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1. FUNDAMENTACION TEORICA

Antes de entrar al estudio de la cromatografia se considera su origen y evolucién
que ha seguido hasta llegar a ser una de las técnicas de analisis mas importantes
en la quimica actual.

En 1850 F.F Runge comprob6 que los cationes inorganicos se separaban por
migracion diferencial cuando se deposita una solucién que los contenga sobre un
material poroso como papel.

1941 Martin y Synce esbozan la idea de cromatografia de gases.

1952 Martin y James utilizan por primera vez la cromatografia de gases
realizando mediante esta técnica la separacion de algunos &cidos grasos
volatiles.

1958 Golay es el primero en proponer columnas capilares con relleno
comenzando su desarrollo analitico.

En 1954 Se introduce en el mercado el primer cromatdgrafo de gases comercial,
rapidamente fue aceptado como una importante herramienta para el analisis
quimico (Storch, 1998).

La cromatografia es una técnica de separacion donde los componentes a separar
se distribuyen en dos fases una de las cuales constituye un lecho estacionario de
polaridad conocida, constituida de silica de caracter sélido o una pelicula delgada
y la otra es un flujo de gas o un liquido inerte que pasa a través 6 a lo largo del
lecho estacionario (Raymond, 2002, Robert, 1998, Harold, 2001).

Clasificacion de las técnicas en Cromatografia

DISPOSICION DE LA FASE ESTACIONARIA

OPERACION FASE ESTACIONARIA  FASE MOVIL
CAPA FINA LIQUIDO SOLIDO
EN ESPACIO PAPEL LIQUIDO SOLIDO
COLUMNA LIQUIDO SOLIDO

CROMATOGRAFIA

LIQUIDO SOLIDO
GAS SOLIDO (C. G-S)
EN EL TIEMPO COLUMNA GAS LIQUIDO (C. G-L)




Actualmente la cromatografia de gases ha desplazado muchas técnicas analiticas
qgue se utilizaban para identificar 6 cuantificar sustancias quimicas debido a su
exactitud y precision para reproducir y cuantificar.

1.1 APLICACION DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES
La cromatografia de gases es una técnica de separacion donde el lecho

estacionario es un soporte solido y la fase mévil es un gas inerte (Joseph ,1979).

Estas técnicas son utilizadas para separar identificar y cuantificar analitos a
presiones y temperaturas elevadas.

Los equipos que logran estas condiciones son los cromatégrafos de gases.
Constituidos por un inyector, un horno con una columna empacada o capilar en
su interior, un detector y un graficador.
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Para que los equipos de precision y medicion sean confiables en sus resultados,
deben cumplir con las propiedades analiticas basicas de sensibilidad, precision y
selectividad mediante la calibracién y mantenimiento del equipo. (Frank 1997,
Harold, 2001).

1.2 DESCRIPCION DEL CROMATOGRAFO DE GASES

Un cromatografo de gases cuenta con cilindros 6 contenedores de gases de ultra
alta pureza, los mas utilizados son nitrégeno, hidrogeno, aire y helio. En el
mercado comercialmente existen de alta pureza y ultra alta pureza.

Su flujo es controlado por un monorreductor que regula la presion y salida del
gas. Un inyector capilar o empacado donde se deposita la muestra para su
separacion. Un horno con una columna capilar 6 empacada en su interior. Aqui
se lleva acabo la separacion del analito, un detector donde se manda la sefal en
milivolts a un graficador que registra la sefial en forma de cromatograma. (Ray,
1991).
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En el cromatégrafo de gases en la columna se lleva a cabo la separacion y
cuantificacion a temperaturas y presiones altas. Cuando la muestra se deposita
en el inyector se evapora y en forma gaseosa pasa a la columna, en la columna
se lleva a cabo la separacién considerando propiedades como polaridad, peso
molecular, punto de fusion. Las muestras con peso molecular mas bajo seran
arrastradas con rapidez por el gas inerte Nitrdgeno utilizado como fase mévil en
la columna y las de peso molecular mas alto. Se retendran mas originando un
mayor numero de platos teoricos.

1.3 TERMINOS CROMATOGRAFICOS

Los platos tedricos se consideran como el niumero de veces que el analito
interactia con la fase estacionaria para su resolucidon y a consecuencia una
mejor separacion y cuantificacion.

Cuando los analitos son separados pasan al detector donde son ionizados por
combustion a la flama y transformados a una sefial en milivolts, todo este proceso
se lleva acabo en un tiempo determinado llamado tiempo de retencién (Littlewood
1970, Gary, 1986, Robert ,1998).

Estos equipos por sus propiedades de cuantificacion deben cumplir con las
propiedades analiticas de medicion, precision, sensibilidad y selectividad para
tener trazabilidad en sus resultados y lograr la precision de un equipo en los
resultados, debe existir concordancia entre un grupo de resultados obtenidos,
estos se deben fundamentar en parametros estadisticos basados en
distribuciones normales 6 gauseanas, medias aritméticas y desviacion estandar.

Cuanto mas diferentes son las condiciones experimentales, mayores seran las
causas de variabilidad, la dispersion del conjunto de resultados sera mayor y
menor la precision de un equipo.

La sensibilidad se considera como la capacidad para poder detectar o determinar
pequefias concentraciones de analito en la muestra, esta es una propiedad
basica que soporta a la exactitud la cual no se alcanza si el método no tiene la
capacidad discriminatoria de la deteccion a bajas concentraciones.

Limite de deteccién, concentracion del analito que origina una sefial y se
distingue de la sefial del blanco solo se usa para identificar analitos.

El limite de cuantificacion se define como la concentracion del analito que origina
una sefial donde se puede tener resultados reproducibles para cuantificar un
analito (vailarcel, 1999).

La selectividad es una propiedad analitica basica atribuible a un método analitico
que puede definirse como su capacidad para originar resultados que dependen
de forma exclusiva del analito para su identificacion 6 cuantificaciéon de una
muestra, todas estas herramientas estadisticas se verifican con la calibracion del

equipo(Walter,1997).



La calibracion es un seguimiento donde un instrumento 0 aparato funcione
correctamente es decir, tiene connotacion de verificacion.

Su objetivo es corregir la respuesta instrumental hasta encontrar el valor
considerado como verdadero

La calibracibn de un equipo debe ser verificada con la confirmacion del
cumplimiento de los requisitos especificados por medio del examen y aporte de
evidencias objetivas.

La confirmacion metrologica es el conjunto de operaciones necesarias para
asegurar que el equipo de mediciébn cumpla con los resultados para su uso
previo. Con la confirmacion metrolégica debe incluir calibracion y verificacion del
equipo a utilizar (Ckwood ,1993).

1.4 CUIDADOS PARA UN CROMATOGRAFO DE GASES

En la actualidad hay cromatografos de gases con sensibilidad muy alta detectan
y cuantifican impurezas hasta nanogramos, debido a estas caracteristicas sus
componentes son muy sensibles y fragiles, un manejo inadecuado originaria dafio
al equipo dando resultados erroneos.

Antes de calibrar un cromatdografo de gases se debe tener un sistema
cromatografico completamente limpio, de aqui la importancia de un
mantenimiento previo antes de la calibracion.

El mantenimiento implica, limpieza de cada componente del cromatégrafo de
gases (Dennos, 1981, Fair, 1965).

Cada componente que forma parte del equipo (detector, inyector, horno y
columnas). Es muy selectivo y sensible.

Debido a esto para su calibracibn se realizaran pruebas especificas de
sensibilidad, reproducibilidad, ruido a corto y largo plazo, limpieza del equipo para
verificar y justificar su funcionamiento.

El cromatdégrafo de gases dentro de sus componentes tiene lineas de
transferencia donde fluyen gases, unas se distribuyen al detector sobre estas
fluyen Hidrogeno y Aire. Otras hacia el inyector y columna que fluye Nitrégeno
como gas de acarreo.

El flujo de los gases que se transporta por las lineas de transferencia se mide en
mL / Seg. Con un flujometro electrénico marca varian (John, 1988).



1.5 CALIBRACION DEL CROMATOGRAFO DE GASES

1.5.1 Las pruebas a realizarse para la calibracibn de un cromatografo y
verificacion de un mantenimiento preventivo en las lineas de transferencia son.
Medicion de Nitrégeno como gas de arrastre en la columna.

Medicion de Hidrogeno, Aire como gases combustibles en el detector ionizacion
de flama (FID).

1.5.2 Para evaluar limpieza de equipo y pureza de gases las pruebas son.

Determinacién de ruido a corto plazo.

Determinacién de ruido a largo plazo.

1.5.3 La prueba a evaluar segun el tipo de detector es:

Sensibilidad.

1.5.4 Para el horno e inyector las pruebas a realizarse son:

Determinacién en tiempos de retencion.

Determinacion de reproducibilidad.

1.5.5 Para evaluar eficiencia de la columna en relaciéon a la fase movil se realiza:

Determinacién de la resolucion de un analito.

Ancho de pico y simetria.

Todas estas pruebas se realizan por el método de la relacion estandar/estandar
interno (Dennos, 1981, Robert, 1975).



Los resultados obtenidos se documentan y se conforma un procedimiento
detallado, para que las proximas calibraciones y mantenimientos preventivos se
realicen internamente.

Teniendo un respaldo analitico para auditorias.

1.6 IMPORTANCIA DE LA CALIBRACION EN AUDITORIAS

En la industria farmacéutica e investigacion estos equipos son calibrados por sus
proveedores originando un alto costo anual.

Estos equipos cuentan con un historial donde se documentan. Las calibraciones,
mantenimiento y acciones correctivas, estos historiales son respaldos analiticos
para comprobar en auditorias la trazabilidad de un equipo de medicidn.

Si un cromatégrafo de gases es utilizado sin calibrar los resultados obtenidos
podrian variar de un dia a otro. En la industria farmacéutica seria critico un
resultado emitido en estas condiciones, puesto que los medicamentos dependen
de resultados confiables a consecuencia no se sabria si el método es
reproducible 6 es error instrumental (Takayaki, 1998).

En Armstrong laboratorios de México se cuenta con un cromatégrafo de gases
para la investigacion y desarrollo de nuevos métodos, este equipo cuenta con un
historial que garantiza la credibilidad en su funcionamiento. Con documentos que
garantizan la veracidad de sus resultados en auditorias de calidad.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La disponibilidad actual de utilizar equipos de medicion lleva la responsabilidad
de cumplir con variables de calibracion establecidas, basadas en fundamentos
analiticos y estadisticos disefiados y documentados.

La cromatografia de gases es una técnica de medicién y prueba en la industria e
investigacion, actualmente es una de las técnicas empleadas para la valoracién e
identificacion de activos en medicamentos, estas técnicas analiticas solo se
logran por medio de equipos con una alta sensibilidad y reproducibilidad en sus
resultados. El equipo empleado para estas técnicas es un cromatégrafo de gases
es indispensable que antes de su uso este completamente limpio y calibrado para
asegurar resultados confiables (Henry, 1968, manual de instalacion vy
mantenimiento, 1998).

En Armstrong laboratorios de México. Hay un cromatografo de gases este
anteriormente no  contaba con una documentacion que demostrara el
funcionamiento del equipo, ademés de solicitar la calibracion y mantenimiento a
proveedores. Lo que originaba gastos elevados. Con una estimacién del 0.01%
en relacion al valor del equipo. Esto originaba gastos y retrasos ya que se tenia
que estar a disposicion del proveedor.

El mantenimiento preventivo y calibracion se realizo internamente, tomando
como referencia las condiciones cromatograficas, soluciones, materiales y
reportes de la calibracién emitida por el proveedor del equipo varian.

Todo esto se verifico experimentalmente y con un soporte estadistico. Asi mismo
los resultados obtenidos se documentaron llevando un historial del equipo para
facilitar el manejo y tener la seguridad de un resultado muy proximo al tedrico.

En auditorias los documentos son un respaldo indicativo donde se justifica la
calidad y veracidad de los resultados.

Este trabajo de investigacion tiene relevancia por ser el primer documento que
especifica  condiciones y acciones para un mantenimiento preventivo y
calibracion de un cromatégrafo de gases.

En la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, existe en funcionamiento
cromatografos de gases. Este trabajo puede ser de gran utilidad y ser utilizado
como guia, para realizar sus calibraciones internamente asi como tener
documentos que avalen sus resultados de investigacion.

Recordemos que todo equipo de medicibn y prueba se debe justificar y
comprobar su funcionamiento para asegurar la calidad de un trabajo de
investigacion y desarrollo.



3. OBJETIVO

3.1 GENERAL

Calibrar el cromatografo de gases varian 3800 con detector de
ionizacion a la flama.

3.2 ESPECIFICOS

Realizar el mantenimiento preventivo del cromatégrafo de
gases varian 3800 con detector de ionizacion a la flama.

Realizar la prueba de ruido a corto y largo plazo para verificar
la limpieza de cada componente del cromatografo de gases.

Realizar el ajuste de flujos de los gases Nitrégeno, Aire e Hidrogeno en
las lineas de transferencia utilizando un flujometro.

Realizar las pruebas de sensibilidad, reproducibilidad en tiempos de
retencion, resolucion, reproducibilidad de inyecciones por el método del
estandar interno para calibrar el cromatégrafo de gases.

Recopilar los resultados obtenidos para integrar una carpeta.
Que incluya resultados de la calibracién, fechas de calibracion
mantenimiento y composturas externas del proveedor.



4. MANEJO DE DATOS ESTADISTICOS

Realizar un estudio comparativo entre los resultados obtenidos internamente con
los del proveedor y las especificaciones, e indicar con base a un andlisis
estadistico si los resultados cumplen con los parametros de exactitud y precision,
para un equipo de medicion como el cromatdgrafo de gases.

Para realizar el comparativo descargar los datos obtenidos en la siguiente tabla
de resultados.

AJUSTE DE GASES EN LAS LINEAS DE TRANSFERENCIA

TABLA N.1 RESULTADOS Y ESPECIFICACIONES DEL PROVEEDOR

(VARIAN)
_ Resultados
Parametros | S X DER % Ccv Especificacion | internos
error
Gas de
arrastre 0.1 3.44 0.2 12.8 0.003 3.0(+/-)0.5 o?
Make-up 0.04 |26.58 | 0.2 1.6 |0.002 |27(+-)3 &?
Purga de
septa 0.01 | 351 0.2 12.3 0.003 4.0(+/-)1 &?
Hidrogeno 0.42 | 31.20| 0.35 4.0 0.013 30(+/-)1 &?
Aire 0.32 | 300.1|0.11 0.04 0.001 300(+/-)10 &?
Venteo 0.0 103 0.0 3.0 100(+/-)10 &?
S = desviacion estandar "X = media aritmética
DER = desviacion estandar relativa CV = coeficiente de variacion



PRUEBAS PARA LA CALIBRACION DEL CROMATOGRAFO DE GASES

VARIAN 3800
TABLA N.2 RESULTADOS Y ESPECIFICACIONES DEL PROVEEDOR
(VARIAN)
Especificacion Proveedor Resultados | Especificacion
internos
Ruido a corto plazo 0.30% o? < 20%
Ruido a largo plazo 7.88% &? < 20%
Sensibilidad 0.51302 o? > 0.008
Coul/gr
Resolucién X=1.96 o? > 15%
Repetibilidad por DER =1.43 < 20%
std/std int ?
Tiempo de retencion Metanol
DER= 0.0709 ? < 20%
Isopropanol
DER=0.1037
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4.1 RESPONSABILIDADES
Del quimico encargado del equipo.
En las industrias los equipos se asignan a personas con experiencia en su

manejo teniendo como responsabilidades:

Realizar el mantenimiento preventivo en un periodo de cada seis meses o antes
si lo requiere.

Realizar la verificacion de parametros de calibracion en un periodo no mayor de
un afo.

Recopilar los reportes de calibracion, mantenimiento externo y cualquier
documentacion procedente al cromatografo de gases.

Verificar un stock en consumibles y reactivo.
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5. REACTIVOS, MATERIAL Y EQUIPO

5.1 EQUIPO

* Cromatografo de gases varian 3800

* Monitor y cpu marca DELL Pentium ||

*

Software con programa varian 4.5 star

* Impresora Compagq 1J 650

5.2 MATERIAL

*

Columna Quadrex DB 007 megaboro. (Quadrex 2001)
30 mts de longitud y 0.5 de ID (diametro interno)

Férulas con aleacion vaspat-grafito (Buyer’s, 1 guide 2001)
Septas de bajo sangrado (Edgar, 2000)

Microjeringas Hamilton de 10 microlitros

Hisopos de algodon.

Matraces volumétricos de 100 mL marca kimax (18)
Vasos de precipitado de 500 mL y 100 mL marca kimax
Pipetas volumétricas de 2 mL marca Brand

Contenedores para gases Nitrégeno, Aire, Hidrogeno. (Proveedor praxair)

12



5.3. REACTIVOS

*

Metanol marca omnisolv Pureza 99.99 % Lote un1219 (Aldrich, 2001)
* Agua marca omnisolv Lote un1245

* Acido nitrico diluido Lote ac4518 (15mL/100mL agua)

*

Isopropanol marca omnisolv. Pureza 99.99 % Lote un1321

*

Etanol marca omnisolv. Pureza 99.99 % Lote un1452

* Acetona marca omnisolv. Pureza 99.99 % Lote un 1265

5.4 PROCESO A SEGUIR

Nota- Requisitos para el usuario
* Conocimiento de cromatografia de gases
* Limpieza y cuidados de columnas
* Mantenimiento en detectores FID
* Reglas de seguridad en manejo de gases explosivos

* Conocimientos basicos estadisticos

13



6. PROCEDIMIENTO.

Para establecer el programa de calibracibn se consideran las siguientes
sugerencias segun PGA-00714 (control de equipos de inspeccion, medicion y
prueba).

Reportes analiticos de calibraciones emitidos por el proveedor varian.

Revision bibliografica a partir del aflo 1968 al 2002 en fuentes primarias de
informacion.

Realizar una revision bibliografica en fuentes de informacién primarias como son
diarios, jornal y secundarias en libros.

6.1 MANTENIMIENTO PREVENTIVO

Un mantenimiento se realiza antes de iniciar la calibracion de un cromatégrafo de
gases. Este se realiza para evitar problemas en el funcionamiento del equipo
durante la calibracion, asi como evitar impurezas que puedan afectar los
resultados de la calibracion.

El mantenimiento preventivo consiste en la limpieza de los siguientes
componentes.

6.1.1 Limpieza de columna

6.1.2 Limpieza de inyector capilar

6.1.3 Limpieza de inyector empacado

6.1.4 Limpieza del detector

6.1.5 Limpieza del horno

6.1.6 Limpieza de microjeringa

14



6.1.1 COLUMNA

Aqui se lleva la separacion del analito si la columna esta sucia puede afectar la
sefal para el detector o bien acarrear impurezas que se detectaran como picos
extrafios en los cromatégramas de los resultados.

Si el mantenimiento no se realiza bajo las condiciones que se describen a
continuacion podria dafarse el empaque y sufririamos la perdida de la columna.

Para evitar esto proseguir como se indica.

Extender los extremos de la columna si estos estan sucios, limpiar los extremos
de la columna con algodon remojado en metanol, si las impurezas no se eliminan
se procede a cortar los extremos de la columna con una punta de diamante.

Colocar una férula con su ferrul en un extremo de la columna a una distancia de
7.5 cm y montar la columna en la entrada del inyector medio, para el otro extremo
de la columna realizar la misma operacion pero a 9.5 cm este extremo no se
conecta quedando libre ver figura 1.

Programar una temperatura del horno a una temperatura de 30 grados mas baja
gue su temperatura limite de la columna (250 °C).

Se debe tener flujo constante de Nitrégeno por la columna, mantener la
temperatura por 4 h. Transcurrido el tiempo bajar la temperatura a 50 °C y
desmontar la columna.

Para verificar si la columna esta completamente limpia realizar la prueba de ruido

a corto y largo plazo esta prueba no debe registrar ningun pico extrafio durante su
corrida.
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FIGURA 1

Columna megaboro DB5 longitud 30 metros, observar los extremos se observan
impurezas en sus terminaciones. Asi como su respectivo ferrul en cada extremo.
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6.1.2 INYECTOR CAPILAR

Es una pieza del cromatdgrafo de gases entre sus componentes esta un inserto
de vidrio donde se deposita la muestra debido a esto las impurezas son
frecuentes en su interior si la limpieza no es completa existe el riesgo de ensuciar
la columna y microjeringa.Otra precaucion que se debe tomar en cuenta es
durante su ensamblé si las piezas quedan flojas existirdn fugas lo que originara
variaciones en la presion y una inestabilidad en el equipo. Para evitar esto
proseguir como se indica.

Desmontar del inyector la tuerca del septo posteriormente quitar la septa de bajo
sangrado en su parte baja se observa el inserto, el cual se quita desatornillando.

Remojar un hisopo con metanol e introducirlo en el interior hasta que este no
guede sucio, sonicar el inserto por 1h con metanol, si a un queda sucio utilizar
acido nitrico diluido a una concentracién 50:50 v/v en agua sonicar por 1h.
Posteriormente enjuague con abundante agua Yy luego con metanol ensamblar
los componentes del inyector y colocar septa nueva.

Ver figura 2 (Manual de mantenimiento e instalacion 1998).

Para verificar su limpieza se realiza la prueba de ruido a largo plazo.
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FIGURA 2

Septa, inserto, tuerca de septo componentes del inyector capilar desmontados del
cromatografo de gases varian 3800.
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6.1.3 INYECTOR EMPACADO

La diferencia entre un inyector capilar y un empacado son las siguientes, el
inyector empacado no tiene inserto y el diametro del cuerpo del inyector es mas
ancho, lo que permite introducir en su interior el hisopo con metanol para su
limpieza. El procedimiento para su limpieza es el mismo que se realiza para el
inyector empacado ver figura 3.

FIGURA 3
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6.1.4 DETECTOR (IONIZACION A LA FLAMA)

Nota: Por su sensibilidad del equipo se debe tener mucho cuidado en la limpieza
de cada componente que integra el detector. Si uno de sus componentes sufre
dafio el equipo deja de operar y el costo para su reparacion seria elevado.

La limpieza del detector se realiza cuando el ruido en el detector aumenta y la
linea base no es estable, también se debe realizar al inicio de una calibracion.

Para realizar la limpieza proseguir segun se indique.

Con un desarmador tipo cruz quitar los tornillos que fijan el detector ver figura 4.
Desconectar los cables de sefial y cables del quemador de sus respectivas
sondas, antes de quitar las sondas del interior de la torre FID extraer el colector y
el aislador de cerdmica ver figura 5.

Con precaucion jalar las sondas de sefial y del quemador para no romper sus
puntas metélicas.

La boquilla de inflamacion se desatornilla con precauciéon para no romperla ya
gue esta constituida de ceramica y metal.

Cuando se tengan las piezas por separado colocarlas en el interior de un vaso de
precipitados de 500 mL y cubrirlas con metanol posteriormente sonicar por 1h.

Si las piezas permanecen sucias sonicar 1 h mas con una mezcla de acido nitrico
al 50:50 v/v en agua, enjuagar con agua y luego con metanol. (Manual de
Operacion varian, 1998).

Ensamblar los componentes conectando correctamente los cables de seiial para
evitar alguna descarga de potenciales ver figura 5.

Para verificar que el detector no se dafio durante su limpieza la prueba de ruido a

largo y corto plazo deben cumplir, asi como la de sensibilidad ademas de
registrar una sefial en milivols estable.
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FIGURA 4
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FIGURA 5

Detector de ionizacion a la flama y cables de sefal

22



6.1.5 LIMPIEZA DEL HORNO

Humedecer una franela con una mezcla de agua y metanol 50:50 v/v.
Limpiar el interior del horno y partes exteriores del cromatografo para eliminar el
polvo, nunca se debe utilizar detergentes para su limpieza.

6.1.6 LIMPIEZA DE MICROJERINGA

La importancia de mantener en buenas condiciones la microjeringa para su uso
es indispensable, pues de ello depende la reproducibilidad de los resultados, si
estas estan sucias estariamos ensuciando el sistema cromatografico. Para evitar
esto se realiza la limpieza con lavados dimetilformamida seguido de cloroformo,
etanol, agua hasta que el embolo se deslicé libremente.

Si no ocurre esto se realiza un lavado previo con acido nitrico o clorhidrico al
50:50 v/v repetir el procedimiento anterior ver figura 6.

La microjeringa queda completamente limpia cuando el embolo se desliza
libremente por su interior.
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FIGURA 6

Material utilizado para la calibracion del cromatografo de gases varian 3800
(ferulas, microjeringas, hisopos, insertos)

24



6.2 CALIBRACION DEL CROMATOGRAFO DE GASES

Después que el mantenimiento se realizo se puede proceder a calibrar el
cromatédgrafo de gases varian 3800 realizando las siguientes pruebas.

6.2.1 Flujos en lineas de transferencia. (Detecto, purga de septa y
gas de arrastre)
6.2.2 Ruido a corto plazo
6.2.3 Ruido a largo plazo
6.2.4 Sensibilidad
6.2.5 Reproducibilidad en tiempos de retenciéon
6.2.6 Resolucion
6.2.7 Reproducibilidad por el método del estandar interno
6.2.8 Comparativo con un producto de linea
6.2.1 Los gases que fluyen por las lineas de transferencia segun su localizacion

se calibran con un flujometro y se verifica su variacion con parametros
estadisticos.
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FLUJOS EN EL DETECTOR

El detector es una de las partes mas sensibles del cromatégrafo de gases, aqui
se produce la combustion del Hidrogeno y Aire produciendo una flama, la
intensidad debe ser uniforme para evitar ruido y respuesta baja en la sefial.
Debido a esto se debe ajustar la cantidad de flujo de gases Hidrogeno y Aire
para la combustion (kart, 1977, Henry ,1968).

PROCEDIMIENTO

Abrir la puerta del horno y colocar en un extremo de la columna un ferrul con su
respectiva férula a una distancia de 7.5 cm de su extremo.

Realizar la misma operacion del otro extremo de la columna colocando el ferrul a
una distancia de 9.5 cm, abrir la puerta del horno y montar la columna en el
inyector inserte el extremo de 7.5 cm y para el detector el extremo de 9.5 cm ver
figura 7y 8.

Para verificar fugas con una jeringa adicionar en las uniones una solucién de
50:50 v/v metanol: agua no debe existir ningtn burbujeo.

Colocar el flujometro en la parte superior de la torre TSD, cerrar las llaves de
paso de los gases (Aire, Hidrogeno y Nitrégeno) ver figura 9.

Abrir solamente la llave del Hidrogeno y esperar 15 min. Para que se estabilice
ajustar a un flujo de 30mL/min, con las valvulas de paso del cromatografo de
gases localizadas en la parte frontal ver figura 10.

Registrar 10 lecturas del flujometro a intervalos de 10 segundos, los resultados
deben estar dentro de un rango de 30(+/-)1.0 mL/min. Calcular media y
desviacion estandar.

Para ajustar el flujo del Aire cerrar la llave de Hidrogeno y abrir la del Aire,
esperar 15 minutos, proseguir como se ajusto el Hidrogeno. Registrar 10 lecturas
del flujometro a intervalos de 10 segundos, los resultados deben estar dentro de
un rango de 300(+/-) 10 mL/min. Calcular media y desviacion estandar.

Para ajustar el flujo del make-up cerrar llaves de Aire e Hidrogeno y abrir las de

Nitrogeno, ajustar flujos a 27(+/-)3 mL/min. Con la valvula make-up registrar 10
lecturas cada 10 segundos. Calcular media y desviacion estandar.
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FIGURA 7

Interior del horno del cromatografo de gases varian 3800, parte superior unién del
inyector parte superior izquierda union del detector.
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FIGURA 8

Columna montada en el interior del horno, parte superior se observa la unién del
ferrul con el inyector capilar.
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FIGURA 9

Flujometro colocado en la parte superior del detector para medir el flujo de gases
de combustion (aire, hidrogeno).
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FIGURA 10

Vélvulas de ajuste de gases (Hidrogeno, Aire, Nitrdgeno, Make up)
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PURGA DE SEPTA

Cuando se realiza una inyeccion al penetrar la aguja quedan residuos de muestra
para evitar contaminaciones y acumulaciones. Existe un flujo de gas acarreador
en el inyector, su funcion es eliminar las impurezas adheridas, a la septa. Para
gue esto suceda debe de ajustarse el flujo de la siguiente forma.

Colocar tapén de flujometro en la purga septa del horno, esperar a que se
estabilice por 15 minutos y ajustar a 4(+/-) 1 mL/min. Con el tornillo localizado
parte superior del cromatégrafo ver figura 11 Registre 10 lecturas 1 por cada 10
segundos. Calcular media y desviacion estandar.

FIGURA 11

=TT -

Linea de transferencia localizada en el extremo superior derecho por donde fluye
gas de arrastre para la limpieza de la septa.

31



GAS DE ARRASTRE

El gas de arrastre o fase mévil fluye por la columna esta debe ser constante para
evitar variaciones en tiempos de retencion, simetria de picos y resolucion de
analitos a cuantificar (Gunter 1972, Alan 1970).

Para su verificacion proseguir como se indica.

Abrir la puerta del horno desmontar el extremo de la columna que va al detector.
Colocar el tapon del flujometro en el extremo y esperar.

10 Minutos a que se estabilice, ajuste el flujo a 10(+/-) 0.5 mL/min. Registrar 10

lecturas 1 por cada 10 segundos, calcular media y desviacion estandar ver fig.
12.

FIGURA 12

Columna montada en el interior del horno uno de sus extremos conectado al
inyector y el otro libre para medir el gas de arrastre.
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6.2.2 RUIDO A CORTO PLAZO

Proseguir como se indique

Montar la columna en el interior del horno, colocar el extremo mas largo en el
inyector y presione el ferrul, colocar el otro extremo en el detector tener mucho
cuidado al presionar para evitar se rompa la columna, estabilizar el sistema
cromatografico a las siguientes condiciones por 2 h.

* Columna 140 °C
* Detector 300 °C
* Inyector 220 °C
* Tiempo 20 min
* Gas de arrastre Nitrégeno

Presione run y dejar correr por 20 minutos, con una regla determine el ancho de
la linea base no debe exceder el <2.0%. Realizar el calculo con la siguiente
ecuacion

ECUACION 1

Ruido a corto plazo = Desplazamiento x 100
Escala total

6.2.3 RUIDO A LARGO PLAZO

Del cromatégrama anterior trazar una linea recta que abargue el inicio y termino
de la corrida, la desviacion debe ser <20%. Realizar el célculo con la siguiente
ecuacion.

ECUACION 2

Ruido a largo plazo = Desplazamiento de la linea base x 100
Escala total
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6.2.4 SENSIBILIDAD

Esta prueba es de suma importancia para determinar la cantidad de analito que
puede cuantificar y detectar el equipo (Robert ,1998).

Para realizar esta prueba se prepara una sustancia de referencia con una mezcla
de metanol y alcohol isopropilico en medio de disolucién agua de la siguiente
manera.

Adicionar a un matraz de 100 mL, 1 mL de metanol y 1mL alcohol isopropilico,
llevar al aforo con agua de esta dilucion, tomar 2 mL transferir a un matraz de 100
mL y llevar al aforo con agua para obtener una concentracion de 0.0002 mL/mL,
proseguir segun se indique.

Con una microjeringa tomar 3 mcL de la solucion de referencia y depositar el
contenido en el inyector medio introduciendo la aguja completamente.

Realizar una inyecciébn de la sustancia de referencia bajo las siguientes
condiciones.

Atenuacion 11
Temperatura Inyector 220 °C
Temperatura Detector 300 °C
Temperatura Columna 60 °C x 5 min.
Volumen inyeccién 3 mcL

Gas de arrastre Nitrogeno

Del cromatdograma obtenido identifique el pico de isopropanol y determine el
ancho y altura del pico como se indica en el cromatégrama anexo en los
resultados y proceda a calcular la sensibilidad esperando un resultado mayor a
>0.008 coul/gramo. Calcular la sensibilidad sustituyendo en las siguientes
ecuaciones.

ECUACION 3

Altura de pico = Altura de pico x 100
Escala total

ECUACION 4

Sensibilidad = altura de pico % /2 x 100
Escala total
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6.2.5 REPRODUCIBILIDAD EN TIEMPOS DE RETENCION

Entre los componentes a evaluar mas importantes del cromatografo es el horno.
Aqui se controlan las temperaturas, factor indispensable para la separacion del
analito para identificar si no hay variacion, se realiza una serie de inyecciones se
determina su tiempo de retencion si este es constante y su desviacion estandar
es menor a 1.5% se considera que no existen fallas en el control de
temperaturas.

Estabilizar el cromatdgrafo de gases a las siguientes condiciones:

Temperatura Inyector 220 °C
Temperatura Detector 300 °C
Temperatura Columna 60 °C x 3min.
Atenuacion 11

Gas de arrastre  Nitrdgeno

Localizar el inyector medio con una microjeringa realizar una serie de 10
inyecciones manualmente de 3 mcL estas deben ser consecutivas si la
desviacion es mayor a la indicada.

Se realizaran otras 10 inyecciones Y si la desviacion sigue siendo mayor dejar
estabilizar el sistema cromatografico por 1h y revisar posibles fugas.

Estabilizar nuevamente a las condiciones ante mencionadas y efectuar
nuevamente otra serie de 10 inyecciones manualmente Calcular media y
desviacion estandar.

El equipo es completamente automatizado y tiene integrado un soffwear con el
programa varian 4.5 star el cual calcula directamente los parametros de tiempo
de retencion,areas,resolucion,platos teoricos,simetria monbre
delanalito,directamente en los resultados de los cromatégramas.
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6.2.6 RESOLUCION

Es la eficiencia por la cual el sistema cromatografico puede separar los analitos
en esta prueba se verifica los parametros ya antes calibrados si alguno de estos
no cumpliera la eficiencia se vera afectada.

De las inyecciones obtenidas en las pruebas de tiempo de retencién para FID
determinar los anchos de pico y proceda a calcular la resolucién de r1 y r2, su

media debe estar dentro de los limites r mayor a 1.5 la resolucién se calculara
con la ecuacion.

ECUACION 5

T2 - T1
Resolucion = 2 W1 + W2

T1 YT2  Tiempos de retencion

W1Y W2 Anchos de pico

6.2.7 REPRODUCIBILIDAD POR EL METODO DEL ESTANDAR INTERNO

Esta prueba es de verificacion para determinar el error analitico del instrumentista
y el funcionamiento del equipo.

Si en una serie de diez inyecciones consecutivas un resultado esta fuera de
especificacion, se tendra que iniciar una nueva serie de diez inyecciones las
cuales deberan de tener un valor no mayor de un 2% en su desviacion estandar.
Si esto ocurre se considera un equipo calibrado y listo para identificar y cuantificar
un analito en proceso. Calcular media y desviacion estandar.
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6.2.8 COMPARATIVO DE RESULTADOS ENTRE UN PRODUCTO DE LINEA

Como analisis complementario realizar una serie de 10 inyecciones de un
producto de linea, sus resultados en tiempo de retencion, resolucion
reproducibilidad no deben varias de un 2 % en comparacién con sus resultados
antes de la calibracion.
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7. DIAGRAMA DE FLUJO

[ Revision bibliografica]

[Mantenimiento preventivo interno] [ Mantenimiento preventivo externo )

I_[Calibracién interna] [Calibracién externa JJ

I.[ Intrucciones de seguridad ] [ Intrucciones de seguridad }J

y

Resultados Resultados]J

\ /

Comparativo de resultados internos y del proveedor

Conclusiones

Bibliografia

Reporte final
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8. INSTRUCCIONES DE SEGURIDAD Y MANTENIMIENTO

* Al instalar la columna asegurarse que no existan fugas
Utilizando metanol, no utilizar detergentes.

* Verificar que exista flujo de gases antes de dar temperatura al
horno.

* Si la linea base sigue alta, desmontar el detector y limpiar con
Metanol esto si la persona esta capacitada.

* Si durante la corrida aparecen picos no deseados, limpiar el
Inyector con metanol y el lainer se debe limpiar con algodén o
Sonicar.

* Si no este capacitado no intente reparar cualquier anomalia del
Instrumento.

* La calibracion de gases se realizara en un periodo de 1 afio o
antes si lo requiere.

* Realizar el mantenimiento preventivo en un periodo de 6 meses
0 antes si lo requiere.

* Los gases utilizados deben de ser de alta pureza.

*Siempre verifique al término del trabajo que no exista flujo de
gases.
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9. RESULTADOS

Se realizo la consulta para la calificacion de equipos de instrumentos de medicion
analitica (ceima).cumpliendo con los requisitos de instalacion y funcionamiento
para el cromatégrafo de gases.

Se realizo una revision bibliografica a partir del afio 1968 al 2002 en fuentes
primarias de informacion.

Realizo una revision bibliografica en fuentes de informacion primarias como son
diarios, jornal y secundarias en libros.

Se solicito al proveedor del equipo varian la calibracion del cromatografo de
gases varian 3800 con detector de ionizacion a la flama.

El proveedor entrega resultados donde especifica condiciones cromatograficas,
material y soluciones de referencia para la calibracion del cromatégrafo de gases
varian 3800.

Se procede a calibrar el equipo y entrega el proveedor un reporte donde registra
pruebas realizadas, resultados, asi como rangos de aceptacion y rechazo para
cada prueba.

Con este respaldo analitico se procede a realizar la calibracion internamente
adquiriendo soluciones y materiales utilizados por el proveedor. Las condiciones
cromatograficas empleadas son las referenciadas por el proveedor.

El propdsito de realizar la calibracion de equipos internamente en la industria
farmacéutica y areas de investigacion es reducir costos ademas de tener
trazabilidad en sus resultados, asi como no estar sujetos a la disposicion del
proveedor lo que origina retrasos en analisis y pérdidas econdémicas a la
empresa.

Se procede a realizar las pruebas de ruido a corto plazo y largo plazo,
reproduccién en tiempos de retencion, sensibilidad, resolucion, calibracion de
flujos, anchos de pico, resolucion, obteniéndose los siguientes resultados.
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9.1 COLUMNA

Como se aprecia en la figura 1. La columna tiene en sus extremos impurezas
estas no se pudieron eliminar con un algodén remojado en metanol se cortan los
extremos para eliminar las impurezas.

Al cortar los extremos con las impurezas estamos evitando ensuciar el sistema
cromatografico y tener picos extrafios que alteren los resultados de la calibracion.

FIGURA 1

P
i
o~ i
Columna megaboro DB5 longitud 30 metros, observar los extremos se observan
impurezas en sus extremos.
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9.2 INYECTOR

Otra de las piezas que ayudo a evitar estos problemas es el inserto de vidrio ver
figura 6 este no fue necesario sustituirlo debido a que no quedaron impurezas
en su interior y su limpieza fue total.

El inyector capilar y empacado quedan limpios sin ningun problemas utilizando
hisopos remojados en metanol logrando extrae de su interior las impurezas
acumuladas por las inyecciones repetidas. Esto lo comprobamos durante la
limpieza, los hisopos al principio salian sucios después de varias limpiezas estos
salian limpios, la importancia de tener los inyectores limpios dan la seguridad de
un sistema cromatografico limpio si estos tienen impurezas estas son arrastrada
al detector y ensucian sus componentes del detector originando problemas en la
linea base.

FIGURA 6

Material utilizado para la calibracion del cromatografo de gases varian 3800
(ferulas, microgeringas, hisopos, insertos)
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9.3 DETECTOR

Como se a mencionando una de las partes mas delicadas del equipo es el
detector si una pieza sufre dafio al estar desmontandolo para su mantenimiento.
Se tendria problemas en la linea base y esta no se estabilizaria o bien no
existiria ninguna sefal de registro.

Como se puede apreciar en la figura 4 y 5. Las partes metalicas se pudieron
limpiar sin ningun problema con la solucién de metanol al 50:50 v/v en agua.

Para las partes de porcelana (sonda de sefal, sonda de quemador, aislador de
ceramica y boquilla de inflamacién) fue necesario utilizar la solucion de acido
nitrico diluido 50:50 v/v para eliminar sus impurezas.

Se procedié a montar el detector con el cuidado de armar cada componente
teniendo el cuidado de no romper las piezas.

Verificamos su funcionamiento con dos pruebas sencillas. Una es acercar un
vidrio de reloj en la parte superior de la torre Fid si se empafia el vidrio indicado
la combustion de gases a consecuencia una flama uniforme.

La otra prueba es introducir un hisopo en el interior y observamos una respuesta
en la linea base en forma de un pico cromatografico con esto aseguramos la
integridad del detector ver figura 5.

Para la instalacion de la columna se tuvo el cuidado de cambiar las férulas por
unas nuevas estas ya estaban deformes pudiendo originar fugas en las uniones
ver figura 6.

Las fugas se verificaron con una mezcla de metanol agua 50:50 v/v con una
jeringa en las uniones donde se apret6 el ferrul, como no se observo un burbujeo
en las uniones se concluye que no hay fugas ver figura 8.

Antes de iniciar cualquier prueba en el equipo es necesario hacer un recuento de
todo lo que se realizo y estar seguro que a todas las piezas se les dio
mantenimiento, en ocasiones ocurre el equipo esta limpio pero se olvida verificar
la limpieza de la microgeringa y al realizar las inyecciones ensuciamos
nuevamente el sistema cromatografico ver figura 6.
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9.4 MICROJERINGA

Para la limpieza de la microjeringa se logro eliminar las impurezas, para
confirmar esto el embolo se desliza libremente, con esto se concluye una limpieza
total del cromatografo y se procede a realizar el ajuste de gases en las lineas de
transferencia.

Los resultados obtenidos indican una reproducibilidad y exactitud dentro de los
limites proporcionados por el proveedor varian.
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9.5 AJUSTE DE GASES EN LINEAS DE TRANSFERENCIA

GRAFICA 1

ESPECIFICACION

GAS DE ARRASTRE NITROGENO

2 3

4

5 6

7 | 8 9

10

—e— Seriel
—8— Serie2

3,1

3,1|3,11

3,45|3,43 /3,44

3,1
3,44

3,07| 3,1
3,45|3,44

3,11|3,09| 3,1
3,45|3,44 3,44

3,1
3,45

LECTURA

—o— Seriel —#— Serie2

Serie 2 resultados proveedor

Serie 1 resultados internos

Resultado de 10 lecturas tomadas consecutivamente con un flujometro tanto del proveedor varian
y lecturas de la calibracion interna.
Sobre el eje x correspondiente al numero de lecturas y sobre el eje y representa el flujo del gas
nitrégeno en mL/min.

Resultados

Parametros S X DER % cv Especificacién Resultados
error

Gas de

arrastre 0.1 3.44 0.2 12.8 0.003 3.0(+/-)0.5 Proveedor

Gas de 0.044 | 3.098 | 0.37 3.27 0.014 3.0(+/-)0.5 Internos

arrastre
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Analisis

Para la medicion del gas de arrastre se registro 10 mediciones todas entran
dentro de un rango de aceptacion de 3.0 (+/-) 0.5 mL / min, obteniéndose un valor
medio de 3.098 una desviacidén estdndar de 0.044 con una desviacion calculada
en % de error de 3.27.

Comparando los resultados obtenidos, contra los resultados del proveedor se
tiene un valor medio de 3.44 y un % de error de 12.8. Esto hace que los
resultados obtenidos internamente sean mas proximos al tedrico, lo que indica
mayor precision y a consecuencia un % de error en la desviacion menor, pero la
desviacion estandar del proveedor es menor a la desviacion estandar obtenida
internamente y a consecuencia se obtiene un coeficiente de variacion mucho
menor con esto los resultados del proveedor son mas exactos.

Esto se aprecia mejor en la grafica 1, los resultados de ambos estan por arriba
del valor tedrico. Pero se observa que los resultados del proveedor estan muy
préximos al limite de aceptacion superior 3.5 mL / min esto explica su % de error
mucho mas alto que el obtenido internamente.

Con estos resultados obtenidos se logré obtener reproducibilidad en tiempos de
retencion.
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AJUSTE DE GASES EN LINEAS DE TRANSFERENCIA

GRAFICA 2

MAKE-UP NITROGENO(mL/min)

30
29
28 A
27
26
25

ESPECIFICACION

24

5

6

10

—e— Seriel | 27,3 | 27,3

27,4

27,1

27,4

27,4

27,1

27,4

27,4

27,4

—— Serie2 | 26,6 | 26,6

26,6

26,6

26,6

26,5

26,6

26,6

26,5

26,6

LECTURA

—e— Seriel —#— Serie2

Serie 2 resultados proveedor

Serie 1 resultados internos

Resultados de 10 lecturas tomadas consecutivamente con un flujometro tanto del proveedor
varian y lecturas de la calibracion interna.
Sobre el eje x correspondiente al numero de lecturas y sobre el eje y representa el flujo del gas

nitrégeno en mL/ min.

Resultados

Parametros S X DER % cv Especificacion Resultados i
Make-up 0.04 |26.58 | 0.2 1.6 0.002 27(+/-)3 Proveedor
Make-up 0.449 | 27.32 | 0.45 1.19 0.016 27(+/-)3 Internos
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Analisis

Para la medicién de flujo en make —up los resultados del proveedor son mucho
mas reproducibles y a consecuencia su coeficiente de variacion 0.002 es mucho
menor que el coeficiente de variacion obtenido por la calibracién interna 0.016
sin embargo el % de error 1.6 es mas elevado que los resultados internos 1.2
ver grafica 2.

En esta grafica se observan dos valores de 27.1 en las lecturas 3 y 7 tomando
como referencia su media de 27.32 su exactitud es baja lo que hace ver la
grafica una linea de resultados no uniforme. Caso contrario con los resultados
del proveedor su media de 26.58 sus determinaciones son muy proximas a su
media e incluso hay varios resultados que se reproducen, esto hace ver la
grafica una linea mas uniforme a consecuencia de esto su exactitud aumenta
pero a un los resultados obtenidos internamente tienen menor variacion.

La entrada del analito depende mucho de estos resultados como estan dentro de

especificacion la reproducibilidad de areas no rebaso mas de un 2% en su
desviaciones.
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AJUSTE DE GASES EN LA LINEAS DE TRANFERENCIA

GRAFICA 3

ESPECIFICACION

PURGA DE SEPTA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
—e—Seriel | 3,43 | 3,49 34 3,41 | 3,44 | 3,46 | 3,44 | 3,47 | 3,44 | 3,46
—8—Serie2 | 352 | 351 | 3551 | 351 | 352 | 3,51 | 3552 | 352 | 351 | 3,51

—— Seriel —=- Serie2

Serie 2 resultados proveedor

Serie 1 resultados internos

Resultados de 10 lecturas tomadas consecutivamente con un flujometro tanto del proveedor

varian y lecturas de la calibracion interna.

Sobre el eje x correspondiente al numero de lecturas y sobre el eje y representa el flujo del gas

Nitrdgeno en mL/min.

Resultados

Parametros S X DER % Ccv Especificacion Resultados
Purga de

septa 0.01 | 351 0.2 12.3 0.003 4.0(+/-)1 Proveedor
Purga de 0.01 |351 0.2 12.3 0.003 4.0(+/-)1 Internos
septa
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Analisis

Como se aprecia en los resultados los valores son reproducibles esto hace que
los resultados entre el proveedor y los obtenidos internamente no tengan
diferencia alguna pero en la grafica los valores caen por debajo de la media del
rango de aceptacion lo que hace que el % de error se eleve en ambos casos
augue los resultados estan dentro del rango de aceptacion la prueba realizada
cumple y en base a esto no deberd existir ningun problema durante las
inyecciones y mantener un sistema cromatografico libre de impurezas.
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AJUSTE DE GASES EN LA LINEAS DE TRANFERENCIA

GRAFICA 4

HIDROGENO (mL/min)
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29 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
—&— Seriel 30 30,2 30,1 30,4 30,1 30,2 30,1 30,1 30 30,1
—l— Serie2 31 31 32 31 31 32 31 31 31 31
LECTURA

—— Seriel —= Serie2

Serie 2 resultados proveedor

Serie 1 resultados internos

Resultados de 10 lecturas tomadas consecutivamente con un flujometro tanto del proveedor
varian y lecturas de la calibracion interna.
Sobre el eje x correspondiente al numero de lecturas y sobre el eje y representa el flujo del gas

Hidrogeno en mL/min.

Resultados

Parametros S X DER % cv Especificacion Resultados
error

Hidrégeno 0.42 | 31.20 | 0.35 4.0 0.013 30(+/-)1 proveedor

Hidrégeno 0.12 | 30.13 | 0.38 0.4 0.004 30(+/-)1 internos
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Analisis

Los resultados obtenidos internamente son mas proximos a la especificacion, los
puntos 3,6 del proveedor estan fuera del limite de aceptacion esto hace que el %
de error sea mas alto 4.0 en comparaciéon con los resultados internos 0.4.

Si observamos la grafica 4 las 10 lecturas internas estan muy proximas al valor
medio de la especificacion a diferencia de las lecturas del proveedor se
encuentran por arriba del valor medio e incluso los puntos 3,6 su desviacion es
muy marcada a consecuencia se observan como lo dos puntos deforman la
grafica.

Como el hidrogeno es uno de los gases de combustion del detector, el ruido a
largo plazo obtenido del proveedor debera ser mas alto que el obtenido
internamente.

Auque existan dos puntos fuera de especificacion del proveedor se espera que la
prueba de ruido a largo y corto plazo cumpla con las especificaciones.

52



AJUSTE DE GASES EN LAS LINEAS DE TRANFERENCIA

GRAFICA 5

AIRE (mL/min)

)
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(LG 290 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

—o—Seriel | 306 306 305 301 307 306 306 307 306 305
——Serie2 | 300 300 301 300 300 300 300 300 300 300

LECTURA

—— Seriel = Serie2

Serie 2 resultados proveedor Serie 1 resultados internos

De 10 lecturas tomadas consecutivamente con un flujometro tanto del proveedor varian y lecturas
de la calibracién internan.

Sobre el eje x correspondiente al numero de lecturas y sobre el eje y representa el flujo del gas
Aire en mL/min.

Resultados

_ Resultados
Parametros S X DER % Ccv Especificacion internos
Aire 0.32 | 300.1 | 0.11 0.04 0.001 300(+/-)10 Proveedor
Aire 0.56 | 3055 | 1.72 1.8 0.002 300(+/-)10 Interno
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Analisis

Para las determinaciones de Aire los resultados del proveedor son muy préximos
al valor medio de aceptacion, teniendo una reproducibilidad alta a consecuencia
un coeficiente de variacién bajo 0.001.

Sin embargo los resultados que se obtienen internamente, la precision y exactitud
es mucho menor en comparacion con los del proveedor ya que la desviacion
estandar es de 0.56 y su % de error de 1.8 ver tabla de resultados. Auque los
valores son aceptables por estar dentro del rango de aceptacion 300+/- 10.

Como se observa en la grafica 5 los resultados internos y externos se localizan
muy cerca del la media del limite de aceptacion. Ningun punto se encuentra fuera
de los limites de aceptacion.

El Aire es uno de los elemento que origina la flama para el funcionamiento del

detector como los resultados estan dentro de especificacién se obtiene una flama
constante y estable lo que permite un sistema cromatografico estable.
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AJUSTE DE GASES EN LAS LINEAS DE TRANSFERENCIA

GRAFICA 6

VENTEO (mL/min)

110
5
O 105 -
S
L 100
0
o 95
%)
Ll
90 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
—o— Seriel | 102 102 102 102 102 102 102 102 102 102
—8—Serie2 | 103 | 103 | 103 | 103 | 103 | 103 | 103 | 103 | 103 | 103
LECTURA

—— Seriel —= Serie2

Serie 2 resultados proveedor

Serie 1 resultados internos

Resultados de 10 lecturas tomadas consecutivamente con un flujometro tanto del proveedor
varian y lecturas de la calibracion interna.
Sobre el eje x correspondiente al numero de lecturas y sobre el eje y representa el flujo del gas

aire en mL/min.

Resultados

Parametros S X DER % Ccv Especificacion Resultados
Venteo 0.0 103 0.0 3.0 0.0 100(+/-)10 Proveedor
Venteo 0.0 103 0.0 3.0 0.0 100(+/-)10 Internos
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Analisis

Para la medicién de venteo tanto los resultados del proveedor como los internos
son muy parecidos y sus desviaciones son minimas ver grafica 6 de resultados.

Como se puede observar en la tabla. La comparacion de resultados del
proveedor como los resultados obtenidos en la calibracion interna esta dentro de
los rangos de aceptacion emitidos por el proveedor. Con esto se verifica un flujo
constante en las lineas de transferencia por donde fluyen los gases quedando
listo el cromatografo de gases para las siguientes pruebas que verificaran la
reproducibilidad en sus resultados.

Las primeras determinaciones que se realizaron fueron las de ruido a largo y
corto plazo. Con estas pruebas se tienen la evidencia analitica para la limpieza
del cromatografo de gases.

Si estas pruebas cumplen el cromatografo de gases estara listo para seguir
realizando la calibracién del equipo.
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9.6 Ruido alargo y corto plazo
Cromatdgrama obtenido por el proveedor varian .

| B | &-hF-*—

Condiciones cromatograficas trabajadas por varian

* Columna 140°C

* Detector 300°C

* Inyector 220°C

* Tiempo de corrida 20min
* Gas de arrastre Nitrégeno

cromatograma donde se representa la sefial en milivols contra.

Tiempo de corrida .observar la caida de la linea base.
Donde inicia de 0 mVolts hasta -1 mVolts.
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Ruido a largo y corto plazo
Cromatdgrama obtenido internamente
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Condiciones cromatograficas trabajadas internamente

* Columna 140 °C

* Detector 300 °C

* Inyector 220°C

* Tiempo de corrida 20min
* Gas de arrastre Nitr6geno

cromatdégrama donde se representa la sefial en milivols contra.

Tiempo de corrida .observar la caida de la linea base.
Donde inicia de 0 mVolts hasta -0.5 mVolts
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PRUEBAS DE CALIBRACION

GRAFICA 7
RUIDO A CORTO Y LARGO PLAZO
20
20
0
= 7,88
= 101 3.9
3 0,39 0,3 2
0
1 2
@ Seriel 0,39 3,9
W Serie2 0,3 7,88
[ Serie3 2 20
PRUEBA
@ Seriel W Serie2 [ Serie3

Serie 1 ruido a corto plazo serie 2 ruido a largo plazo serie 3 limites de aceptacion

Resultados
Especificacion Proveedor Resultados | Especificacion
internos
Ruido a corto plazo 0.30% 0.39% < 20%
Ruido a largo plazo 7.88% 3.9% < 20%
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Analisis

En cromatografia de gases se determinan trazas de solventes en
concentraciones de hasta ppm para estas determinaciones es necesario
mantener una linea base estable.

Para lograr esto se determinan las pruebas de ruido a largo y corto plazo entre
menor sea el resultado de las pruebas mayor estabilidad cromatografica.

Los resultados del proveedor y los resultados obtenidos internamente entran
dentro de rango de aceptacion menores a 2.0 y 20 % respectivamente Si
observamos los cromatogramas la linea que cruza el cromatdograma se ve limpia
libre de picos tanto el cromatégrama de proveedor como el interno esto indica
una limpieza del sistema cromatografico (columna, detector. inyector).

Con esto se puede cuantificar sin ningin problema trazas de analitos a
concentraciones de ppm.

Estos resultados confirman la variacion en las mediciones que se observaron en
el ajuste del gas hidrogeno ver grafica 4.

Otro punto de importancia a observar es el comportamiento de la linea base, esta
se mantiene constante lo que demuestra una respuesta adecuada del detector
indicando que este no sufrié dafio durante su mantenimiento. Ver cromatégramas
anexados a las pruebas antes mencionadas.

Con estas pruebas dentro de especificacién se procedié a realizar las pruebas
restantes para la calibracion del cromatografo de gases varian 3800.
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9.7 SENSIBILIDAD

Cromatograma obtenido por el proveedor varian .
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Condiciones cromatograficas trabajadas por varian

Atenuacion 11
Temperatura Inyector 220 °C
Temperatura Detector 300 °C
Temperatura Columna 60 °C x 5 min.
Volumen inyeccién 3 microlitros

Gas de arrastre Nitrégeno.

Cromatégrama donde se representa la inyeccion de dos analitos metanol e isopropanol a su
maxima sensibilidad del equipo.
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SENSIBILIDAD

Cromatograma obtenido internamente.
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Condiciones cromatograficas trabajadas internamente

Atenuacion 11
Temperatura Inyector 220 °C
Temperatura Detector 300 °C
Temperatura Columna 60 °C x 5 min.
Volumen inyeccion 3 microlitros

Gas de arrastre Nitrégeno

Cromatograma donde se representa la inyeccidn de dos analitos metanol e isopropanol a su
maxima sensibilidad del equipo.
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Analisis

Se observa en el cromatdégrama proporcionado por el proveedor dos picos
correspondientes a metanol con tiempos de retencion de 1.654 e isopropanol con
tiempo de retencion de 1.824. Ambos simétricos, se toma como referencia el
pico de isopropanol por ser el de mayor respuesta, a este se le determina la
altura y el ancho de pico de la parte media para tener un pico mas simétrico y
evitar el error en la caida de la linea base.

En comparacién con los resultados internos, los dos picos que se observa en los
cromatdégramas metanol tiempo de retencionl.706 e isopropanol tiempo de
retencion 2.236. Al llegar a la linea base se observa un coleo mayor en relacion a
los picos obtenidos del proveedor, como se menciono para evitar esto se toma la
parte media del cromatégrama obteniendo un pico mas simétrico. Esto origino
gue los resultados entraran dentro del limite de aceptacién sin ningun problema.
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PRUEBAS DE CALIBRACION

GRAFICA 8
SENSIBILIDAD
0,6 0,5296 0,51302
0,5
L 0,4
=
= 0,3
- 0,2
0,1 0,008
0
1 2 3
O Seriel 0,5296 0,51302 0,008
PRUEBA
O Seriel

2 =resultados proveedor 1= resultado interno 3= especificacion

Resultados
Especificacion Proveedor Resultados | Especificacion
internos
Sensibilidad 0.51302 0.5296 » 0.008
Coul/gr
Analisis

En La prueba de sensibilidad se obtienen resultados mucho mayores que los
indicados en los rangos de aceptacion interno 0.51302 y proveedor 0.5292 limite
>0.008 esto indica que el equipo no tiene ningun problema para detectar trazas
de analitos ya que los valores de sensibilidad son mucho mayores que la
referencia. Ver grafica 8.
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9.8 RESOLUCION

PRUEBAS DE CALIBRACION

GRAFICA 9
RESOLUCION
8
6,04
6 _
Ll
=
= 4
— 1,96
2 . 15
0
1 2 3
O Seriel 6,04 1,96 15
PRUEBA
O Seriel

2 =resultados proveedor

Condiciones cromatograficas del proveedor e internas.

1=resultado interno 3= especificacion

Atenuacion 11
Temperatura Inyector 220°C
Temperatura Detector 300°C
Temperatura Columna 60°C x 5 min.
Volumen inyeccién 3 microlitos
Gas de arrastre Nitrégeno
Resultados
Especificacion Proveedor Resultados | Especificacion
internos
Resolucién 1.96 6.04 > 1.5%
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Analisis

La resolucion es uno de los parametros mas importantes en la cromatografia
entre mas resolucion mejor sera la separaciéon de los analitos a cuantificar.

Analizando los resultados obtenidos ver tabla de resultados, la resoluciéon
obtenida internamente es mucho mayor a la del proveedor esta variacion de
resultados se debe a la columna empleada, esta es nueva no a sufrido desgaste
y su longitud es de 30 mts.

Caso contrario a la columna que utilizo el proveedor esta tiene un desgaste por el
constante uso y su longitud ya no representa los 30 mts . ver grafica 9.
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PRUEBAS DE CALIBRACION

9.9 REPRODUCIBILIDAD EN TIEMPOS DE RETENCION
GRAFICA 10

REPRODUCIBILIDAD EN TIEMPOS
DE RETENCION

METANOL
ISOPROP
INYECCION

1 2 3 | 4 5 6 7 8 9 | 10
O Seriel | 1,708 | 1,699 | 1,708| 1,707 | 1,706 | 1,702| 1,7 |1,701| 1,686 | 1,704
W Serie2 | 1,656 | 1,656 | 1,655 | 1,655 | 1,654 | 1,655 | 1,653 | 1,653 | 1,654 | 1,653
O Serie3 | 2,236 | 2,224 | 2,233 2,235 | 2,233 | 2,228 | 2,227 | 2,227 2,211 | 2,231
[ Seried | 1.82411.82211.822| 1.82 11.819/1.82111.819/1.819| 1.82 |1.819

O Seriel M Serie2 O Serie3 O Serie4

Serie 2 metanol proveedor
Serie 4 isopropanol proveedor

serie 1 metanol interno
serie 3 isopropanol interno

Condiciones cromatograficas del proveedor e internas.

Atenuacion

Temperatura
Temperatura
Temperatura

Volumen

Gas de arrastre Nitrégeno.

Inyector

Detector
Columna
inyeccion

11

220°C
300°C

60°C x 5 min.

3 microlitos
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Resultados:

Especificacion Proveedor Resultados | Especificacion
internos
Repetibilidad por DER =1.43 0.77% <20%

std/stddint

Analisis

La variacion de los tiempos de retencion del proveedor con respecto a los
resultados internos, es debido a las caracteristicas antes mencionadas de la
columna. Los tiempos de retencion del metanol son similares en ambos
resultados, pero para el isopropanol existe una gran variacion ver grafica 10. Esto
no afecta la calibracién del equipo debido a que los resultados obtenidos
internamente entran dentro del rango de aceptacion.

Se puede apreciar en la grafica el primer analito (metanol) tiene
aproximadamente la misma altura que el del proveedor, lo que asegura la
reproducibilidad del método proporcionado por el proveedor. Pero el analito
correspondiente al isopropanol se aprecia de diferente tamafio, debido a que
tiene un tiempo de retencion diferente. Esto es por las caracteristicas de la
columna antes mencionadas a consecuencia se puede apreciar que la columna
que se emplea en la calibracién interna es mucho mejor que la que utilizo el
proveedor.

Los resultados obtenidos en la calibracion interna entran dentro de las

especificaciones proporcionadas por el proveedor con esto el equipo esta listo
para su uso.
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PRUEBAS DE CALIBRACION
9.10 REPRODUCIBILIDAD POR EL METODO DEL ESTANDAR INTERNO

GRAFICA 11

INYECCION

Serie 1 proveedor

REPRODUCIBILIDAD EN TIEMPOS DE RETENCION POR
EL METODO DEL STD int

serie 2 internos

Condiciones cromatograficas del proveedor.

Atenuacion

Temperatura Inyector
Temperatura Detector
Temperatura Columna
Volumen inyeccién
Gas de arrastre Nitr6geno

11
220°C
300°C
60°C x 5 min.
3 microlitros
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NOTA Las condiciones cromatograficas internas no se registran por seguridad de
la informacién ya que son resultados de un producto lider.

Resultados
Especificaciéon Proveedor Resultados | Especificacion
internos
Tiempo de retencion
DER=0.0709 DER=0.38 < 2.0%
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9.11 COMPARATIVO DEL PRODUCTO LIDER
Cromatograma comparativo. Corrida antes de la calibracion del producto lider.

11 Sl AR AT L FROSUETS LR R
L oo i e oo g e, L okt e e e ] v e e

)

:
i
[

— e~ | — i ——
- e | o e—— |
—=  EElss- e ma—
= —— o — o  —
L~ ] [ 8 e — ——
—— _——  m— - " m—
—— e R -
=TI T T
ot
= I
= |
3 - ==

Y T TEETTEgaT="
e —— e Lo} = e

- - B Be - Baae e B v o
_H_.E_ — J_'l-._=._ﬂ . ii_a ]

Tk

71



Cromatograma comparativo. Corrida después de la calibracion del producto
lider.
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Cromatogramas sobrepuestos antes y después de la calibracion.
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Analisis

Como se observa en la grafica 10. Los resultados obtenidos internamente y del
proveedor son menores a una desviacion relativa del 2 %, auque las inyecciones
realizadas por el proveedor son de los analitos metanol e isopropanol y las
internas de acido valproico ambas cumplen y no tiene problemas en la
reproducibilidad de resultados.

Una forma de verificar la calibracion es realizando un comparativo con una
muestra que anteriormente se analizaba y esperar se obtengan resultados
reproducibles.

Se realizaron 10 inyecciones consecutivas de un producto ( valproato de
magnesio) cuyo historial es conocido.

Obteniéndose los siguientes resultados la media de las 10 inyecciones en sus
tiempo de retencion es de 1.9294 y sus relaciones de areas std /std int es de
0.87089, si comparamos los resultados con una inyeccién del mismo producto
inyectada por un quimico diferente al que realizo la calibracion. Se tiene un valor
para el tiempo de retencion 1.920 un area std/std int 0.87550 los resultados son
muy proximos y reproducibles ver cromatdgramas anexados a la prueba.

Con esto se confirma la aproximacién y exactitud del cromatégrafo de gases

debido a una calibracibn que cumple con los criterios de aceptacion del
proveedor.
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10. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, un método analitico se puede hacer
reproducible si se cuenta con material, reactivos, equipos y especificaciones de
proveedores certificados.

El mantenimiento realizado al cromatografo de gases varian 3800 fue el
adecuado ya que durante la calibracién del equipo no se presento ningun
problema.

La limpieza y montaje del detector se realizo adecuadamente, los solventes
utilizados para su limpieza fueron los adecuados asi como los cuidados para
armar y desarmar sus componentes. Ninguna pieza se dafio lo que origino una
respuesta favorable en las pruebas de calibracion.

La columna empleada fue la correcta su mantenimiento y limpieza ayudaron a
obtener resultados reproducibles.

En base a los resultados de la resolucion obtenidos se puede concluir que la
columna empleada es mejor para la calibracion que la empleada por el
proveedor.

Las pruebas que se realizaron para la calibracion (ruido a corto plazo y largo
plazo, sensibilidad, reproducibilidad en los tiempos de retencidn y Resolucién).
Fueron las necesarias para que el cromatografo de gases pueda reproducir con
exactitud y precisién un resultado. Los resultados se mantuvieron dentro del
rangos de aceptacion con esto el cromatégrafo de gases varian 3800 cumple con
los requisitos de calibracién establecidos por el proveedor varian de México.

Las graficas dieron un panorama amplio del comportamiento de los resultados
obtenidos internamente y del proveedor.

Como prueba adicional se realizo la reproducibilidad en tiempos de retencion y
areas, con un analito que frecuentemente se analiza en el laboratorio y se tiene
registrado sus tiempos de retencién y areas. Como los resultados fueron muy
similares se concluye que el cromatografo de gases fue calibrado y su limpieza
fue adecuada con esta prueba el comparativo de resultados resulta como guia
para asegurar la reproducibilidad del equipo.

Como sugerencia es validar del método y respaldar con un andlisis estadistico
los parametros y resultados obtenidos.
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