Inic iales Fecha
Nota : r :.]l si ni lea HClIm le" x Nocum le.
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Protocolo de Calificación de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revisión : 1.0

Marca : Waters •4.3. Prueba de Exactitud de la Velocidad de Flujo

Propósito: Verifica y documenta que el modulo de entrega de solvente tiene la capacidad de
mantener exacta y consistentemente el flujo de la fase móvil preseleccionado, para proveer
interacciones estables y repetibles entre los analitos y la fase estacionaria. Ya que una exactitud
pobre en la velocidad de flujo puede afectar los tiempos de retención en la separación de un
analito.

Instrucciones:

1) El sistema de entrega multisolvente debe encontrarse encendido.
2) Coloca 2000mL de agua grado HPLC e inserta las cuatro líneas A, B, C y D, previamente

filtrada (filtro de 0.45micras) y desgasificada (desgasificación con helio por 45 minutos).
3) En el controlador de la bomba, selecciona para cada línea 25%.
4) Selecciona velocidad de flujo de 4mUm in.
5) Después de 10 minutos reduce la velocidad de flujo a O.OmUmin.
6) Coloca un vaso de precipitado de 100mL, a la salida de la tubería antes de insertarlo a la

columna del automuestreador 717 Plus.
7) Verifica que el desgasificador se encuentre encendido, selecciona velocidad de purga 100%

A.
8) Establece un flujo de 0.25mUmin , en el campo de velocidad de flujo en la pantalla status, y

presionar Enter.
9) Cuando el flujo y la presión son estables, paralelamente inserta a la salida de la línea una

probeta graduada de 50mL y mide el tiempo con un cronometro.
10) Para el cronometro hasta colectar el volumen descrito en la siguiente tabla.
11) Registra el tiempo en minutos. Y registra la presión del sistema.
12) Calcula la velocidad de flujo utilizando la siguiente ecuación y regístrala; repite nuevamente

la prueba para cada una de las siguientes velocidades de flujo por duplicado.

Velocidad de Flujo = mL de agua colectados en la probeta! tiempo en minutos,

U J095
1.0129.8883

___~;:.~_ ~ ~:~:~:~~_~~:~~~ ¡_Presión(~:rtemaj_~~~~_:~~_ FIU~i:;;~~ J__. ;:'~~:
1. v I id d d FI . o25 U . I 35 : 19.85 I 0.252 .I

eoco.~ e UlO • m mm, , i I L 0.2515
_~ '_ 1~lecc oon de Volumen 5mL. r 35 I 19.92 . I 0.25~
1. t · i

I-=--- -i Veloc idad de Flujo 1.0mUmin. i 82 ! 9.93 1.007
2. Colección de Volumen 10mL

275 I

Fecha

O9/Jlgo/04

09/Jl¡¡0/04

8.08 2.475 I

I
2.469

8.12 2.463

9.94 5.aJO I,
5.043

9.89 5.056

I

t-

Fecha

272

174

1721.
Velocidad de Flujo 2.5mUmin.

2. Colección de Volumen 20mL

1. IVelocidad de Flujo 5mUmin.
2. Colección de Volumen 50mL

Revisó: JUjq

Iniciales
Verificó: ?:U

Iniciales
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Cumple
"/x

• Inicialesi l'

Fecha
I

__._L __._~__! ~~
¡ JUj(j ,

..¡ i 0915lg0104 1
._..__...._,.._....._ - ¡------j

I ..¡ I JL(j(j I
I . 0915lg0104 I

- .... --------1- I
.. ..¡ ¡ JL(j(j I

, 0915lg0104 I

I

2.469

5.043

0251 5

1.0095

Marca : Waters

Rev isión : 1.0

Fecha

0915lg0104

1.0%O.OlmUmin.

Resultado Esperado

0.25%0.OO25mUmin.

r ·Res-u-lta-d-o-A-ci~al--r
• . . 1-1 -~'---!-~=c--_1

:rlU

Iniciales

Descripc ión de Prueba

Protocolo de Calificación de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Veloc idad de Flujo O.25mUmin.
Colección de Volumen 5mL

Nota: ( ) significa "Cu mple" y (x) No cumple.

Etopa
No .

1.

i ;3. --·-·- · · ·-r-Veloc-i(iad-·de-F·i·üJo--2~5·mijiñTñ-~···-'- .....-.•-- ..-.-..---.- ..------..--.----.-- ..•-..----.--.
IColección de Volumen 20mL , 2.5%0.025mumin·._._

L
__..._

4. --n rclocfdacfde AíJjosmUiñfñ.------l- ---- ---------
. Colección de Volumen 50mL 5%O.05mUmin.

Verificó:

No. de Serie Fecha de Calibración! Fecha de
Pr éxima Calibración •....

Iniciales/
Fecha

241May/05
JL (j(j

091.919°104
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Protocolo de Calificación de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revi sión : 1.0

Marca : Wat ers •4.4. Prueba de Proporción del Gradiente.

Propósito: Comprueba y documenta la capacidad de la bomba para trabajar con perfiles de
gradiente. al proporcionar una mezcla de las líneas de solventes de manera gradual , en un
intervalo de tiempo definido.

Instrucciones:

1. Crea un Método de instrumento en Millenium32
• para desarrollar la prueba de proporción

de gradiente de acuerdo a las siguientes composiciones.

Etapa ¡. Tiempo (min. ) Velocidad de
! Finjo (mUmifL) % Linea A % Linea B

g-;;~~u:tt1J;¡;t· · -'!'-J
2. Haz clic en la lista de instrumento en el automuestreador 717Plus y selecciona Off.
3. Guarda el método como Prueba de Proporción de Gradiente (AlB y C/D).
4. Coloca en la línea de entrega A y C. SOOmL de metanol al 100%. Yen la línea B y D

coloca una solución de propilparabeno (0.00S6mg/ mL) en Metanol SOOmL.
S. Coloca una tubería para conectar el sistema.
6. Purga todas las líneas por 10 minutos a una velocidad de flujo de 2mUmin.
7. Desarrolla un inyección sencilla de tul, de metanol de 24 minutos de tiempo de corrida

usando los iconos Prepare (preparar) e Inyector (Inyectar).
a. Proceso de resultados: Llevar el channel dentro de Review. Haz click en Processing

Method Wizard.
9. Con el ratón verifica que los resultados de AU (Unidades de absorbanc ia) en el

cromatog rama.
10. Realiza los cálculos de proporción de gradiente, tomando como base el 100% de la AU

(unidades de absorbancia) del pico máximo del cromatograma.

JLq(j
09/.9l¡¡0/04

JL(j(j
09/.9l¡¡0/04

JL(j(j
09/5lÍio/04

JL(j(j
09/5lÍio/04

Resultado
Actual

I 100% : .JJ- _ -.-t-- .-.-----+--"--------1t-- 81.7% ! .J

I
~;:~%·--· I----·-.J---l----,:-:"=-::---I

--r-.----f-:.:..,;~:z...:-I

I 41.7% l

03074

02 091

I
Resultado Esperado 1Resultado AU

(Unidades de
Absorbencia1

Descripción de Prueba

4.

i 1. JProporción de gradiente : I

L línea AlB etapa inicial. i 100% i 0.5004
: L - "P, ,;pOrcióñ<ili-gradieñ¡e- l - - - -- - - -- - - r - - ·

! I I~-"a AIB. eta~~~ L 80 ± 2% 1_ 0.4089

3. Proporción de gradiente I I
línea AlB, etapa 2. I 60 ± 2% I
Proporción de gradiente I 40 ± 2% I
línea AlB, etapa 3. i

I Etapa
! No.

JL(j(j
09/.9l¡¡0/04

- -
JL(j(j

09/5lÍio/04

I S. Proporción de gradiente ¡ 1I 0.10'57 21.1% I . t
línea AlB. etapa 4. 1 20 ± 2% ,

f·····-····· Proporción de gradiliñte " -' -+" .-.- -.-.. . '-'1 .-.- ----..-..- - -- ······1············- _-

L:'__-'~~:' ~B..~t~Il~~: L._~.~.~O~o __.__L_._ O·~~~_._.L.....~:~:~ . _ ..L._.~._---'---====-l
I Verificó: y.<lL 09/.9l¡¡0104

l_-·Ñota::-·(·;¡)-;ig-;;¡ji¡;; ~~~~~~7;;;Y7~j N~-;;~---;'P¡-¡" -" .' --__._ .i~.!. _. . .._ .-...---.---.-.--.-.- - --- - - - - - --'
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Protocolo de Calificación de Operaci ón

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Rev is ión: 1.0

Marca : Wate rs •

Fecha

W I;llgol04

..¡

..¡

41.8%

100%

61.5%

81.6%

! JUj(j 1___-+1___ ~ __J W;:~04 I
__-11_ _

0

• _~ WI5lgol04 1

I ~~ I
I WI5lgol04 I
,1

1 JL(j(j
. W I5lgol04

0.5010

0.4092

02098

03086

Resultado -"'- 'cu'-;;¡;re-
Actual ! "Ix

-!:!~~=~+ c oo. o_ _ +---:::-==----j

ResulJado AV

l (Unidades de
AbsorbancÜl

() g ifi p y ( ) p
Nota, : Ver resultados de la Prueba de Proporciónde Gradiente. Anexo 1.

-------1-----o
-- - ]Etapa Descrip ción de Prueba Resultado Esperado

No.

!
7. Proporción de grad iente

100%
,

línea CID etapa inicial.

1
8.

Proporción degradienie -o____, _______0_0_______

línea CID, etapa 1. aO± 2%
¡ !

9. Proporción de gradiente---~ o_o---------!

línea CID, etapa 2. GO ± 2%

10.

I
Proporción de grad iente
línea CID, etapa 3. 40±2%

11. Proporción de gradiente ¡
línea CID, etapa 4. 20 ± 2%

..1_ '-0_0_-
-Propo r CiÓii de gradienl e

_ ____ .-_. _ . _ _ •___ _ •_ ___ .hM_.. · __._

12. ,
línea CID, etapa 5. 0±2% ¡

o, ,
Verificó: Y5lL

Iniciales
Nota: (" l si ni Ica 14Cum le" x No cum le.
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Protocolo de Califi cación de Opera ción

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Rev isión : 1. O

Marca : Waters •5. VERIFICACiÓN DE OPERACiÓN DEL AUTOMUESTREADOR 717Plu5.

5.1. Encendido del Automuestreador 717Plus.

Propósito : Verificar y comprobar que el modulo opera correctamente mediante el encendido yel
desarrollo de los autodiagnósticos de rutina.

Descripción de Prueba Iniciales!
Fecha

2.

Antes de encender el
modulo Automuestreador
717Plus, aseg úrese de que
el cable de energia del
panel posterio r se
encuentre conectado a la
fuen te de alimentación.
Pres iona el botón de
encend ido/Apagado VO en
la posición encendido (~,

del panel frontal.

El cable de energía se
encuentra conectado a la fuente
de alimentación.

'Elsistemaautomáticamente
realiz a un autadiaqnástico !J en
pantalla aparece ¿ indicador
'0'1(' .

3. Esperar a que se complete
la secuencia inicial y el
mensaje tDLE debe
aparecer en la esquina
superior izquierda, como
indicador de que el
autodiagnósti co resu lto
exitoso.

Aparece el mensaje IDLE en la
esquina superior izquierda de la
pantalla.

Jl.para e¿ mensaje IVDE en fa
esquina superior izquierda de fa
pantalla. JUje¡

09lfJlgol04

Ver ificó:

Inic iales

09lfJlgol04

Fecha
Nota:M significa "Cumple" y (x) No cumple.
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Protocolo de Calificación de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revi sión : 1.0

Marca : Waters •5.2. Prueba de Exactitud del Volumen de Inyección.

Propósito: Verifica y comprueba la capacidad del inyector para introducir la cantidad de muestra
preseleccionada de manera exacta y la misma cantidad de muestra en inyecciones repetidas. Si
la variabilidad de la muestra y el estándar que es inyectado dentro .de la columna no es
controlada estrictamente, el principio básico para la cuantificación del estándar externo es
seriamente comprometido . Una comparación significativa entre las respuestas de la muestra y el
estándar no puede ser realizado.

Instrucciones:

1) Colocar en la línea A, agua grado HPLC 100%.
2) Purgar el inyector, verificar que no exista alguna presencia de burbujas.
3) Colocar en un vial 4.0mL de agua grado HPLC con una pipeta volumétrica, colocar su tapa.
4) Pesar el vial con agua en una balanza analítica, registrar el peso P1.
5) Colocar el vial pesado previamente en la posición 1 del carrusel del automuestreador

717Plus .
6) Colocar la salida del automuestreador a un contenedor de desechos.
7) Colocar el flujo de la bomba a 1.0mUmin.
8) Presionar la tecla Main Page.
9) Programar la tecla Stat Page.
10) Presiona la tecla de la pantalla Direct Funtion.
11) Selecciona la función Inject samples en la pantalla de inyección de muestras.
12) Selecciona los siguientes valores en la pantalla Inject samples.

I Parámetro I Especif ICación ....... I

I Rango de viales 1 1 ¡ 2 3 ¡
Inyecciones por vial I 16 ! 8 4 i

1 Tiempo de cor rida I O.Smin. O.5min O.Smin.

I Volumen de inyección I 2SIlL ¡ SOIlL 100 L !

13) Presionar la tecla OK para comenzar la corrida.
14) Una vez terminada la corrida remover los viales, pesarlos y registrar el peso P2, de cada

uno.
15) Usar la siguiente formula para calcular el volumen promedio de agua inyectado por

inyección.

(P1-P2)/lnyecciones por Vial x 1000 = mg de agua por inyección = ul, por inyección . El agua
usada para esta prueba tiene una densidad de 0.99823 g/mL a 20° C y 0.99707 g1mL a 25° C,
introduce un error de 0.3% entonces el volumen es igual al peso en gramos (gramosx1000 =ul.) .

Etapa Descripción de Prueba Peso Inicial del Vial Peso Final del VIlÚ }JL por Inyección
No. .,' ',,"/'

1. Inyecciones de 25J.1l 8.1512 7.7477 I 25.2188

8.1624 7.7564 I 253751

8.1763 7.7694
,

25.4313

2. Inyecciones de 50J.1l 8.1879 7.7827 50.650

8.1612 7.7578 50.425

8.1756 I 7.7694

I
50.775

3. Inyecciones de looJ.1l 8.1698 7.7644 10135

8.1589 I 7.7553 I 100.90¡

.___J 8.1817 I 7.7793 I 100.60I ¡

Fecha:D9/Agosto/2DD4 Pagina: 12 de21



Protocolo de Calificación de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revisión : 1.0

Marca : Waters •
2.

3. Exactitud de la Inyección 100¡ll.

Verificó: yu 09/1ilgo/04

50.62JlL

l00.95I'L

Iniciales Fecha
Nota: ( ) significa "Cumple" y (x) No cumple.

Nota: ( ) significa "Cumple" y (x) No cumple.

yu 09/1ilgo/04

. ..---JFechaIniciales

Precisión de la Iny¡;;;-clón 2S¡ll. I < 0.5% ev 0.43% cv
................._--_.._._ _ _ _._ __ +._.__.__ _._ .._- - - - - .__.._ _ _.._._..__ _ .

Precisión de la Inyección SO¡ll. 1 < 0.5% ev 035% cv
-Pr"ecislón d e i..iilñyecciÓñ100¡;L .. ....1- ..-- -=-O~;o e-v---- -----;~~% ¡;;; --

5.

6.

Verificó:

"de Calibrtu:wn! Fechade
¡"'¿;ini¡ZCálibrtu:wn

9{ov/04 / 'J{pv/05
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Protocolo de Calificación de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revi sión: 1.0

Marca : Waters •5.3. Prueba de Exactitud y Estabilidad de la Temperatura de la Columna.

Propósito: Verifica y comprueba que la temperatura del compartimiento de la columna es
exacta, con respecto al valor seleccionado en la pantalla del controlador 600E; y que la
temperatura es capaz de mantenerse estable durante un periodo de tiempo determinado. Para
demostrar que el sistema no afecta los tiempos de retención y la respuesta del detector.

1. Coloca la sonda de un termohigrómetro patrón calibrado, a la mitad del compartim iento de la
columna.

2. . Con el teclado del controlador presiona Set up la pantalla de configuración de la bomba
aparece.

3. Ingresa los siguientes parámetros de prueba en la pantalla Pump Setup.
Reservoir sparge: disable.
Pump Col. Temp. Heater Limit: 15° C.
Press Limits: Low: O High: 4000Psi.
Chart Out: No.
Flow Factor: 1.00.
Autostart: Enable.

4. Coloca un flujo de 1mil min en la velocidad de flujo.
5. Verifica que la presión del sistema no varié en más de ± 120psi.
6. Espera a que se estabilice la temperatura por 15 minutos.
7. Registra la temperatura tres veces cada 3 minutos.
8. Realiza los pasos 2 a 7 nuevamente para la temperatura de 25° C y 40° C.
9. Calcula el promedio de las tres mediciones y regístralo en el formato de resultados.
10. Para la prueba de estabilidad de temperatura de la columna, realiza los pasos 2 a 6.
11. Para cada temperatura (15° C, 25° C y 40° C) , monitorear la temperatura a intervalos de 1

minuto, durante 30 minutos.
12. Calcula el promedio de las temperaturas y reqistralo en el formato de resultados.

Iniciales _..__... iech_~. . . _
Nota: (~) significa "Cumple" y (x) No cumple.

Iniciales/ ]
Fecha I

-1
JL(j(j I

09/5J¡¡o/04 I
~

JL(j(j I
09/5J¡¡o/04 I

JL(j(j I
09/5J¡¡o/04 I

---1

4022 -c

2520 -c

153 2 -c

Resu1lado ActualResultado de la
Medición -c

1534

15.1815 ± 1° C.

25 ± 1° C.

Resultado Esperado

;
i
i Exactitud de
I Temperatura Punto 2

I
3.

~I Descripc ión de Prueba
¡ No.

o l . i Exaclilud de
I Temperatura Punto 1

iI
l-i .--+-- - - - - -----'- ------
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Protocolo de Calificación de Operac ión

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revisión: 1.0

Marca : Wat ers •Cumple
V/x

3,

; :.a r-- - -D-;~~riP~Íón de Prueba [~_~~S~;ií~do Esperado- ---~L~~~~~~~tuai: :-l
. -í -.--'--- - 'Estabili dad de Temperatura ¡ . ..l,__='-_~'---'-==-_

L._._ i Punto 1 ! 15 ± 0 .5
0

C. ¡ IS.JS

2. -- +-~-~~~f~dde Tempe".-tura--r-------~5 ± 0.50~~- -- -----r --- - -~.J3----- -- -

''''''''''''---'0--=_ _ -,-_ -+1_ ' --i-----+- - - ---i
Estabil idad de Tempera tura ¡ JLIj Ij

N~i;;;;:i:niftca "Cumple" y (x) J~-;umPle_40 ± 0.5" C. L 4~~ L; ...L._09_ mgo/04 J
Nota, : Ver resultados de la Prueba de Estabilidad de la Temperatura de la Columna, Anexo 2.

Instrumento de Prueba
Uti liZtuIo

Modelo No. de Serie Fecha de Calibración!Fecha de
Próxima Calibración

Inicialest
Fecha

30/;7I6r104 /30/;7I6 r/05

Jaj(j
09! 0/04

! JL(j(j
.. .................._.. .__.____ __L _0J!:'lBE!~

. Jajq
09! 0104

30/;7I6r/04 / 30/;7I6r/05

30/;7I6r/04 /24IMar¡/05

'W3320004, Termoh igrómetro Digital 'JfMp35'E
¡ Vaisala (Sensor Tempera.,t.:..ur..a.:..l ...+-_ _

r- ~~~-~-~-¡;ig rómetro Dig ital I 'Jf!J,{Jj8 I 'lJ.205oolO
i Va.saJa(Lector Temperatural..t I _, _ .r-- ~-r~~~~:;r:~~J~_;;-a::_ 1---- --;441;;~----1- --- ------- ;;~ - -
L........_. -L -" '- --l-====:....l
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Protocolo de Calificación de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revisión : 1.0

Marca: Waters •6. VERIFICACiÓN DE OPERACiÓN DEL DETECTOR 2487 DOBLE A..

6.1. Encendido del Detector 2487 doble A..

Propósito: Verifica y comprueba que el detector opera correctamente mediante el encendido y el
desarrollo de los autodiagnósticos de rutina .

JUj q
09I!l1gol04

Inicialesl
Fecha

Resultado Esperado r --" Res;;i¡;;d~ ACmal .. --l ..c~7:le

----;-- ·- - -,..- --:+ =E7"1-ca"""'b1'-e--'de--e-n-e-rg'~i-a-s'-eT 'E!ca6feáeeneijia-seen.:;;e;¡:,.-;;¡-- ---'-'-'-- -t- -=--==----;
encuentra coo.ectadoa la fuente : conectadoa fafuente áe I
de alimentac i ón. ; atimentacion. J

, i
1

[ Etapa ¡- -- o;SCriPción de Prueba
No.

j l~Añtes de encender el
- i detector 2487 doble A,
, i asegúrese de que el cable

I I:~ste~~o~rgí~e d:~c.ie~~~
i conectado a la fuente de

1 alimentación.

i 2. I Presiona el botón de

Iencendido/Apagado
On/Off en la posiciónIencendido (On).

El sistema emite tres tonos y ¡
automáticamente realiza un !
autodiagnóstico. cuando ¡
tennina a aparece en la pantalla i
"Absorbance". i

'Elsistemaemite tres tonos !f
automáticamente realiza un
autodiapnostico, cuandotermina
a aparece enfapantalla
"5lDsor6ance'.

JLqq
09I!l1gol04

l
En caso de fallo de uno o
más de los
autodiagnóslicos de

I inicialización, el detector
¡ Imuestra un mensaje de
L error.
¡ Ver if icó: yu
;

No se muestra ningún mensaje 1
de error. ¡

i

I
09l5l.gol04

JLqq
09I!l1gol04

Iniciales Fecha
Nota: (..J¡ SIgnifica "Cumple" y (x) No cumple.

6.2. Verificación de la Respuesta de un Pico.

Propósito: Verifica y comprueba que el detector es capaz de obtener una respuesta de un pico.

Instrucciones

1. Defina la longitud de onda en 254nm en la pantalla Absorbance y presione Enter.
2. Presione Enter nuevamente para activar el campo Sensitivity. -
3. Defina la sensibilidad en 2.0 AUFS .
4. Defina la velocidad de flujo de la bomba en su sistema HPLC en 1.0mUmin.
5. Inyecte 1mL de propilparabeno.
6. .Cuando la prueba se realiza con éxito, el detector mostrara un pico .

! f tapa I Descripción de Prueba I h;R eSlllúufj Esperado Resultado Actual I Cumple "'1nú:Ül1es!Y'
I No. " " ..Jhd ,;",,:' . -FI!cha!J'{

I 1. I
Inyección de la muestra de IEl detector muestra un pico a 'Eldetectormuestraun púo 1

..J
JLqq

I propllparabeno. 254nm. 09I!l1gol04I a 254nm. ¡
! Verif icó: yu 091J1gol04

Inic iales Fecha
Nota: (~¡ signifi ca "Cumple" y (x) No cumple.
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Protocolo de Calificación de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revis ión : 1.0

Marca: Waters •6.3. Prueba de Calibración de Longitud de Onda.

Propósito: Verifica y comprueba que el detector desarrolla correctamente la auto- calibración de
la longitud de onda.

Instrucciones

1. Presione Calibrate (Shitt DIAG) en el teclado del Detector 2487.
2. Presione Enter para continuar el ciclo de calibración.
3. Para verificar que la calibración fue desarrollada adecuadamente , emite tres tonos y

muestra el error máximo en nanómetros de la mayor variación de calibración .
4. Presione Enter para completar la calibración.

I Iniciales/ I
Fecha

¡ JUj(j
1

i 091%0104 ,

I

I
JL(j(j i

091%0104

I

Jlparea el ,;;;;,;:;;;¡~- -- - - -- -r--'- -

Calibration. complete, !! se '.1 Cumple
muestrafapantalla
absorbance.

IO.09nm.

Fecha

0915lgo104

Resultad» Esperado
.

Menora± lnm .

Aparece el mensaje Calibration
complete, y se muestra la
pantalla absorbance.

Iniciales

Etapa Descripción de Prueba Resultado Actual I Cumple
No. .=_~_~_~....,.,._-.:... + . +- '!t'.::x'--+_~"E:'::---1

\ . Variación de Calibración

2. I Verificacióri--d,,'-¡¡'--CalibraciónICompleta

Verificó: ---"j:>lL _._ . ...l.- ....J-....::.::..:c:....::..:.c.:=..__..__._-'- ._ --'- _

Nota: ( -J) significa "Cumple" y (x) No cumple.

Fecha: D9/Agoslo/2DD4 Pagina: 17 de 21



Protocolo de Calificación de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revisión: 1.0

Marca : Waters --
6.4. Prueba de la Exactitud de la Longitud de Onda.

Propósito: Verifica y comprueba que el detector no presenta desviación en la lectura de la
longitud de onda contra la banda de una longitud de onda conocida .

Instrucciones

1. Encienda el detector 2487 doble A., por 60 minutos antes de desarrollar las pruebas.
2. Purgar el detector 2487 con metanol grado HPLC, por lo menos 15 minutos.
3. Correr un Sean cero colocando agua dentro de la celda de flujo.
4. Presionar SCAN, 1, New Sean, entonces presionar 2, Zero Sean .
5. Presionar Next para avanzar el segundo parámetro de la pantalla Zero Sean.
6. Introducir 257nm y presionar Enter.
7. Especificar 100nm/min en el campo de velocidad de barrido.
8. Presionar la tecla Next e introducir 2 en el valor de AUFS y presionar Enter .
9. Presionar Run para comenzar el barrido.
10. Limpie la cubeta para asegurar que no se encuentre sucia y la lectura sea incorrecta.
11. Pesar exactamente 40mg de propilparabeno y colocarlo en un matraz volumétrico de

200mL; disolver y aforar con metanol grado HPLC.
12. Llenar la celda con la solución de propilparabeno de 0.2mg/mL.
13. Esperar 15 minutos y correr el barrido de la solución en el detector 2487, como sigue:
14. Presionar SCAN, 1, New Sean, entonces presionar 1, Sample Sean.
15. Asegurarse de que los parámetros sean los mismos de cuando se corrió el Sean cero.
16. Ajustar el rango de barrido de190nm a 600nm.
17. Presionar Run para iniciar el barrido.
18. Al concluir el barrido, el detector despliega el espectro de propilparabeno.
19. Presionar Next para desplegar la longitud de onda con absorbancia máxima.

31/May/05

Fecha de caducidad

. Resultado Esperado

I
256 ± 2nm i 257nm

......___._ __.. .__._.__.._ __ __.__..L. ___.__
09/% 0/04
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Protocolo de Calificación de Operación

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revisión: 1.0

Marca : Waters •6.5. Linealidad de Respuesta del Detector

Propósito: Verifica y comprueba que el detector es capaz de mostrar una respuesta lineal a
diferentes concentraciones del analito.

Instrucciones

1. Preparación de soluciones estándar de propilparabeno.
• Pesar exactamente 25mg de propilparabeno y colocarlo en un matraz aforado de

250mL y aforar con agua grado HPLC.
• Tomar una alícuota de 5, 10, 20, 30, 40mL de esta solución y colocar cada una

de estás alícuotas en un matraz volumétrico de 100mL diferente (etiquetar cada
solución como estándar de concentración de 5, 10,20,30 Y40mg/l,
respectivamente).

2. Colocar metanol 100% en la celda de flujo y colocar en cero la lectura del detector.
3. Colocar la longitud de onda en el detector a 272nm.
4. Registrar la lectura de absorbancia obtenida en la pantalla.
5. Colocar 3mL de la primera solución de prueba (5mg/mL) y colocarlos en la celda de flujo.

Esperar 15 segundos para estabilizar la lectura.
6. Registrar la lectura de absorbancia
7. Colocar 3mL de la segunda solución de prueba (10mg/mL) y colocarlos en la celda de

flujo. Esperar 15 segundos para estabilizar la lectura.
8. Realizar los mismos pasos para las soluciones de prueba restantes (20mg/mL, 30mg/mL

y 40mg/mL).
9. Calcular la linealidad de respuesta.

Etapa Descripción de Prueba Resultado Esperado Resultado Actual Sensibilidad» Abs/Conc
No.

C.umple
Wx

2.81% CI!

Resultado Actual

Fecha

09/5lgo/04

Resultado Esperado

< 5% CV de la Sensibilidad

Iniciales

Descripción de Prueba

i linealidad de Respuesta
!

Nota: c'b significa "Cumple" y (x) No cumple.

r-E¡¡d;;d;;;-~~ ~rueba Utili¡;;iiJ- ------- M;;;:C-¡;:-.. - --r- - - iote

i I¡ Propilpara6aw '.MercK;.Co, ITU'._ I UXXJ511J208-axntJa;
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Revi sión : 1.0

Marca : Waters •
No. de No

Conformidad Prueba! Parámetro Resolución Firma! Fecha
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Anexo l.

Resultados de la Prueba de Proporción de
Gradiente.



Calificación de operación
Prueba de Proporción de Gradiente. lineas NB
Estánd ar: Prop il Parabeno
Realizó: Juan Luis Garcla G.

Cromatografo de liqu idas de alta resolución : Waters
Software : Millennium 32 Versión: 3.20

CROM<\TOGRAMI\S

- - -- - - - -- - -- - - - - ---

--- - -j-- - - - - --- - .:::,..-+-"""""
I

---------- - - - - - - - - - -- --1 --- ------

----- -+ ------ - - ------

-----~- - ---- -+- ------ ---- -- - - - ----- - -- -- - - - - --::""_'=-------j

, I •

2.00
, I '
4.00

, I '
6.00

, I '
6.00

, I '
10.00

• 1 •

12.00
• I '
14.00

, 1 '
16.00

, I •

16.00
, I •

20.00
• I '
22.00

, I

24.00

Mnutes

SampleName Prueba de Proporción NB Vial 1 Injecllan 2 Injection Volume (uL) 10.00

Nombre de la muestra
Tiempo de

Alea Altura
retención (min)

1 PtUeba de ProporclOn AIB 0.1 5338 562.1

2 PnJeba de Proport:l6n A1B 6 .4 67078266 355794.1

10106104



Califlcaci6n de operaci6n
Prueba de Proporci6n de Gradiente, lineas C/D
Estándar: Propil Parabeno
Realiz6: Juan Luis Garcla G.

Cromatografo de llquidos de alta resoluci6n: Walers
Soflwara: Mllennium 32 Versi ón: 3.20

moMA.TOGRAMA.S

----- -t --- - - - - -- - - - ------ - - -- - --

o.

- - -- - - -- - - - - - - "... .
o.

I
I
1

I
- - - -- 1- - --- --- - _....::,.-4---",

I

I
I
1

-----1- ----- - ---- ---- - ---

-----~, - - - - - - -1- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - --:-.-----l

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00
1

24.00

20108104

Minutes

SampleName Prueba de Proporción CID Vial 1 Injaclion 1 Injeclion Volume (uL) 10.00



Anexo 11.

Resultados de la Prueba de Estabilidad de
Temperatura de la Columna.



CALI FICACiÓN DE OPERACiÓN

PRUEB A DE ESTABILIDAD DE LA TEMPERATURA DE LA COLUMNA

Realizo: Juan Luis García G.

Condiciones Ambientales Inicial Rnal

Temperatura 16°C. 16°C

Humedad Relativa 55% HA. 57%HR

Inst rumento de Medición Marca Modelo Número de Serie

Termohigrómetro Digital (Sensor Temperat ura) Vaisala HMP35E W3320004

Termohigrómetro Digital (Lector Temperatura) Vaisala HMI38 V2050010

Cronometro Cole Parmer 94410-20 SIN

FECHA TIEMPO Temperatura Medición Temperatura Medición Temperatura Medición

(Minutos) (oC) (OC) (oC) (OC) (oC) (OC)

Verificación de Temperatura 09/0812004 0.00 15 15.34 25 25.43 40 40.20

Verificac ión de Temperatura 09/0812004 1.00 15 15.46 25 25.37 40 40.41

Verificac ión de Temperatura 09/0812004 2.00 15 15.27 25 25.33 40 40.34

Verificació n de Temperatura 09/0812004 3.00 15 15.45 25 25.39 40 40.29

Verificació n de Temperatu ra 09/0812004 4.00 15 15.36 25 25.34 40 40.22

Verif icación de Tempera tura 09/0812004 5.00 15 15.28 25 25.32 40 40.38

Verificación de Temperatura 09/08/2004 6.00 15 15.45 25 25.41 40 40.42

Verificación de Temperatura 09/0812004 7.00 15 15.29 25 25.35 40 40.35

Verificación de Temperatura 09/0812004 8.00 15 15.42 25 25.32 40 40.32

Verificación de Tempera tura 09/0812004 9.00 15 15.39 25 25.20 40 40.29

Verificació n de Temperatura 09/0812004 10.00 15 15.27 25 25.36 40 40.43

Verif icación de Temperatura 09/0812004 11.00 15 15.47 25 25.33 40 40.40

Veri ficación de Temperatura 09/0812004 12.00 15 15.37 25 25.21 40 40.39

Verificación de Temperatura 09/0812004 13.00 15 15.46 25 25.36 40 40.32

Verificac ión de Tempe ratura 09/0812004 14.00 15 15.45 25 25.28 40 40.41

Verificac ión de Tempe ratura 09/0812004 15.00 15 15.35 25 25.32 40 40.40

Verificación de Temperat ura 09/08/2004 16.00 15 15.29 25 25.29 40 40.28

Verificación de Temperatu ra 09/08/2004 17.00 15 15.41 25 25.24 40 40.21

Verificación de Temperatura 09/0812004 18.00 15 15.29 25 25.34 40 40.39

Verificación de Temperatura 09/0812004 19.00 15 15.45 25 25.32 40 40.42

Verificaci ón de Temperatura 09/0812004 20.00 15 15.39 25 25.47 40 40.30

Verificació n de Temperatura 09/0812004 21.00 15 15.27 25 25.32 40 40.39

Verificació n de Temperatura 09/0812004 22.00 15 15.47 25 25.29 40 40.41

Verificación de Tempe ratura 09/0812004 23.00 15 15.43 25 25.32 40 40.39

Veri ficación de Temperatura 09/0812004 24.00 15 15.27 25 25.35 40 40.33

Verificación de Temperatura 09/0812004 25.00 15 15.46 25 25.28 40 40.43

Verificac ión de Temperatura 09/0812004 26.00 15 15.37 25 25.26 40 40.39

Verificación de Temperatura 09/0812004 27.00 15 15.26 25 25.39 40 40.40

Verificac ión de Temperatu ra 09/08/2004 28.00 15 15.45 25 25.28 40 40.37

Verif icación de Temperatura 09/0812004 29.00 15 15.27 25 25.42 40 40.39

Verif icación de Temperatu ra 09/0812004 30.00 15 15.49 25 25.30 40 40.44

Promedio 15.38 25.33 40.36

Nota : La temperatura, corresponde a la seleccionada en la pantalla del automuestreador 717 Plus, y la medición se refiere a la

temperatura obtenida en el termohi grometro patrón. Las lecturas fueron registradas después de 15 minutos de estabilizac ión.

Realizó: lUir, 09/51qo/04

Verificó: 'Y51L 09/51qo/04
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Protocolo de Calificación de Desempeño

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

1. INTRODUCCiÓN

Revisión:1.0.

Marca : Waters

La Calificación de desempeño, del sistema de cromatografía de líquidos de alta resolución,
contiene las pruebas críticas para evaluar la integridad del sistema, a través de los
requerimientos para su uso rutinario.

1.1. Propósito

Este protocolo aplica a la Calificación de Desempeño, para el Sistema "Cromatógrafo de
Líquidos de Alta Resolución" Marca Waters.

1.2. Alcance

Este protocolo cubre los requerimientos críticos de desempeño, para la evaluación del sistema
completo a ser verificado y evaluado.

1.3. Instrucciones

1) Registrar las instrucciones que deban ser seguidas para ejecutar este documento.

2) El Protocolo de Calificación de Instalación y Operación del Sistema debe estar terminado para
poder continuar con el presente Protocolo de Calificación de Desempeño.

3) El Protocolo de Calificación de Desempeño del Sistema debe ser completado y aceptado con
base en el Cumplimiento de las condiciones siguientes:

Las pruebas de Desempeño del sistema cumple con las especificaciones.
Cuando proceda, todas las no conformidades han sido documentadas adecuadamente en
el Reporte de No Conformidades y Resueltas (apartado 11).

Una no conformidad se presenta cuando no alcanza o no iguala el criterio de
aceptación.

• Se cambia el criterio de aceptación.
• No se sigue el procedimiento o instrucciones de prueba.

Firma y fecha cada apartado de prueba una vez realizada la acción, es decir, en el
momento en que se genera.
Para su Aprobación Final, todas las no conformidades deben estar cerradas (o ausencia
de toda no conformidad).

3) El protocolo ha sido concluido de acuerdo con las Buenas Prácticas de Documentación.

Fecha: 15/Agosto/2004 Pagina: 3 de19
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Protocolo de Cal ificación de Desempeño

Cromatógrafo de líquidos de Alta Resolución

2. PRERREQUISITOS

Revisión : 1.0 •

Marca: Waters

Propósito: Antes de realizar y ejecutar las pruebas de la Calificación de Desempeño , debe
haber sido comp letada la Calificación de Instalación y Operación , para evitar no conformidades e
impacto en los resultados de la Calificación de Desempeño .

¡~~~~1 Descripción de Prueba

. l . , Protocolo de Calificación de
¡ Instalación

~- ! Protocolo de Calif icac ión de
1 Operación

, Verif icó :

Iniciales

~ I
-

RnulJado Esperado ResultadoActual Cumple Iniciales!

.í.---. VJx Fecha--- -
Completado Completado ..¡ ~

JL(j(j

¡ 15/Jl¡¡o/04

Completado Compre/aáo ..¡ jL(j(j

L 15/~go/04
_ _ _o _ .

16mgo/04

Fecha

3'- OPERACiÓN DEL SOFTWARE MILLENIUM32
•

Propósito: Verificar y comprobar que el software opera adecuadamente al desarrollar los
operaciones requeridas en una corrida cromatográfica.

1. Para verif icar y comprobar que el software opera correctamente deben ser segu idas y
desarrolladas las etapas 3.1 a 3.7; Ydocumentadas en la tabla de este apartado .

2. Después de realizar la introducción de datos en las pruebas de operación del software
Millenium32

, se realizarán las pruebas de calificación de desempeño, con las etapas previas,
para generar una corrida cromatográfica y evaluar la funcionalidad del sistema comp leto.

3. Antes de iniciar la verificación de operación del software es necesar io preparar el sistema de
cromatografía para realizar la prueba de desempeño , subsecuentemente.

4. Preparación de la fase móvil.

a. Fase móvil A: Mezclar 2000mL de agua grado HPLC con 2mL de ácido fosforico
(H3PO.) .

b. Fase móvil B: Mezclar 2000mL de acetonitrilo grado HPLC con 2mL de ácido
fosforico (H3PO.) .

c. Filtrar cada fase móvil por un filtro de O.4S Micras.
d. Desgas ifica cada fase móvil durante 30 minutos con helio.

S. Preparación de la mezcla de prueba de los estándares de propilparabeno, metilparabeno y
ácido benzoico.

a. Preparar una solución de 0.08mg/mL de propilparabeno con 0.04mg/mL de
metilparabeno y O.SmglmL de ácido benzoico.

b. Pesar exactamente SOmg del estándar de ácido benzoico y colocarlo en un matraz
volumét rico de 100mL, disolver con SOmL de agua grado HPLC y sonicar por 30
minutos .

c. Pesar exactamente 40mg de propilparabeno y colocarlo en un matraz volumétrico de
2SmL; disolver con agua grado HPLC a una temperatu ra de 40° C aproximadamente
y sonicar por 30 minutos; aforar y transfer ir SmL de está solución a la soluc ión de
ácido benzo ico.

Fecha: 15/Agoslo/2004 Pagina: 4 de 19



--- - - ---- -- - - -

Protocolo de Calificación de Desempeño

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución
Revisión:··l.o... ..·..·•
Marca: Waters

2.

d. Pesar exactamente SOmg del estándar de metilparabeno y colocarlo en un matraz
volumétrico de SOmL, disolver con 2SmL de agua grado HPLC y sonicar por 30
minutos; aforar y transferir 4mL de está solución con una pipeta graduada al matraz
volumétrico del estándar de acido benzoico.

e. Aforar el matraz con la mezcla de estándares, con agua grado HPLC.
f. Coloca la fase móvil en la línea A, y sumerge completamente el filtro de la línea.
g. Coloca la fase móvil en la línea B, y sumerge completamente el filtro de la línea.

6. Crear un proyecto con el nombre Calificación_PO, seguir lo descrito en la sección 3.1
Creación del proyecto.

7. Crear el método de instrumento tomando en cuenta las condiciones de prueba descritas en
la sección 3.2 Creación del Método de Instrumento.

a. Conectar una columna Symmetry® C18 (3.9 x 1S0mm) Sil y estabilizar el sistema a
flujo de O.SmUmin durante 30 minutos.

b. Verifica que la presión se estabilice y que no presente fluctuaciones de ± 120psi.
c. Enciente todos los módulos y espera 30 minutos a que la lámpara del detector se

estabilice.
d. Coloca 6 viales con la mezela de prueba de estándares.

8. Realizar la secuencia de muestras de los estándares a procesar, según lo descrito en la
sección 3.3 Secuencia de Muestras.

a. Hacer clic en setup.
b. Cuando la barra de estado indique que el sistema esta inactivo, haga clic en Monitor

y aparecerá una línea base en tiempo real.
c. Cuando la línea base se haya estabilizado, haga e1ic en la herramienta abort para

detener el proceso.
d. Haga e1ic en el botón injeet para iniciar la adquisición de datos.

9. Crear un método de proceso de datos de acuerdo a la sección 3.4 Creación de un Método de
Proceso.

10. Siga los descrito en la sección 3.5 Revisión de resultados y Crear una curva de calibración
de cada estándar procesado, con base en las áreas.

11. Crear un Informe personalizado de acuerdo a la sección 3.6 Generación y diseño de
Informes.

12. Una vez que se ha llevado acabo la adquisición, se procesan datos y el software genera
automáticamente un informe impreso.

13. Comprobar que el respaldo y recuperación de los datos electrónicos generados en una
corrida cromatográfica, a través del software Millenium32

, seguir las instrucciones de prueba
y operación del software de la sección 3.7.

El softwareMilleniumopera
correctamenteal crear un proyecto
(Calificación_PO) .

..Creación del Método'dli' - " ElSoftware Milleniumopera 'EfsoftwarefMifferúum crea ti
Instrumento correctamenteal crear el métodode mitolo ,ft instrumento

instrumento(Calificación_PO). Coa ' " n_ PQ

JLqq
15/JlI¡¡o/04

3. SecueñCiade Muestras . El softwareMilleniumopera 1 'EfsoftwarefMiffenium crea fa JLqq
correctamenteal crear la secuenciade secuencia áemuestras. V I 15/JlI¡¡o/04

..---. --.......-...--.-......_--.- .....-.-.-. .._Il1~..."'~.,~,..__.__._.._..._.........__.._..__.._.._ _.......--- ...-.-- ...-.-- - .....----·-t....----i.- .- -- - .-
4. Creación del Método de El softwareMilleniumopera I 'EfsoftwarefMifftnium crea ti I JLqq

Proceso. correctamenteal crear el métodode ! m étodoáeproceso. V 1 16/JlI¡¡o/04
_ .._ ......_.... .. .._ . p.r~"';;':'.:..__ . ..... L I !
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JLqq
1615l9o/04

Jnicialisl ;
. Fecha

'Elsoftware!J,{i{fenium TUUpera
ros proyatos resguartlatfos roma
respaúfo áe informacián mediante
encopias tle seguritlaá.

Resultado Esperado

El software Millenium realiza
correctamente la recuperación de
proyectos resguardadoscomo
respaldo de información mediante en
co las de se uridad.
El software Millenium crea un registro
de modificaciones al final de la corrida.

El software Millenium opera i
correctamente al crear una curva de .,¡ i JLqq
calibración de cada estándar. I 1 1615l9o/04

-"77-~---~-+ ~~~~~~~~~;~e~~~- '~~;~::-- - 7:;:!:5er.::U~:::genera¿r--~-T~¿~io~:
. C!~_R~~u.!l!l<:!()~ :.... . . . . .. . . .. . . . . _ . _ . . . . . . . . . . _..__ __.. .. • _ ~__.__ .

El software Millenium realiza 'Elsoftware!J,{iffemum respalda i I
correctamente elrespaldo de . tleinformaciónmedianteefuso tle ,.,¡ JLqq
íntormacíon mediante el uso de copias copias tlesegun·tlaá. I • 16/519°/04
de s uridad.

5.

6. --Generación y Diseño de
Informes.

7. -ÁdiTii¡:;¡siraciÓ-nde18
Configuración

9. Creación de Aud it Trail
(registro de
modificaciones)

; Etapa
. No,

16/flIgo/04

Inic iales Fecha
~ta: ('1) rlgnijlCa"Cumple" y (x) No CII;;p¡;:------ ·-..----····.. ----..·- --------- ..

--- _._---- - _ .._ - 1--- - - - - -----..~.--....._ ._-- ----+---- - --
Ácido Benzoico

Metilparabeno

!MerckCa, lnc.

!Merd¿ Ca, fnc.

L-000481100-0007022

L-000474898-aJO'l/OO9

30/5'Wr/07

30/JIln/OS

niciiilis/ :
CM

JLqq
151 0/04

JUj(j
15/ 0/04

Propilparabeno 311!May/05
JL(j(j

151 0/04
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Protocolo de Calificación de Desempeño

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

3.1. Creación del Proyecto.

Rev isión : 1.0 •

Marca : Waters

Propósito: Verifica la creación de un proyecto para la colección de métodos , resultados, campos
personalizados y datos sin procesar en el software cromatografico Millenium32

• .

Instrucciones.

1. Haga e1ic con el botón derecho del ratón en Configure System en la ventana login de
Millenium y seleccione Projects del menú contextua!.

00 M,lIenOlu.... I!!IIi1E3

Figura 1. Página de acceso al proyecto Calif icac ión _PO.

2. Haga clic con el botón derecho del ratón en el recuadro de árbol de la ventana configuration
Manager, seleccione New del menú contextua! y, a continuación, seleccione Project del
menú de cascada. Se activará New Project Wizard. Aparecerá la página Tablespace.

3. Acepte la selección propuesta por defecto de 10Mb.
4. Haga e1ic en la casilla de FuI! Audit Trail Support (Registro obligatorio de modificaciones).

Para crear un registro de datos de todos los cambios que se han realizado en los elementos
del proyecto.

5. Haga clic en Next . Aparecerá la página New Project Wizard Access Control.
6. La página Access control establece el nivel de acceso que tendrán los usuarios al proyecto,

introduzca la información necesaria y haga e1ic en Next. Aparecerá la página New Project
Wizard- Copy Selection (Seleccionar que copiar).

7. Haga e1 ic en Next, aparecerá la página New Project Wizard- Name Entry.
8. Introduzca el nombre de proyecto Calificación_PO, en el campo Project Name.
9. Haga e1ic en Finish. Volverá aparecer el Configuration Manager.
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Protocolo de Calificación de Desempeño

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

3.2. Creación del Método de Instrumento.

Revisión : 1.0 •

Marca : Waters

Propósito: Verifica y comprueba que el método de instrumento controla los instrumentos
cromatográficos del sistema. Mediante la introducción de los parámetros de prueba requeridos
en una corrida cromatográfica.

Instruccio~es :

1. En Run Samples en la ficha single seleccione Develop Methods (Desarrollar métodos).
2. Aparece la página New Method Set, seleccione Create New, para editar el método de

instrumento , aparecerá la ventana Method Instrument Editor, haga c1ic en General
(muestra los módulos configurados).

3. Haga c1ic en el icono del Sistema de Entrega Multisolvente 600E, y a continuación en la ficha
Flow (Flujo).

4. En los límites de presión bajos y altos seleccione Oy 4000psi.
5. Seleccione el modo de bomba gradiente y velocidad de flujo de 1mUmin.
6. Programe un gradiente automático de O a 80% de B en 40 minutos: Introduzca la siguiente

tabla de gradiente:

Etapa

·~- 1 ='-,..-..,-+"-~'!!!L"":"':'¡';:=~~!L.-.L."":"':-;:-}7-~=
2 ;

" "' 3-[

4
5

7. En la ficha Degas verifique que se encuentre sin desgasif icar.
8. Haga c1 ic en el icono del detector 2487, aparece la ficha de propiedades General, seleccione

Enable (activar) en la sección Channell .
9. Seleccione la ficha Channel 1, y especificar 254nm en los parámetros de longitud de onda

(wavelength) y acepte los valores predeterminados .
10. Haga elle en la herramienta Save (guardar). Aparecerá el cuadro de dialogo Save Current

Instrument Method (guardar actual método de instrumento) .
11. Guarde el método como Calificación_PO. '
12. Cierre el editor de método de instrumento. Aparecerá la página New Method Set- Select

Instrument Method (Nuevo conjunto de métodos - Seleccionar Método de Instrumento).
13. Seleccione el nombre del método de Instrumento: Calificación_PO y haga c1ic en Next
, (siguiente). •

14. Aparece la página Select Default Methods (seleccionar métodos por defecto), presione '
Next (siguiente). .

15. Aparecerá en la página Name Method Set (Nombre de Conjuntos de Método) .
16. Teclee el nombre Calificación_PO, añada los comentarios pertinentes y haga c1ic en Finish

para salir. Volverá a aparecer la ventana de run samples.
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Protocolo de Calificación de Desempeño

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

3.3. Secuencia de Muestras .

Revisión : 1.0 •

Marca: Waters

Propósito: Comprueba la operación del software al editar una secuencia de muestras utilizando
las aplicaciones para realizar inyeccionesmúltiples y la adquisición de datos.

Figura 2. Run samples con información procedente del asistente del editor de secuencias de muestras.

1. Acceda a Run Samples y haga clic en la ficha Samples (Muestras). Aparecerá la ficha de la
ventana Samples.

2. En la lista de selección de modalidad seleccione Run only (solo corrida).
3. Seleccione en la lista de selección dellnstrument Method: Calificación_PO.
4. Introduzca la siguiente secuencia de muestras:

5. Verifique que en el apartado Run time (tiempo de análisis) 50.0 minutos.
6. Haga dic en el botón Inject (Inyectar).
7. En el recuadro de la gráfica de tiempo real se visualiza la línea base y el desarrollo de la

corrida cromatografica.
8. En la parte baja de la ventana samples, se visualiza el cambio de gradiente automático a

través del tiempo.
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Protocolo de Calificación de Desempeño

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

3.4. Creación del Método de Proceso.

Revi sión : 1.0

Marca : Waters•
-

Propósito: La creación de un método de proceso, debe ser comprobada para evaluar el
procesamiento de datos mediante el software Millenium32

; Para indicar al software como:

• Integrar datos.
• Calibrar estándares .
• Cuantif icar muestras problema.

Instrucciones:

1. Después que se hayan eluido los picos de interés, acceda a la ventana Project, haga
elle en la ficha channel para poder acceder a los datos de los canales no procesados .

3 r;ect S8mple s

1 r;ect S8mples

EST.&J',()AR·, 1 r;ect S8mple s CaificaciorUl(~

ESTAJII),A,R-2 1 r;ect S8mples CalifiCacia'l J )(1

S • ESTA!'IlAA-3 20.0 1 r;ect S8mples Caitic8Cion_PQ

ESTA!'IlAA-4 20 0 1 r;ect S8mples CaiticacionJ lQ

ESTNVAR-5 20D 1 r;ect S8mples CaltfiCaciOn_PQ

a 7 ESTAl'I)AR-6 20.0 1 r;ect S8mples Caific acicn _PQ

9 a El.AN<:0-2 200 1 r;ect S8mples Celifc adon _PQ

10 CoodOonColAm LAVAOO

Figura 3. Ventana principal Results, prev io al desarrollo del método de proceso.

2. Seleccione todas las muestras adquiridas y haga clic en la herramienta Review para
transferir las muestras a Review .

3. Haga clic en la herramienta Set Method Peak Width. El software determ ina.
automát icamente el valor del ancho de pico del método de proceso (auto- peak width).

4. Haga elle en la herramienta Set Method Threshold (Definir el umbral de método) . El
software determina automáticamente el valor el valor del umbral del método de proceso
(auto-Threshold) .

5. Haga elle en la herramienta Integrate para integrar el cromatograma utilizando las
configuraciones Peak width y Threshold.

6. Haga clic en la herramienta Processing Method para acceder a la ventana Processing
Method. Si fuera necesario, haga elle en la ficha Integration.

7. En la ficha Integration, seleccione en Time : 0.0, Stop: 50.0 y Type: Valley to Valley.
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lltD Caliricacion_PQ in Callficación_PQ as admin/Administrator • Processinq Method E... g[j] EJ

Figura 4. Ventana Processing Method, ficha Integration

8. Haga clic en la ficha de propiedades Components. Aparecerá la ficha de propiedades
de los componentes.

9. Haga clic en la herramienta Fill from Results (rellenar con los resultados), para
introducir los parámetros de calibración en la tabla con los picos de integración actual.
Cambie los nombres por los siguientes:

Pico 1: Acido Benzoico.
Pico 2: Metilparabeno.
Pico 3: Propilparabeno.

Figura 5. Venta na Processing Method, ficha de propiedades Components.
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Marca: Waters

10. Haga clic en la herramienta Review Main Window. Aparecerá la ventana principal de
Review.

11. Guarde el método de proceso, como Calif icación_PQ en el campo nombre y escriba el
comentario actualización.
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Protocolo de Calificac ión de Desempeño

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

3.5. Generación y Diseño de Informes.

Revis ión: 1..0 •

Marca: Waters

Propósito: Verifica y comprueba que los datos procesados son presentados en un informe
de resultados.

1. Acceda a la ventana Project y haga clic en la ficha de visualización Results.
2. Seleccionar los resultados y haga clic en la herramienta Preview (Vista preeliminar).

Aparecerá el cuadro de dialogo Open Report Method (Abrir Método de Reporte).

Figura 6. Ventana Results, procesando la vista preeliminar del informe.

3. Seleccionar Use the following Report Method (Utilizar el siguiente método de informe),
seleccione el método de informe Calificación_PO de la lista desplegable, haga clic en OK.
Aparece la ventana Report Publisher Preview (Vista preeliminar del editor de informes) y
mostrara los datos cromatográficos en el formato de informe especificado.

4. Haga clic en la herramienta Print, aparecerá el cuadro de dialogo Print y haga clic en OK.
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3.6. Administración de la Configuración (Configuration Manager) .

3.6.1 . Respaldo de Proyectos.

Propósito: Comprueba que el respaldo de la información, es realizado mediante el uso de
copias de seguridad que aseguren la integridad y mantenimiento de los datos ante un posible
falló en el sistema. Archivar la información de un proyecto inactivo, con la finalidad de liberar
espacio en disco duro, y archivar los datos fuera del sistema y borrándolos en el disco duro.

1. Para realizar la copia de seguridad de un proyecto (Backup), hacer e1ic con el botón derecho
del ratón en configure System de la ventana Login de Millenium32 y seleccione Projects del
menú contextua!.

2. Del recuadro visualización, seleccione el proyecto que desee copiar.
3. Haga clic con el botón derecho del ratón en los proyectos y seleccione Backup Project

(Copia de seguridad del proyecto). Aparecerá la página Backup Project Wizard-Comment
Entry, introduzca los datos solicitados y haga e1ic en Next (Siguiente).

4. Aparecera la página Backup Project Wizard- Select Destination (Asistente para realizar
copias de seguridad-seleccionar destino).

5. Haga clic en el botón browse, (previamente crear una carpeta de respaldo en el disco duro),
y a continuación haga e1ic en Next. Y los datos son exportados, una vez terminada la
operación haga clic en Finish. Volverá aparecer el Configuration Manager (Administrador
de la Configuración).

6. Copie esta carpeta en discos de 3 112 con ayuda del programa Winzip 8.0.

3.6 .2 . Recuperación de Proyectos.

Propósito: Comprobar que la información de respaldo guardada en copias de seguridad, se
puede recuperar, para comprobar la integridad y mantenimiento de lo datos.

1. Antes de recuperar el proyecto utilice el explorador de windows, para examinar la unidad A
ejecutable y buscar los directorios y subdirectorios de la copia de back up del proyecto.

2. Para realizar la recuperación de un proyecto se debe acceder a la pantalla de Administrador
de la configuración.

3. Haga e1ic con el botón derecho del ratón en el recuadro de árbol del Configuration Manager
y seleccione Restore Project del menú contextua!. Aparecerá la página Restore Project
Wizard- Start Software.

4. Inicie el programa de backup para recuperar la copia de seguridad del proyecto, haga clic en
Start Backup Software, y haga e1ic en Next. Aparecerá la página Restore Project Wizard­
Couta Entry.

5. Modifique si es necesario los campos Project Name (Nombre del Proyecto) y Tablespace
details (Detalle del Espacio de la Tabla). Realice los cambios necesarios y a continuación
haga e1ic en Next. Aparecerá la página Restore Project Wizard- Restore Display y haga
e1ic en Fin ish .

6. Aparecerá el proyecto recuperado en la visualización Projects del Administrador de la
Configuración mediante la selección Refresh del menú View.

Fecha: 15/Agosto/2004 Pag ina: 14de19



Protocolo de Calificación de Desempeño

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

Revisión: 1.0 •
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4. PRUEBAS DE DESEMPEÑO DEL SISTEMA DE CROMATOGRAFIA DE LíaUIDOS DE
ALTA RESOLUCiÓN.

Propósito: Verifica y comprueba que el sistema es capaz de desarrollar una prueba de
integración del sistema, al realizar y controlar las actividades de proceso rutinario, mediante la
medición de los parámetros: precisión del tiempo de retención, como parámetro primario de la
identificación de los picos cromotagraficos, (evalúa la capacidad de la bomba para entregar la
fase móvil a la velocidad seleccionada y la estabilidad de la temperatura de la columna);
precisión del área y la altura del pico cromatografico como respuesta a la integración del
software y la capacidad del autoinyector de introducir volúmenes reproducibles de las muestras.

Instrucciones

1. Una vez ~ue haya desarrollado las etapas de la sección 3. Operación del Software
Millenium3

; calcular con el software los resultados de la corrida cromatográfica de
prueba.

4.1. Estándar de Ácido Benzoico.

JLqq
1615l¡¡ol04

JL
161

02%Cl!

0.1% cv

02%Cl!% CV ~ 1.0

% CV s 1.0

I% CV~ 1.0

0.1

27.1
········f·

4940114

2 27.1 4944445

3

~
27.1 4954248

4 27.1 4959247 4468693

5 27.1 4956893

Inic iales

, Precisión de las ATeasdel Pico

I Prec isión de la Altura del Pico

I

6 27.1

I
! % CoefTCiente··de···· +_..
! Variación. . j
ive¡:f¡feó:·- - - - ······· -······· ' ·········-·· -' ·'···

2.

JLqq
1615l¡¡ol04

.........~--"_..._-- ._-_..__.....
JLqq

161J1gol04

'J{p Detectada
1. - -_ - 1'

¡ 4 1, .Arrastre del Estándar en ATeas % con respecto al promedio de

'

1 .
1 j las áreas s 0.20

f ··· ......•• ···r···························..·········-·······;···· - - - -.- ..
i 5 . 1 Arrastre del Estandar en Altura I % con respecto al promedio de

, J __._,.,.. __._ L~~_~~~~ra,s.:.~~~, _.."j__,.._~..~etat:~:'.__. , _.i _ _ __ _ _ .
I Verificó: y.::u 161J1gol04
1

................. • •. ,_ ,. !~! c.i~ I!'~•.__, _ , ....• _, ._.._._ ,J~!:'..a. , _ __._.._ _, .,. __.., , ,
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4.2. Estándar de Metilparabeno.

r------ - ---·-------·
Ánade/Pico Altura del Pico

Iniciahsl ..I Mu~stra Tiempo de Retención ' -,'.
Fecha

I 1 28.1 6795397 I 804165.7
JUj (j

1615lÍ1o/04

2 28.1 6798019 I 804594.2
JL(j1j

, 16/5l¡¡o/04

I 3 28.1 6784834 1 799946.5
JL (j(j

¡ 1615l¡¡o/04

i 4 28.1 6798970 802852.6
JL(j(j

161JWq/04

I 5 28.1 6822977 796738.6
JL(j(j

161J4Jp/04

6 28.1 6809515 798145.4
JL(j(j

161!iñD/04
Promedio

28.1 6801618.8 801073.8
JL(j(j

161!iñD/04
% Coeficiente de

0.1 0.2 0.4
JL(j1j

Variación. 161J4Jp/04
Verificó: y.:u 16/Jilgo/04

Iniciales Fecha

pp y ( )() g ifi

Etapa Descripción de Prueba Resultado Esperado ~~ Resultado Actual , Cumple' '''' lniciahsl '
No. ·c

. ... Vtx < . "· Fech;;~\ .

1. IPrecisión del Tiempo de
0.1%cJ/ ..J

JL(j(j
Retención % CI/ ,; 1.0 161Jilgo/04

2. IPrecisión de las Areas de l Pico
0.2% cJ/ ..J

JL(j(j
% CV'; 1.0 16/Ylgo/04

-1
3. I Prec isión de la Altura del Pico

0.4% cJ/ ..J
JL(j(j

% CV,; 1.0 16/Ylgo/04

4. Arrastre del Estándar en Areas % con respecto al promedio de
..J

JL(j(j
las áreas s 0.20

9{p 'Detel:taáa 16/Ylgo/04r r - del Estándar en Altura % con respecto al promedio de 9{p Detectada ..J
JL(j(j

las alturas s 0.40 16/Jilgo/04

Verificó: y.:u 16/Ylgo/04

Iniciales Fecha
Nota: N: si ni /Ca "Cum le" x Nocum le.

Fecha: 15/Agoslo/2004 Pagina: 16de19



Protocolo de Calificac ión de Desempe ño

Cromatógrafo de Líquidos de Alta Resolución

-Revisión : 1.0 •

Marca : Waters

4.3. Estándar de Propilparabeno.

'Pieo :

1 1

i 2

I 3

i 4

I

~
5

6

Promedio

% Coef ic iente de
Variación.

Verificó:

I 34.7 10051446 1457073 .1
I JLfj(j
I

16/!A;¡o/04I

34.7 10075884 1455109.6
JL(j(j

16/5l¡¡o/04

I 34.8 9984155 14530263
JL (j (j

I 16/%0/04
I JL (j(j

34.8 9997069 1445381.0 16/5J/¡o/04

34.8 10141936 1457800.5
JL(j(j

16/5J/¡o/04

34.7 10030953 14534682
JL(j(j

16/5l¡¡o/04

34.7 100469073 1453643.1
JL(j(j

16/5l¡¡o/04

0.1 0.6 03
JL (j (j

16/5l¡¡o/04

y.u 16/Jlgo /04

In iciales Fecha

g ifi p y ( ) p
Nota, : Ver Reporte de Resultados y Cromatógramas. Anexo 1.

Etapa Descripción de Prueba ,co"';ResUltado Esperado ResUltado Actual Cwnple i( Iniciales!
No. ;. '; ;.;.. VJx Fecha .

1. Prec isión delliempo de
0.1% Cl! .J

JL(j(j
Retenc ión % CV S 1.0 16/JIgo/04

2. Prec isión de las Areas del Pico JL(j(j
% CVS 1.0 0.6% Cl! .J 16/flgo/04

3. Precisión de la Altura del Pico I JL(j(j
% CV S 1.0 I 03% Cl! .J 16/flgo/04

4. Arras tre del Estándar en Areas % con respecto al promedio de JL(j (j

las áreas s 0.20
0.044% Cl! .J 16/flgo/04

5. Arrastre del Estánda r en Altura % con respecto al promedio de JL(j(j

las alturas S 0.40
0.041% Cl! .J 16/JIgo/04

Verificó: y.u 16/Jlgo/04

'-----
In ic iales Fecha

Nota: (.J) si ni ca "Cum le" x Nocum le.
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5. REPORTE DE NO CONFORMIDADES.
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No. deNo
Conformidad Prueba!Parámetro Resolución Firma! Fecha
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Anexo l.

Resultados de la Prueba de Desempeño
del Sistema de Cromatografía de

Líquidos de Alta Resolución.

a) Tabla de Resultados
b) Cromatógramas.



Calif icaci ón de Des empeño

Eslandares: Acido Benzoico, Melil Parabeno y Propil Parabeno
Realizó: Juan Luis Garcia G.
Cromalografo de líquidos de alta resolución: Walers
Sof lware: Millennium 32 Versión: 3.20

TABLA DE RESULTADOS

Norrbrede
Nontre Vial

Vd
Ir¡ /Vea Altura

Tlerrp>de
la Muestra (lA) Re.encU..

1 ESTANCAR·1 ACICO BENZOICO 2 20 1 4940114 446423.7 27.1

2 ESTANCAR· 2 ACICO BENZOICO 3 20 1 4944445 «7Sn8 27.1

3 ESTANCAR·3 ACICO BENZOIC O 4 20 1 4954248 «n93.S 27.1

4 ESTANCAR· 4 ACICO BENZOICO 5 20 1 4959247 4468S9.3 27.1

5 ESTANCAR·S ACICO BENZOICO 6 20 1 4956893 448969.3 27.1

6 ESTAN CAR·6 ACICO BENZOICO 7 20 1 4958712 «8878.4 27.1

Mean 4952276.6 « nS1.2 27.1

% RSO 0.2 0.2 0.1

Ncrrb"ede
Nontre Vial

Vd
Ir¡ /Vea Altura

Tien'p:lde
la Muestra (lA) Retención

1 ESTANCAR·l MET tL PARABENO 2 20 1 6795397 800\165.7 28.1

2 ESTAN CAR·2 METIL PARABEN O 3 20 1 6796019 800\594.2 28.1

3 ESTANCAR·3 MET IL PARABENO 4 20 1 6784834 799946.5 28.1

4 ESTANCAR·4 METIL PARABENO 5 20 1 6798970 802852.6 28.1

S ESTANCAR·S MET IL PARABENO 6 20 1 6822!n7 796738.6 28.1

6 ESTANCAR-6 METI L PARABENO 7 20 1 6B0951S 798145.4 28.1

Mean 6801618.8 801073.8 28.1

% RSO 0.2 0.4 0.1

Nontrede
Nontre Vial

Vd
Ir¡ /Vea Altura

Tierrp>de
la Muestra (lA) Retencl6n

1 ESTANCAR· ' PROPIL PARABEN O 2 20 1 10051«6 1457073.1 34.7

2 ESTANCAR·2 PROPIL PARABENO 3 20 1 10075884 1455109.6 34.7

3 ESTANCAR-3 PROPI L PARABENO 4 20 1 9984155 1453026.3 34.8

4 ESTANCAR·4 PROP1L PARABENO S 20 1 9997069 1«5381.0 34.8

5 ESTANCAR·S PROP ILPARABENO 6 20 1 10141936 1457800.5 34.8

6 ESTANCAR·6 PROPlL PARABENO 7 20 , 10030953 1453468.2 34.7

Mean l0046!107.3 1453643.1 34.7

% R SO 0.6 0.3 0.1
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Calificación de Desempeño
Estandares : Acido Benzoico, Melír Parabeno y Propil Parabeno
Realizó: Juan Luis Garci a G.

Cromalografo de IIquidos de alla resolución : Walers
Software: Mllenn ium 32 Versión: 3.20
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Nombre de la muesIra Nombre
Tiempo de

Area AIIura
relenc ión (min)

I ES TANQAR ·, o., 193542 18026 .8

2 ESTANQAR·, 1.0 73265 5558 .7

3 ESTANCAR·' 1.3 8847 68 2 174 1.6

• ESTANCAR·' 17.0 1668 2 1184.1

5 ESTANCAR· ' ACIOOBENZOICO 27.1 4940 114 44 64 23 .7

8 eSTANOAR·' M:Tll PARABENO 28.1 6795397 60418 5.7

7 ESTANCAR ·' 32.2 2255 338 .0

I 8 eSTANOAR-" PR(PIL PARARENO 34.7 10051446 14570 73.1

• eSTANOAR-' 42.6 2926 413 .7

10 ES TANO AR·, .44.4 2292 329 ,1

11 ES TANQAR ·' 4 7.4 603336 426 1.7
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Califi cación de Desempeño
Estandares: Acido Benzoico. MeW Parabeno y Propil Parabeno
Realizó: Juan Luis Garc la G.
Cromatografo de Iiquidos de alta resolución: Walers
Software : Millennium 32 Versión: 3.20

ffiOMt..TOGRAMt..S
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--- SampleName ESTANDAR-2 Vial 31njection 1 Inject ion Volume (uL) 20.00

Nomb re de fa muest ra Nombre
1iempo de

Area Altura
retención (min)

1 ESTANOAR·2 · o.• ' . 2265 12804.2

2 eSTANOAR·2 o.• 75127 6240 .7

3 ESTANOAR-2 1.3 223433 lHlO6.e

• eSTANOAR·2 17.0 16567 1175."

s ESTANOAR·2 ACUlOBENZQlCO 27.1 ....... «75n.8

• ESTANOAR·2 J.ETll PARABENO 28.1 6798019 804594 .2

7 ESTANOAR-2 32.2 193' 312.3

b eST"NDAR-2 PRQPll PARABENO 34 .7 10075884 '455109.6

• eSTANOAR-2 42.6 294. 421.6

lO eSTANDAR-2 .... 296' 357 .6

11 eSTANQAR-2 47 .S 33986 858 .8

12 eSTANDAR-2 48.6 10056 260 .3

13 e5TANDAR-2 49.1 13. 41.8

14 eSTANDAR-2 49 .6 10812 314 .0

21108104



Calit icación de Desempe llo
Estandares: Acido Benzoico, r,'eW Parabeno y Propil Parabeno
Realizó: Juan Luis Garc ia G.
Cromal ograt o de IIquidos de alta resolución: Wal ers
Software: Millennium 32 Versión: 3.20
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--- SampleName ESTANDAR-3 Vial 4 Inject ion 1 Injec tion Volume (uL) 20.00

Nombre de la muestra Nombre
TIempo de Area Altura

retención (min)

1 e STAND4R-3 os 103804 8718.7

2 e STAND AR-3 09 64S99 5670 .0

3 e ST ANCAR.:! 1.3 121.73 5388.1

• E S TANOAR-3 11.0 1730 7 1109 .1

5 eSTANDAR.,) ACIOOBENZOICO 27 .1 4954 248 4-47703.5

B e ST ANCAR-3 IoETll PARABENO 28.1 6784834 79994& .5

7 ESTANOAR.J 32.3 2041 331 .&

8 ESTANOAR.J PRQPIL PARABE NO 34 8 998-f.155 1453026 .3

• eS TA NOAR.J 42.7 " 4S 438 .1

10 ESTANDAR.J 44 .5 3134 371 .6

11 E STANOAR..J 46.7 24 19 110.3

12 E STANDAR-3 47.5 1223 7 494 ."

13 ESTANDAR-3 4 7 9 263 51.3

14 eSTAND AR-3 49 t 75502 967 .7
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Calif icac ión de Desempeño
Estandares : Acido Benzoico. ""'til Parabeno y Propil Parabeno
Realizó: Juan Luis Garcia G.
Cromalografo de IIquidos de alta resolución: Waters
Software: Millennium 32 Versión: 3.20

ffiOMl\. TOGRAM6.S
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--- SampleName ESTANDAR-4 Vial 5 Injec lion 1 Injeclion Volume (uL) 20.00

Nombre de la muestra Nombre
TIempo de

/vea Altura
retención (min)

1 ESTANQAR... os 815 18 6424.9

2 eSTANDAR-4 o. 57544 5045 .0

3 eSTANOAR... 1.3 81143 38406

• eS TA NOAR-4 17.1 17741 122 7.7

5 eSTANDAR'" ACJOO BENZOCO 2 7.1 4959247 446869.3

6 eSTANOAR... f.E.TILPARABENO 28.1 6798970 802852.6

7 eSTANDAR-4 32.3 2415 354.8

8 eSTANDAR-4 PRQPll PARABENO 34.8 9997069 1445381.0

• eSTANCAR... 42.7 2668 424 .9

10 ESTANOAR-4 U .S 303. 368.'

11 eSTANDAR-4 45.9 2344 185.9

12 eSTANOAR-4 47 .9 255928 1954 .6
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Calif icac ión de Desempeño
Estandares : Ac ido Benzoico, Malil Parabeno y Propil Parabeno
Realizó : Juan Luis Garcla G.
Cromatografo de líquidos de alta resolución: Wat ers

Sof tware : Millennium 32 Versión: 3.20
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--- SampleName ESTANDAR-5 Vial 6 Inject ion 1 Injeclion Volume (uL) 20.00

Nombre de la muesIra Nombre
Tiempo de

Area Altura
retención (min)

, eSTANDAR-5 o.s 67085 5 1"2.3

2 ESTANOAR-6 0 .0 417 17 4236.4

3 e5TANDAR-5 1.3 680 19 2GGt .O

• eSTANCAR-5 17.0 ' 6453 1175.3

5 ESTANOAR-5 AClOOBENZOICO 27.1 4956893 448 969.3

6 eSTANDAR-5 -.E TIL PARASE NO 28.1 68229 77 7967 38.6

7 eSTANOAR-5 32.3 2'" 371.1

8 eSTANOAR-5 PRQPll PARABENO 34.8 10'4'936 ' 457800.5

• ESTA NOAR-5 42.7 2933 415.5

'0 eSTANCAR-5 44 .5 12401 -463 .6

" eSTANOARoS 47." 267 47.2

'2 eSTANDAR-5 48.6 86160 .....
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Calificación de Desempeño
Est ándares : Acido Benzoico, Metil Parabeno y Propil Parabeno
Realizó: Juan Luis Garc la G.
Cromatografo de líquidos de alta resolución: Waters
Soítware: Millennium 32 Versión: 3.20
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--- SampleName ESTANDAR-6 Vial 7 Injection 1 Injection Volume (uL) 20.00

Nombre de la muestra Nombre
Tiempo de

Area Altura
retención (min)

1 eSTANDAR-6 O.S 5749 3 . 324 .4

2 e5TANOAR-6 o.• 44342 3921.0

3 eSTANOAR-6 1.3 60 723 2689 ,1

• ES TA NDAR-6 17.0 17113 1180 .8

5 ES TANOAR-6 AQOO BENZOICO 27 .1 4958 712 448878.4

6 eSTANDAR-6 toETll PARABENO 28.1 68095 15 7ge 14S.4

7 eSTANOAR-6 32.2 2329 370.1

6 ESTANOAR-6 PROPll PARABENO 34.7 100309 53 1453463 .2

• eSTANDAR-6 42 .1 2772 423.1

10 ES TANOAR -6 44 .S 2073 353 ."

11 eSTANOAR-6 45 .5 757 98 .7

12 eSTANOAR-6 45.9 1527 138.4

13 eSTANOAR-6 462 103 17.8

14 eSTANDAR-6 48.6 92216 834.8
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