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RESUMEN

La presente tesis permitio la obtencion de dos manuales de Operacion; uno para
el sistema de cromatografia liquida ACQUITY UPLC Clase H y otro para el
sistema de espectrometria de masas Xevo TQ ambos de la marca Waters; asi
como la elaboracion de sus respectivos PNO’s e instructivos de trabajo para el

Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico LEDEFAR.

La finalidad de elaborar los manuales e instructivos se debe a la necesidad de
brindar a los analistas quimicos del LEDEFAR una herramienta que sirva de guia y
capacitacién que permita conocer el manejo y mantenimiento de cada uno de los
sistemas para el desarrollo de sus actividades. Para ello se llevo acabo la
recoleccion de la informacion a traveés de los cursos impartidos por el personal
técnico de Waters, de las imagenes de las pantallas del software, asi como de la

experiencia de los usuarios que operan constantemente los sistemas.

En estos manuales e instructivos se definen todas las operaciones que se deben
de llevar a cabo en actividades de rutina. Abarcan informacioén relacionada con las
caracteristicas de cada sistema y manejo de los Software Empower y MassLynx
respectivamente, asimismo se incluyen apéndices sobre la resolucion de

problemas y consideraciones generales sobre los solventes a utilizar.

El resultado de implementar estos manuales, PNO’s e instructivos logro facilitar el
desemperio de los analistas y permiti6 un mejor manejo en la operacion de dichos

sistemas.
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ABREVIATURAS
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INTRODUCCION

En la actualidad, dentro de la industria farmacéutica se requieren profesionistas
gue desarrollen una gran gama de habilidades y conocimientos, como en este
caso el manejo de técnicas de cromatografia liqguida de ultra desempefio y
espectrometria de masas; técnicas analiticas que son ampliamente utilizadas dada
su elevada selectividad y sensibilidad en el campo de la investigacion
farmacéutica.

El laboratorio de ensayos de desarrollo farmacéutico (LEDEFAR) cuenta con un
sistema de cromatografia liquida de ultra desempefio (UPLC), asi como un
sistema UPLC acoplado a un espectrometro de masas, instrumentos que son
manipulados en su mayoria por Tesistas y prestadores de Servicio Social quienes
no cuentan con la experiencia del manejo de los mismos. Por tal motivo, requieren
de una herramienta clara y especifica que los capacite en la operacién y
mantenimiento de dichos instrumentos y que de este modo siempre esté
disponible en el momento que el usuario la requiera.

Los Manuales e Instructivos, se consideran como un instrumento imprescindible
para guiar y conducir en forma ordenada y detallada el desarrollo de las
actividades, evitando errores y la duplicidad de esfuerzos, todo ello con la finalidad
de optimizar el aprovechamiento de los recursos y agilizar las tareas que realiza el
usuario.

En la elaboracion de manuales e instructivos de operacion, se debe de tener
presente que toda informacion debe cumplir por lo menos los siguientes requisitos
bésicos:

e Debe ser Versado

e Debe ser Claro

e Debe ser Preciso

e Debe ser Ordenado

Por lo anterior, la presente tesis tiene como propdsito dar a conocer los manuales
e instructivos de operacién para el sistema ACQUITY UPLC Clase H y el sistema
de espectrometria de masas Xevo TQ ambos de la marca Waters, describiendo
paso a paso las operaciones minimas necesarias que se deben de llevar acabo
para el manejo y mantenimiento de los mismos.
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Igualmente, estos manuales e instructivos servirdn para implementar buenas
practicas de laboratorio (BPL) para asegurar que la calidad de los resultados
obtenidos por los sistemas sean reproducibles y representativos, garantizando la
validez y confiabilidad de los resultados en una prueba analitica.

Este trabajo se divide en tres partes, las cuales se presentan de la siguiente
manera:

La primera parte de esté tesis hace referencia al sistema de documentacion, la
elaboracion de PNO vy la elaboracién del manual de operacion. Asimismo, se
abarcan temas relacionados con la cromatografia liquida y la espectrometria de
masas.

En la segunda parte se presentan los resultados, en los cuales se describe el
formato para la elaboracion de los manuales de operacion, los procedimientos
normalizados de operacion y los instructivos.

Finalmente la tercera parte corresponde a los Anexos, en los cuales se muestran

los manuales de operacion de cada sistema y los PNO’s e instructivos de trabajo
elaborados.

10
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MARCO TEORICO

— Documentacion

La pieza fundamental de cualquier sistema de calidad que quiera tener
cumplimiento de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) es la
documentacion. La documentacion es la principal evidencia para demostrar que se
estan llevando a cabo todas las actividades sefialadas para la obtencién de
productos de calidad.

Las buenas practicas de Documentacién (BPD) han sido creadas para asegurar el
empleo correcto y permanente de los documentos asociados con la elaboracion de
un medicamento; con la finalidad de garantizar que las operaciones farmacéuticas
se llevaron a cabo de manera adecuada, permitir la rastreabilidad oportuna de la
informacion y facilitar investigaciones en caso de requerirlas. (Perez, 2015)

Asi las BPD permiten asegurar que:

P Se hace lo que se debe hacer

» Documentar lo que fue realizado (en tiempo y forma)
P Tomar acciones apropiadas si algo no se hace bien
P Realizar cambios de manera controlada

— ¢Qué es un documento?

Las BPD describen a un documento como “a toda forma organizada de
informacion (ya sea fisica o electrénica) para controlar actividades y operaciones
para dar evidencia o prueba legal de algo”. (Garcia, 2011)

Existen muchas maneras de presentar un documento, estas pueden ser en forma
de papel, video, formas digitales, fotografias u otros. Las razones para documentar
van desde facilitar la comunicacion y hacerla mas precisa y menos ambigua hasta
ayudar a la toma de decisiones.

11
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Una buena documentacion puede responder a preguntas como ¢,Qué hago?, ¢ Por
qué lo hago?, ¢Cdémo lo hago? Es por ello que las BPD son consideradas como
una herramienta de gran ayuda.

Estas son utilizadas en la industria para la creacion y mantenimiento de
procedimientos, formatos, registros y demas documentacion que definan los
controles que deben cuidarse a fin de prevenir errores y asegurar que todo el
personal de la organizacién sigue los procedimientos correspondientes; asi como
también facilitar la trazabilidad de los productos.

Implementando un buen sistema de Buenas Practicas de Documentacion se debe
no sélo lograr la rastreabilidad de los productos, si no estandarizar la forma en que
se realizan las actividades ante el personal, se podran disminuir costos, disminuir
errores, disminuir tiempos muertos y se podra aumentar la confiabilidad de las
operaciones realizadas, aumentara la calidad de los productos fabricados,
aumentara la produccion y se lograra la satisfaccion de los usuarios.

Los documentos por tanto, son el soporte de las actividades de mejora de la
calidad, son una manera excelente de preservar la historia de como se realizaron
las cosas, sustentan y justifican la toma de una decision en particular.

= Sistema de Documentacion

El objetivo de establecer un sistema de documentacién confiable es reducir el
error que puede cometerse al manejar la informacién de manera desorganizada y
evitar confusiones, por lo que siempre se deben tener los documentos
actualizados y en orden a fin de garantizar su correcta comprension.

Dentro del sistema de documentacién se encuentra el modelo piramidal (Figura
1), el cual esta compuesto por cuatro niveles de requerimientos. Esta estructura

jerarquica permite asegurar:

a) Que en cada lugar, area o departamento de la empresa existan los
documentos precisos y necesarios para la labor que se desempenia.

b) La actualizacion de los documentos sea agil, al poderse actualizar de
modo individual.

12
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4 QUIENHACE QUE Y
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T
CONTROL DE DOCUMENTOS

INMETRTCCIONES DE TEABATD
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ke

REGISTROS DE CALIDAD ‘

Figura 1. Modelo piramidal para la documentacion ISO 9000.

Nivel 1: Manual de Calidad

La politica de calidad es el primer paso que debe desarrollar la empresa, forma
parte del manual de calidad y su propésito es dar a conocer las intenciones de la
empresa (mision, visién, objetivos estratégicos) y dar una visidbn general del
sistema de calidad.

La politica de calidad se define como “las intenciones globales y orientacién de
una organizacion relativas a la calidad tal como se expresan formalmente por la
alta direccion”. (1ISO, 9000. 2008)

El manual de calidad es un documento de politica general, describe como enfoca
la empresa los requerimientos de la norma ISO 9001, seccion por seccion. Este
documento plantea, en términos generales los métodos usados por la empresa
para asegurar la calidad.

Nivel 2: Los Procedimientos
Los procedimientos describen las actividades necesarias para poner en marcha

los elementos del sistema de calidad en cada una de las areas o departamentos
de forma ordenada y definida.

13
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Todo procedimiento debe cumplir con el propésito de la actividad, alcance de la
actividad, responsabilidades (qué se debe hacer y quién debe hacerlo),
procedimiento (cuando, dénde y cémo debe hacerse), cuales materiales, equipos
y documentos deben ser usados. Por lo general, se redactan con la ayuda de
quienes ejecutan las operaciones del procedimiento.

Nivel 3: Instrucciones

Las instrucciones son documentos que responden a la pregunta ¢ Cémo se hace el
trabajo? Describen de forma detallada como una actividad debe ser ejecutada;
generalmente incluyen actividades sencillas y puntuales dirigidas en su mayoria a
nivel operario. Entre ellos, podemos mencionar: instructivos, guias de trabajo,
instrucciones, lineamientos etc. Es importante recalcar, que las instrucciones de
trabajo tienen que estar disponibles y siempre visible fisicamente junto al operario
en su puesto de trabajo.

Nivel 4: Formatos y Registros

Los registros y formatos son considerados el sostén del sistema de calidad, sirven
para recopilar evidencias objetivas de la ejecucidn y terminacion de actividades o
trabajos con apego a lineamientos o instrucciones descritas en los procedimientos
o instrucciones de trabajo. Su razén de ser es dar fe de que el sistema se esta
implantando eficazmente.

g Control de Documentos

El sistema de documentacion debe establecer y mantener procedimientos de
control para el acceso a los documentos, los cuales deben contar con mecanismos
Utiles que definan la manera correcta de implantar, actualizar, identificar, revisar,
mantener, cancelar y eliminar todo documento propiedad de la empresa, con el
propésito de prevenir el uso no autorizado de los mismos.

Un aspecto importante del control de documentos es la “correcta identificacion de
los mismos”. Basicamente un documento podra ser identificado mediante un
codigo definido, revision y version del mismo. El titulo es parte importante de la
identificacion de todo documento donde su distribucibn también debe ser
controlada. (Garcia, 2011)

14
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En general existen 3 categorias de documentos:

P Documento original. Es la fuente primaria de informacion con todos los
rasgos Yy caracteristicas que permiten garantizar su autenticidad e
integridad.

P Copia controlada. Se refiere a la copia de un documento aprobado sujeta
a actualizacion vy distribucion, son utilizadas generalmente como consulta.
Ostenta una impresion, con la leyenda “COPIA CONTROLADA”. Si esta
copia se reproduce pierde validez.

P Copia No controlada. Documento sobre el cual no existe responsabilidad
de comunicar sus cambios y actualizaciones. Ostenta una impresion, con la
leyenda “COPIA NO CONTROLADA”.

Ti. Documentacion Electrénica

El creciente uso de los sistemas computarizados para almacenar y distribuir
documentos ha desplazado la publicacion y almacenamiento de documentos
impresos. Este sistema tiene algunas ventajas ya que permite una difusibn mas
agil y oportuna a todas las areas involucradas de un establecimiento, aunque no
necesariamente sea efectiva.

Es importante sefialar que la informacion que se almacena en un servidor y se
distribuye, corre peligro de sufrir modificaciones no autorizadas, y existe el riesgo
de que sea alterado por personas ajenas a la compania.

Algunas de las recomendaciones para el control de la documentacion electrénica
son el uso y cambio periddico de contrasefias, controles de acceso estructurados,
asi como el hecho de proteger los documentos de acceso abierto por medio de la
designacion “solo lectura”. Lo mas comun es el asignar atributos a los usuarios, es
decir, quiénes son lectores, quiénes son revisores, quiénes son los que autorizan y
quiénes son los administradores del sistema de documentacién electrénico, esto
garantizara que los cambios y actualizaciones de los documentos sean realizados
conforme a lo establecido y que la distribucidon se realice a todos los usuarios.

15
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7N Procedimientos Normalizados de Operacion (PNO)

La Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2013, Buenas practicas de fabricacion
de medicamentos, define a los Procedimientos Normalizados de Operacion o
Procedimientos, como documentos que contienen las instrucciones necesarias
para llevar a cabo de manera reproducible una operacion.

Los PNO son un elemento importante en cualquier sistema de gestioén de calidad y
posibilitan que las tareas repetitivas se realicen siempre de la misma forma
independientemente de la persona que las realiza, ademas toda persona
involucrada en estas tareas a través de los PNO posee la informacién necesaria
para un correcto proceder, sabiendo en todo momento lo que se tiene qué hacer,
como, cuando y dénde.

Estos procedimientos son elaborados con los requisitos minimos que se describen
en los articulos 110 y 111 del Reglamento de Insumos para la Salud publicado por
el diario Oficial de la Federacion en 2015, los cuales indican lo siguiente:

Articulo 110. Los Procedimientos Normalizados de Operacién contendran la siguiente
informacion:

1. El objetivo; Describe la finalidad por la que se escribe el procedimiento.

2. El alcance; Se coloca el personal, elementos, areas o departamentos a
los cuales se les aplicara el procedimiento.

3. La responsabilidad; Se indica al departamento o areas responsables de
verificar que se cumpla y se lleve a cabo el procedimiento.

4. El desarrollo del proceso; Describe la actividad, técnica o analisis a
realizar paso a paso en forma enumerada, con vocabulario sencillo de
manera que cualquier persona que lo lea sea capaz de desarrollar lo escrito
en él.

5. Las referencias bibliograficas; Hace mencion a la bibliografia consultada
como apoyo en la elaboracion del procedimiento.
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Articulo 111. Los procedimientos a que se refiere el articulo anterior, se firmaran
por las personas que los elaboren, revisen y seran autorizados por el responsable
sanitario; asimismo deberdn contener un numero secuencial que refleje las
actualizaciones que se realicen, la fecha de emision o de actualizacion y la de
aplicacion y cumplir con lo que establezca la Norma correspondiente.

£ Manual de Operacion

El manual de operacion se define como aquel documento con fines didacticos, el
cual debe describir de forma breve, entendible, directa y completa, las actividades
a realizar en cada etapa de los procesos que se desarrollan en la empresa.

Contribuyen a la ejecucion correcta y oportuna de las actividades encomendadas
al personal. Propicia la uniformidad en el trabajo, el ahorro de tiempo, de
esfuerzos y dinero.

a) Importanciay utilidad de un manual operativo

Este tipo de documentos constituyen una herramienta eficaz para la capacitacion
del personal operativo, contribuyendo de manera sustantiva a que la transmision
del conocimiento sea homogénea. (INEGI, 2013)

Los procedimientos, con sus actividades, tareas y responsabilidades por puesto,
asentadas en el manual, deben proporcionarle al personal operativo todo el
soporte necesario, considerando que dicho personal no contara con el respaldo de
un supervisor o asesor durante todo el tiempo en que realice sus actividades.

El manual debe garantizar el cumplimiento de los procedimientos, ademas de

proporcionar una guia sobre lo que hay que hacer en caso de que se presenten
contingencias.

b) Desarrollo del Manual Operativo
La elaboracion de un manual operativo, como todo proceso, requiere de una

planeacién en donde se determinan sus objetivos y alcances (que se hard),
quienes seran los responsables de desarrollarlo, incluyendo elementos tanto

17



Manuales e Instructivos para la Operacion del Cromatégrafo de Liquidos de

ot Ultra Desempeiio y Espectrometro de Masas =1
LA U1 LA |

particulares como didacticos, puesto que debe permitir a los operarios, no sélo el
conocimiento, sino su comprension y aplicacion.

La planeacion resulta esencial antes de iniciar a escribir un documento, la cual
consiste en delimitar los objetivos, generar ideas y organizarse para el inicio de la

redaccion. (INEGI, 2013)

En la planeacion deben responderse las siguientes preguntas:

¢Por qué se hara? > Justificacion

¢, Qué se quiere conseguir? > Objetivos de aprendizaje
¢ Quiénes lo haran? > Responsabilidades
¢,Cobmo se hara? > Procedimientos

¢, Qué se necesita? > Recursos

¢.Cuando se hara? > Calendario

¢Cuanto costara? > Presupuesto

La primera actividad que lleva a cabo el disefiador de un manual operativo, es
redactar los objetivos del documento, el general y los especificos, tomando en
cuenta las caracteristicas basicas que debe comprender cada uno de ellos, como
son el dar respuesta, en su redaccion a las preguntas: qué, como, para qué o para
quién, iniciando el texto con un verbo infinitivo.

Una idea alternativa para generar ideas para la definicion de los obijetivos, es
plantearse preguntas como: ¢ Qué se pretende lograr con el manual?, ¢A quién va
dirigido?, ¢Qué problemas se pretende resolver con él?, ¢Qué aspectos
especificos se cubren?, entre otras. El objetivo general debe determinar
brevemente el proposito del documento y el efecto final que ha de tener en los
usuarios.

Pueden redactarse ademas objetivos especificos para cada uno de los capitulos
del manual, describiendo lo que se espera que los lectores sean capaces de hacer
al finalizar.

Este tipo de objetivos engloban el total de los subtemas tratados en el documento,
y contribuyen al logro del objetivo general del manual. Los objetivos especificos
pueden redactarse una vez definida la estructura capitular del manual o bien
simultaneamente.
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Ademas de definir los objetivos, es conveniente delimitar sus alcances; en esta
seccidén se bosquejara el area, instrumento, equipo, institucion o personal al que
se aplica el procedimiento.

c) Estructura Capitular del Manual de Operacion

Antes de iniciar la redaccion del manual, conviene acordar la estructura que se
pretende cubrir. Esta estructura capitular puede estandarizarse con base a un
modelo, que sea flexible segln las caracteristicas especificas que se deseen
cubrir, y cuyo orden en que se presenten facilite su comprension y estudio.

Para este trabajo se propone el siguiente modelo de estructura capitular para cada
manual operativo:

P Portada. Contiene los datos de identificacion como son: el nombre de la
institucion que emite el manual, titulo, nimero de cddigo, niumero de
revision, fecha de aplicacién y fecha de vencimiento.

F Quien elaboro, reviso y aprobé el manual, asi como el lugar de localizacién
del documento.

F Objetivo y Alcance.

» indice. Contiene la lista ordenada de los procedimientos de operacion, con
indicacién del lugar donde aparecen.

P Introduccién. Presenta el contexto del manual, su objetivo, importancia y
ambito de aplicacion.

P Glosario. Relacién de todos los conceptos que se encuentran en el manual
y su definicién.

P Contenido. Se describen las actividades a desarrollar por parte del personal
operativo de manera secuencial.

P Anexos. Informacion relativamente independiente para el desarrollo de un
tema, que ayuda a su mejor comprension y que permiten conocer mas a
fondo aspectos especificos que por su longitud o su naturaleza no conviene
tratar dentro del cuerpo principal.
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P Referencias Bibliograficas. Aqui se detallan otros documentos relacionados
con las actividades. Dentro del procedimiento y que sirvan de apoyo para
su fundamentacion.

d) Redaccion del contenido

La redaccion del texto debe facilitar la comprension de los procedimientos
operativos planteados, se debe utilizar un lenguaje claro y sencillo. Los parrafos
deben ser breves y guardar una secuencia logica entre las distintas ideas y
planteamientos, considerando el rango de importancia en lo que se desea
destacar. (INEGI, 2013)

Para lograr una adecuada redaccion se recomienda por lo menos cumplir con los
siguientes requisitos basicos:

» El manual debe ser versado. Para cumplir este requisito se requiere que
el autor tenga cierto grado de conocimiento 0 experiencia propia sobre el
tema a tratar.

Mientras mayores sean los conocimientos que se tienen sobre el tema,
tanto mas versado y completo sera el manual. Estos conocimientos pueden
conseguirse de diferentes modos, a saber:

v' Conocimientos anteriores del autor o experiencia propia, adquiridos a
través de sus estudios y practicas profesionales.

v Informacién obtenida a través de los manuales de los fabricantes.
v Estudio de los planos, diagramas y esquemas de los equipos.

v' Estudio comparativo con equipos parecidos que ya son bien
conocidos por el autor.

v Estudio de textos especializados o literatura técnica apropiada.
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» El manual debe ser claro. Para cumplir con este requisito se debe:

v’ Estar escrito en el idioma del pais.
v' Emplear un lenguaje simple y moderado.

v Ofrecer todas las ilustraciones, esquemas, dibujos, etc., que faciliten
la explicacion.

» El manual debe ser preciso. Para cumplir con este requisito el manual
debe dedicarse exclusivamente al tema tratado, precisando:

v" Qué parte del equipo trata.

v' Como funciona o debe funcionar.

v" Qué se debe hacer para su buena instalacion o funcionamiento.
v' Cémo se debe operar para obtener los resultados esperados.
v" Qué es lo que no se debe hacer o se debe evitar.

v" Qué peligros o medidas de seguridad se requiere observar.

» El manual debe ser ordenado. Para ello se deben tratar las partes segun
su importancia y relacionarlas de acuerdo a la funcién que desempefian.

En lo posible se debe seguir el siguiente orden:
v' En qué consiste el equipo.
v' Para qué sirve.
v' Como funciona.
v' Por qué puede dejar de funcionar.

v" Cémo mantenerlo.
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e) Revisiény liberacion del manual

Como se ha mencionado, la utilidad de los manuales operativos depende de la
claridad con que se describan los procedimientos que deben desarrollar los
operarios, por lo que en el proceso de revision deben participar tanto el autor del
manual como los usuarios interesados en realizar comentarios para la mejora del
mismo.

Una vez revisados los comentarios se determinan cuales son aplicables y sobre
cuales es necesario actuar. Nuevamente se distribuye el manual ya revisado a
todos los usuarios interesados para recibir su aceptacion.

Para obtener su aprobaciéon, el manual debe ser verificado por la persona
responsable designada y aprobado por el jefe del area antes de entregarlo para

Su uso.

Después de unas cuantas semanas se supervisa la puesta en practica para
verificar su efectividad y cumplimiento.
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JU Introduccion a la Cromatografia Liquida de Ultra
Desempefio (UPLC)

¢Qué es la UPLC?

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es una técnica instrumental
que ha evolucionado enormemente en los Ultimos afios, principalmente a partir de
la década de los 70's, representado una de las herramientas mas versatiles ya
gue cumple con un amplio espectro de aplicaciones, excelente capacidad para el
analisis de trazas, rapidez y adaptabilidad al analisis cuantitativo. Se puede
emplear para la determinacibn de aminoacidos, herbicidas, pesticidas,
tensoactivos, metabolitos de productos toxicos, azucares, productos
petroquimicos, farmacos, etc.

La HPLC es un método, usado principalmente para la separacion de los
componentes de una muestra, en la cual los componentes se distribuyen en dos
fases mutuamente inmiscibles, una de las cuales es estacionaria, mientras que la
otra es movil. Las dos fases se eligen de tal forma, que los componentes de la
muestra se distribuyen de modo distinto entre la fase mévil y la fase estacionaria.
Aquellos componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se
mueven lentamente con el flujo de la fase mavil; por el contrario, los componentes
que se unen débilmente a la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como
consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan
en orden creciente de interacciones con la fase estacionaria.

La cromatografia liquida es en esencia una técnica de separacion, que permite la
purificacion, identificacion y cuantificacion del analito deseado. La eleccion de la
fase estacionaria y la fase movil, del flujo al que se va a impulsar la fase moévil a
través de la fase estacionaria e incluso de la temperatura a la que se va a realizar
la cromatografia, permitira una correcta separacion del analito de otros
compuestos.

El lanzamiento de la UPLC por sus siglas en inglés Ultra Performance Liquid

Chromatography (Cromatografia liquida de ultra desempefio), ha sido uno de los
avances mas significativos en la ciencia de las separaciones en la ultima década.
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Debido a las altas demandas en la industria para analizar mas muestras, mas
rapidamente y con resultados mas fiables, el rendimiento de la HPLC se vio
limitado, por lo cual se llevo a cabo la introduccion de una nueva tecnologia que
optimizara el rendimiento cromatografico. Resultando nuevos disefios de
columnas, inyectores, bombas y detectores, que han logrado aumentar
notablemente la resolucion, la velocidad y la sensibilidad en comparacion con los
sistemas convencionales.

Segun la teoria cromatografica, a mayor eficiencia se obtiene mayor
resolucion. Esto hace de la eficiencia el impulso primario de la cromatografia
liquida UltraPerformance.

Tal como se observa en la Figura 2, la utilizaciéon de particulas mas pequefias
(menores a 2 ym de diametro) mejoran la eficacia en un rango de velocidad lineal
mas amplio que las particulas tradicionales de 3 y 5 ym de diametro, permitiendo
mejorar la resolucion y aumentar la velocidad de la separacion en comparacion
con los sistemas convencionales.
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de la tecnologia UPLC™

Tecnologia HPLC existente
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Figura 2. Historia del tamafio de las particulas en la cromatografia liquida.

A medida que disminuye el tamafio de particula, la altura equivalente a un plato
tedrico (HETP) también disminuye aumentando la eficacia. Adicionalmente, el
rango de velocidad lineal en el que se puede alcanzar una eficiencia maxima se
hace mas amplio con las particulas de 1.7 uym, lo cual permite aumentar la
velocidad del analisis sin afectar el flujo.
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Los beneficios de la UPLC

La UPLC fue disefiada para mejorar los principios cromatograficos maximizando
la eficiencia y el poder resolutivo de la separacion.

La utilizacion de particulas mas pequefias proporciona una eficiencia mayor con
picos mas estrechos y mas concentrados, lo cual permite mantener la resolucion
y reducir los tiempos de ejecucion (Figura 3). El beneficio real que ofrece la
UPLC salta a la vista al observar la rapidez con que pueden realizarse las
separaciones. (Waters, 2010)
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Figura 3. Comparacion de separaciones cromatograficas utilizando
particulas de 5.0 ymy 1.7 ym.
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JL Aplicacion de la Cromatografia Liguida (UPLC) acoplada a la
espectrometria de masas.

¢Por qué el acoplamiento UPLC-MS?

La introduccion de la espectrometria de masas (MS) ha supuesto un gran avance
en las técnicas analiticas por su gran sensibilidad y su alto grado de fiabilidad. Su
principal ventaja sobre otras técnicas de deteccion (visible-ultravioleta,
fluorescencia, PDA) es, por un lado, su capacidad para suministrar informacion util
desde el punto de vista identificativo, de forma que el espectro de masas se
presenta asi como una prueba casi inequivoca de la identidad del compuesto a
analizar. Por otro lado, se trata de un detector universal, basado en la separacion
de las especies cargadas de acuerdo con su relacion masal/carga. La
espectrometria de masas se presenta como uno de los métodos de deteccion mas
sensibles y especificos para el analisis molecular. (Rios, s.f.)

El acoplamiento de la UPLC a la espectrometria de masas permite mejorar
considerablemente la capacidad de deteccion, puesto que la reduccion de anchura
de pico provoca un aumento en la eficacia de la ionizacion, lo que conlleva una
mejora en la sensibilidad del método analitico.

Espectrometria de Masas

Basicamente, un espectrometro de masas es un instrumento que mide masas de
moléculas individuales que han sido convertidas en iones. Para ello las moléculas
se convierten en iones que deben entrar en el sistema en fase gaseosa,
separandose en funcion de su relacidon masa/carga (m/z), obteniendo un espectro
de masas. En la Figura 4 se muestra un esquema del proceso.
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Figura 4. Diagrama de un proceso de espectrometria de masas.

Cuando se acopla un cromatégrafo de liquidos a un espectrometro de masas, la
forma mas habitual de ionizar la muestra es la ionizacién a presién atmosférica
(API) ya sea mediante ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) o mediante
ionizacion por electrospray (ESI), siendo ESI mas apropiada para la determinacion
de analitos polares y/o con pesos moleculares relativamente altos.

Interfase de lonizacion a Presion Atmosférica (API)

Las interfases API constan de 4 elementos basicos:

P Un dispositivo de introduccion de muestra.

P Una camara de ionizacién, en donde se generan los iones mediante
ionizacion a presion atmosférica.
e Generalmente producen iones [M+H]" o [M-H]

¥ Un cono de muestreo, orificio de entrada de los iones formados a la region
de presion intermedia.
e Utilizan alto voltaje y nebulizacion neumatica para producir iones en
fase gaseosa.
e Producen un poco de fragmentacion.
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P Un sistema de transferencia de iones hasta la region de alto vacio del
analizador.
e Teécnicas muy sensibles.
e Permiten la cuantificacion.

Interfase de Electrospray (ESI)

En la ionizacion por electrospray ESI), la muestra liquida se introduce a través de
un capilar al que se aplica un voltaje elevado. Bajo la influencia del campo
eléctrico creado, los iones de la misma polaridad migran hacia el extremo del
capilar donde el liquido comienza a formar un cono (cono de Taylor) a partir del
que se generan pequefas gotas altamente cargadas. (Rios, s.f.) Las gotas que
componen el aerosol resultante sufren una disminucién de tamafio (evaporacion
del solvente). A medida que el solvente se evapora, la densidad de carga aumenta
hasta que la superficie de las gotas libera iones (evaporacion de iones). Estos
iones pueden ser mono o multicargados.

En ESI, el pH de la fase movil debe ser mayor en 1.5 unidades que el pKa del
compuesto para favorecer la ionizacion del analito. Para ello, normalmente se
afladen concentraciones bajas (0.1%) de acido formico o acético, 6 hidréxido de
amonio.

Muestra
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Figura 5. Esquema de un proceso de andlisis por espectrometria de masas con ESI.
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En la interfase ESI se puede trabajar en modo positivo o negativo (ESI* 6 ESI), en
funcion de la polaridad del voltaje aplicado en el capilar.

Asi, la ionizacion por electrospray puede ser dividida en tres etapas:

P Formacion de gotas cargadas
P Evaporacion del solvente y fision de la gota
» Formacion de los iones en fase gaseosa

a) Formacién de gotas cargadas

Cuando se aplica un voltaje positivo al capilar de electrospray, las gotas emitidas
por el capilar llevan exceso de carga positiva, generada electroquimicamente
(Figura 6), bien por la eliminacion de los iones negativos por oxidacion de algun
componente de la solucion (reaccién 1), o por la adicién de iones positivos por la
oxidacion del mismo capilar (reaccion 2). (Salguero, 2009)
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Figura 6. Proceso de la formacion de gotas cargadas por electrospray.
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Por el contrario, cuando se aplica un voltaje negativo al capilar del electrospray,
las gotas emitidas por el capilar llevan un exceso de carga negativa,

b) Evaporacion del solvente y fisién de la gota

Las gotas emitidas por el capilar de electrospray disminuyen su tamafio como
consecuencia de la evaporizacion del disolvente mientras la carga de la gota
permanece constante. La disminucion del radio de la gota a carga constante
supone un aumento de la repulsibn de cargas en la superficie de la gota.

Para un radio dado, la repulsion de cargas supera la tension superficial que
mantiene la gota unida, y se produce la fision de ésta. Esta secuencia se repite
varias veces hasta formar gotas muy pequefias (Figura 7). (Salguero, 2009)

c) Formacién de los iones en fase gaseosa

A partir de gotas con radios <10nm, la repulsion de cargas causa la evaporacion
de iones desde la superficie de la gota, en vez de fisidn de la gota, por lo que los
iones pasan de fase liquida a fase gaseosa.
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Figura 7. Proceso de Evaporizacion del solvente y Fision de la gota.
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Factores que afectan la respuesta al analito en ESI

P La concentracidén del analito. La liberacion de los iones depende de la
concentracion. La saturacion de la sefal es debido al aglutinamiento en la
superficie de la gota (saturacion a 10uM).

P EIl contenido de matriz “Supresiéon Iénica”. La respuesta del analito se ve
disminuida con el incremento de la concentracion de otros aditivos de la
fase movil o de la muestra. Los iones electroliticos compiten con el analito
por carga y espacio en la superficie de la gota.

P Lavelocidad de flujo. La respuesta de ESI disminuye con el incremento de
la velocidad de flujo. El flujo de trabajo 6ptimo es de 200-600 pL/min.

Interfase de lonizacion Quimica a Presion Atmosférica (APCI)

La interfase APCI, a diferencia de lo que ocurre en ESI, el proceso de
evaporizacion y la ionizacion constituyen dos etapas distintas:

b La Vaporizacion rapida
P La lonizacién Quimica en fase gaseosa

Caleplador
Aguja

Muestra
Corona

—
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Figura 8. Esquema del analisis por lonizaciéon Quimica a Presién Atmosférica APCI.
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Utilizando la sonda de APCI el liquido que procede del CL es nebulizado y
rapidamente evaporado por la accion de una temperatura elevada (300-500°C).
Las altas temperaturas aplicadas y la accidén de una corriente coaxial de nitrégeno
N, provocan la nebulizacién y rapida evaporizacion del disolvente.

Para incrementar el proceso de ionizacion se suele aplicar una descarga en
corona, del orden de 2-6kV, justo a la salida de la sonda de APCI en el spray. Esta
descarga eléctrica no sélo ioniza las moléculas de analito, sino también las del
disolvente de la fase movil. Estas a su vez pueden transferir su carga a las de los
analitos en la fase gaseosa, de lo que resulta la ionizacion quimica de los mismos.

En modo idnico positivo, se forman moléculas protonadas y aductos con cationes.
En modo negativo, se forma la especie desprotonada y la combinacién con
aniones o la captura electronica. (Rios, s.f.)

Generalmente la sonda APCI se utiliza para el andlisis de moléculas de menos de
1000Da, con baja polaridad o moderada polaridad. Estos analitos deben poseer
ademas cierta volatilidad y no ser excesivamente termolabiles. Ejemplos de
aplicaciones son los pesticidas, numerosos farmacos y medicamentos, esteroides,
etc.

Factores que afectan la respuesta al analito en APCI.

b Concentracion del analito. Efecto de Saturacion.
P Contenido de Matriz. Competencia por ionizacion.
¥ Flujo de Nitrégeno. Pobre nebulizacion del solvente.

P Temperatura de la Punta. Puede ocurrir degradacion térmica y pobre

nebulizacion del solvente.
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Diferencias entre ESI y APCI

Cuadro 1. Diferencias entre las interfases ESly APCI

ESI APCI

4 lonizacion en Solucion 4 lonizacion fase gaseosa
4 Fase Reversa o Fase 4 Fase Reversay Normal

Normal con modificaciones

de solvente post columna % lonizacion

e Sonda con
4 lonizacion calentamiento
e Sonda sin calentamiento e Aguja Corona

e Voltaje Capilar
4 Bajo efecto por la matriz

4 Fuerte efecto de la fase (en caso de que se
movil (Los aditivos de la produzca da lugar al
fase movil pueden afectar aumento de la sefal)
la ionizacién)

4 Compuestos menos

4 Compuestos Polares polares

€ Compuestos Termolabiles % Permite utilizar flujos

mayores de hasta
2.0 mL/min
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico (LEDEFAR) de
la Fes-Cuautitlan, requiere para sus operadores (quienes son
principalmente Tesistas y prestadores de Servicio Social), una
herramienta clara y especifica que sirva como guia para la capacitacion
del manejo y mantenimiento de los instrumentos de cromatografia
liguida (ACQUITY UPLC Clase H) y espectrometria de masas (Xevo
TQ), ya que debido a la falta de experiencia en el manejo de los
mismos se han presentado diversos problemas que han afectado el
desarrollo de sus actividades. Por lo tanto, la necesidad de un material
de apoyo que los conduzca de manera ordenada y consecutiva en el
desarrollo de sus actividades pretendera evitar problemas de

duplicidad de esfuerzos.
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OBJETIVOS

P Objetivo General.

Elaborar los Manuales de Operacion para los instrumentos de Cromatografia
liquida de ultra desempefio (ACQUITY UPLC H-Class) y Espectrémetro de
Masas (Xevo TQ), describiendo de manera ordenada las operaciones minimas
necesarias que se deben de llevar a cabo para el manejo de los mismos, con
la finalidad de proporcionar al usuario una guia que sirva de capacitacion para
facilitar su uso.

b Objetivos particulares.

4 A partir de los manuales de operacion de cada instrumento,
elaborar los PNO’s de limpieza y de rutina general.

4 Elaborar Instructivos de trabajo en los se describan las actividades
a realizar para lograr la optimizacion de los resultados.

4 Dar a conocer a los operadores del LEDEFAR los videos
relacionados con el manejo y mantenimiento de los sistemas de
Cromatografia liquida ACQUITY UPLC Clase H y espectrometria de
masas Xevo TQ con el fin de complementar su capacitacion.
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UNAM
CUAUTITLAN

METODOLOGIA

En el siguiente diagrama, se muestra la metodologia ejecutada para la elaboracion
de los Manuales de Operacion, PNO’s e Instrucctivos para los sistemas de UPLC y

UPLC MSMS.

Planeacion

Consulta de fuentes
de informacion

Recopilacién de la
informacién para el
manejo de los
instrumentos.

Consultade las
Guias de
Funcionamiento

Elaboraciéon de los
Manuales de
Operacién

Elaboracién de PNO
e Instructivos

Revisién

Aprobacion y
Liberacion

*Se determinaron los objetivos y alcances.

*Se desarrollo la estructura del contenido para cada
manual y se llevo acabo la elaboracion del formato
de los manuales .

*Se consultaron diferentes fuentes de informacion para

llevar a cabo la creacion de los manuales de
operacion.

* Se revisaron los videos de los cursos impartidos por
el personal técnico de Waters y se recopilo la
informacion relevante y necesaria para la creacion de
los procedimientos.

* Con la ayuda de los operadores se extrajo la
informacion sobre el manejo de los software de cada
instrumento.

* Se consultaron los diferentes manuales de
funcionamiento de los Instrumentos, a partir de los
cuales se tradujo y extrajo la informacion necesaria
para complementar el desarrollo de los
procedimientos de operacion.

*En base a la informacion reunida, se elaboraron los
procedimientos para el manejo de cada instrumento,
los cuales a su vez fueron integrando los manuales
de operacion .

*A partir de los manuales de operacion, se
elaboraron los PNO's de rutina general y de limpieza
para cada instrumento; asi como los Instructivos de
operacion y mantenimiento.

*Una vez terminados los manuales, PNO's e
instructivos, se pasaron a revision con los usuarios.
*Una vez revisados, se aplicaron los cambios
necesarios y nuevamente se distribuyeron para
recibir su aprobacion.

*Finalmente se entregaron los manuales, PNO's e
instructivos con el responsable de su aprobacion y
se distribuiyeron con los operadores para verificar su
efectividad y cumplimiento.
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RESULTADOS
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MANUALES DE OPERACION

Formato establecido para los Manuales de Operacion.

A continuacioén, se muestra el formato elaborado para los manuales de operacion.
En todo su contenido se mostrara la siguiente informacion:

4 Un encabezado de pagina, en el que se establece el logotipo de la
institucién y del LEDEFAR, Titulo del documento, Nombre de la institucion,
Numero de cddigo, Numero de revision, Fecha de aplicacion y Fecha de
vencimiento (Figura 9).

4 Un pie de pagina, que incluye la leyenda “Documento controlado, prohibida
su reproduccion parcial o total sin autorizacion” el cual se escribio con letra
Times New Roman tamarfio 8 y el nUmero de paginas con letra Times New
Roman tamafio 9 siguiendo el formato Pag. 1 de ...

Numero de cddigo:
Laboratorio de Ensayos de L
S Revision:
Desarrollo Farmacéutico —
Fecha de aplicacion:
p Mes/Afo
TITULO DEL DOCUMENTO —
Fecha de vencimiento: LEDEFAR
Mes/Afo

Figura 9. Formato del encabezado de pagina desarrollado para los Manuales,
PNO'’s e Instructivos de operacion.

La informacion del encabezado se escribe con mayusculas y mindsculas en letra
Arial tamafio 10.5 resaltado en negritas y se llena de la siguiente manera:

e Logotipo de la institucion. Se representa el distintivo de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, asi como el distintivo del LEDEFAR.

e Nombre de la institucion. Hace referencia al Laboratorio de Ensayos de
Desarrollo Farmacéutico.

e Titulo del documento. Especifica el propdsito del Manual.
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Para cada manual se designo el siguiente nombre:

v" Para el sistema ACQUITY UPLC Clase H se nombré “MANUAL DE
OPERACION PARA EL EQUIPO ACQUITY UPLC CLASE H”.

v Para el sistema Xevo TQ se nombré “MANUAL DE OPERACION
PARA EL EQUIPO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS XEVO TQ”.

e Numero de codigo, Es la clave asignada al documento.

Se designo el cdédigo MAN-OP-00. Siendo las primeras cinco letras la
referencia del tipo de documento (Manual - Operacién), seguido del nUmero
designado.

Para el manual de operacion del equipo ACQUITY UPLC Clase H se designo
el cédigo MAN-OP-01 y para el manual de operacion del equipo Xevo TQ se
designo MAN-OP-02.

e Revision. La revision del documento demuestra las actualizaciones que
se han llevado a cabo. Como es la primer versién, no cuenta con
actualizaciones por ello se asigno el numero 0 a cada manual.

e Fecha de aplicacién. Corresponde a la fecha a partir del cual el manual
de operacién es aplicado en el area de trabajo. Se empleé el formato
Nombre del Mes completo / Afio con sus cuatro digitos.

e Fecha de vencimiento. Corresponde a la fecha en la cual el manual de
operacion concluye su vigencia. Se empleo el formato Nombre del Mes
completo / Afio con sus cuatro digitos.

» Portada.

En el contenido de la portada de cada manual se muestra el encabezado de
pagina, el titulo del documento, el cual se escribié con letra Arial tamafio 28
en mayusculas y resaltado en negritas.

El nombre del Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico con letra
Arial tamafio 24 en mayusculas, asi como sus siglas en letra Arial 22 con
negritas y finalmente el pie de pagina (Figura 10).

39



?’R Manuales e Instructivos para la Operacion del Cromatégrafo de Liquidos de
Ultra Desempeiio y Espectrometro de Masas

LEDEFAR

Laboratorio de Ensayos de
Desarrollo Farmacéutico

TITULO DEL DOCUMENTO

NUumero de codigo:

Revision:

Fecha de aplicacion:
Mes/Afio

Fecha de
vencimiento:
Mes/Afo

LEDEFAR

TITULO DEL DOCUMENTO
LABORATORIO DE ENSAYOS DE
DESARROLLO FARMECEUTICO

LEDEFAR

Documento controlado, prohibida su reproduccidon parcial o total sin autorizacion.

Figura 10. Formato de la portada para los manuales de operacion.

40



Manuales e Instructivos para la Operacion del Cromatégrafo de Liquidos de

ot Ultra Desempeiio y Espectrometro de Masas =1
LA U1 LA |

b Personas involucradas en la realizacion y revision del manual. Se
elaboro un cuadro donde se establece quien realizo el documento, quien lo
reviso y quien lo aprobd. Este estard escrito con letra Arial tamafio 11 y
resaltando en negritas (Figura 11).

e Elaboro. Se coloco el nombre del profesionista experto en realizar el
manual, su puesto, firma y fecha de elaboracion.

e Reviso. Se coloco la firma, fecha, puesto y nombre del profesionista
encargado de verificar que todos los procedimientos descritos sean
correctos.

e Aprobd. Se coloco la firma, fecha, puesto y nombre del profesionista
responsable del laboratorio quien verifico que este documento halla sido
aprobado.

e Localizacion del documento. Se establece el nombre del area donde
se localizan los equipos ACQUITY UPLC Clase Hy Xevo TQ.

Nombre Puesto Firma Fecha

Elaboro:

Reviso:

Aprob6:

Localizacion del documento:

Figura 11. Formato del cuadro elaborado para establecer el nombre de la(s) persona(s)
que elaboro y revisaron los documentos.

Redaccion.

El contenido de los manuales de operacion se escribid con letra Arial
tamafio 11, con especio de 1.5 entre cada renglén y entre cada parrafo.

El nombre de cada secciébn se escribi6 en negritas y siguiendo una
enumeracion consecutiva con nimeros naturales.
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P INDICE. Se establecieron las secciones que contendrd el manual, asi como
la pagina de localizacién.

» INTRODUCCION. Se dio una explicacion sobre el manual, su utilidad y los
fines y propdsitos para lo que se elaboro.

P OBJETIVO. Se describi6 el qué y para qué sirve el manual.

P ALCANCE. Se hizo referencia al sistema de cromatografia liquida
ACQUITY UPLC Clase H y al sistema de espectrometria de masas Xevo
TQ respectivamente, asi como a quien va dirigido.

P DEFINICIONES. Se definieron las palabras o acciones que no se
comprendan con facilidad.

P CONTENIDO. Se describieron los componentes de cada sistema, se
describieron paso a paso los procedimientos de las actividades a realizar y
se incluyeron imagenes de las pantallas del software y del cambio de
componentes respectivamente para facilitar su comprension.

P ANEXOS. Dentro de cada manual se incluyeron los anexos
correspondientes: “Consideraciones Generales sobre los Solventes”,
‘Recomendaciones generales para el mantenimiento de las columnas
cromatograficas” y “Resolucién de problemas (Troubleshooting)”.

P REFERENCIAS. Se hizo referencia del material bibliografico que se utilizo
en la elaboracion de los manuales.

Acotacion:

e El Manual de Operacion para el equipo ACQUITY UPLC Clase H consta de
19 procedimientos, un capitulo sobre “Recomendaciones generales para el
mantenimiento de las columnas cromatograficas”, 3 Anexos y un total de 138
paginas (ver Anexo A-1).

e El Manual de Operacion para el equipo de espectrometria de masas Xevo
TQ consta de 32 procedimientos, un capitulo sobre “Recomendaciones
generales para el mantenimiento de las columnas cromatograficas”, 2
Anexos y un total de 167 paginas (ver Anexo B-1).
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PROCEDIMIENTOS NORMALIZADOS DE OPERACION E
INSTRUCTIVOS

Formato establecido para los PNO'’s.

A partir de la obtencion de los manuales de operacion de cada sistema, se
elaboraron los PNO’s de rutina y de limpieza general utilizando la misma plantilla
del encabezado de pégina de los manuales de operacion en todas las paginas que
componen el documento:

4 Encabezado de péagina, se establece el logotipo de la institucién y del
LEDEFAR, Titulo del documento, Nombre de la institucion, Nimero de
codigo, Numero de revision, Fecha de aplicacion y Fecha de vencimiento
(Figura 9).

4 Pie de pagina, se escribidé con letra Times New Roman tamafio 8 la
leyenda “Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total
sin autorizacién”, y el nimero de paginas con letra Times New Roman
tamafo 9 siguiendo el formato Pagina 1 de ...

e Logotipo de la institucion. Se representa el distintivo de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, asi como el distintivo del LEDEFAR.

e Nombre de la institucién. Hace referencia al Laboratorio de Ensayos
de Desarrollo Farmacéutico.

e Titulo del documento. Especifica el proposito del PNO.

e Numero de codigo, Es la clave asignada al documento.
Se designo el cdédigo PNO-TC-000. Siendo las primeras cinco letras la
referencia del tipo de documento PNO (Procedimiento Normalizado de
Operacion) — TC (Técnico), seguido del nimero designado.

e Revision. La revision del documento demuestra las actualizaciones que

se han llevado a cabo. Como es la primer versién, no cuenta con
actualizaciones por ello se asigno el nimero 0 a cada PNO elaborado.
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e Fecha de aplicacion. Corresponde a la fecha a partir del cual el PNO
es aplicado en el &rea de trabajo. Se empled el formato Nombre del Mes
completo / Afio con sus cuatro digitos.

e Fecha de vencimiento. Corresponde a la fecha en la cual el PNO
concluye su vigencia. Se emple6 el formato Nombre del Mes completo /
Afio con sus cuatro digitos.

Personas involucradas en la realizacion y revision del manual. Se
elaboro un cuadro donde se establece quien realizo el documento, quien lo
reviso y quien lo aprobd. Este estara escrito con letra Arial tamafio 11 y
resaltando en negritas (Figura 12).

e Elaboro. Se coloco el nombre del profesionista experto en realizar el
manual, su puesto, firma y fecha de elaboracion.

e Reviso. Se coloco la firma, fecha, puesto y nombre del profesionista
encargado de verificar que todos los procedimientos descritos sean
correctos.

e Aprobd. Se coloco la firma, fecha, puesto y nombre del profesionista
responsable del laboratorio quien verifico que este documento halla sido
aprobado.

e Copia controlada. Se establecera el nUmero de copia controlada, este
debera ser escrito con letra Arial tamafio 12 y en color rojo.

Copia controlada No.: <<Insertar numero de copia>>

Nombre Puesto Firma Fecha

Elaborb:

Reviso:

Aprobo:

Figura 12. Formato del cuadro elaborado para establecer el nombre de la(s) persona(s)
que elaboro y revisaron los documentos.
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Redaccion.

El contenido de los procedimientos se escribié con letra Arial tamafio 11, con
especio de 1.5 entre cada renglon y entre cada parrafo.

El nombre de cada seccion se escribié en mayudsculas y negritas, siguiendo una
enumeracion consecutiva con numeros naturales.

» INDICE. Se establecieron las secciones que contendra el PNO, asi como la
pagina de localizacion.

P OBJETIVO. Se expreso en forma clara el propésito del procedimiento.

P ALCANCE. Se hizo referencia al sistema de cromatografia liquida
ACQUITY UPLC Clase H y al sistema de espectrometria de masas Xevo
TQ respectivamente, asi como a quien va dirigido.

P RESPONSABILIDADES. Se Indico que personas son las responsables de
la emision, ejecucion, revision, verificacién y supervision de las actividades
descritas en el procedimiento.

P DEFINICIONES. Se definieron las palabras o acciones que no se
comprendan con facilidad.

P PROCEDIMIENTO. Se describié en forma clara y precisa las actividades
paso a paso para realizar una operacion.

» REFERENCIAS. Se indicaron los documentos utilizados para la elaboracion
del procedimiento.
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NUumero de codigo:
Laboratorio de Ensayos de | Revision:
Desarrollo Farmacéutico Fecha de aplicacion:
Mes/Afo
vencimiento:
Mes/ARo
TITULO DEL DOCUMENTO
Copia controlada No.: <<Insertar numero de copia>>
Nombre Puesto Firma Fecha
Elaboré: Analista
Reviso: Responsable
Técnico
Aprobé: Responsable del
Laboratorio
Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion.  Pagina. _de _

Figura 13. Formato general para los procedimientos Normalizados de Operacion.
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Numero de cdédigo:
Laboratorio de Ensayos de | Revision:
Desarrollo Farmacéutico Fecha de aplicacién:
Mes/ARo
TITULO DEL DOCUMENTO Fecha de LEDEFAR
vencimiento:
Mes/Afo
INDICE
1. OBJETIVO Y ALCANCE.
1.1 Objetivo.
1.2 Alcance.
2. RESPONSABILIDADES
3. DEFINICIONES
4. PROCEDIMIENTO
5. REFERENCIAS
Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion. Pagina _de _

Figura 14. Formato general para el contenido de los procedimientos Normalizados de

Operacion.
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Formato establecido para los Instructivos de trabajo.

Una vez obtenidos los PNQO’s correspondientes de cada sistema, se llevo acabo la
redaccion de los instructivos los cuales hacen referencia especialmente al
mantenimiento de los sistemas.

Los instructivos igual que los manuales y PNO’s llevan en todas las paginas del
documento la misma plantilla del encabezado (Figura 9) y pie de pagina.

Para los instructivos se designo el cédigo INST-EQ-000. Siendo las primeras
cuatro letras la referencia del tipo de documento INST (Instructivo) y las dos
siguientes referencia a quien aplica EQ (Equipo), seguido del nimero designado.

Redaccion.

Las instrucciones se escribieron siguiendo una enumeracién consecutiva con
nameros naturales, fueron escritas con letra Arial tamafio 11, con especio de 1.5
entre cada renglon y entre cada parrafo.

En los instructivos se incluyo un objetivo, el cual expresara el propdsito de la
actividad a realizar, asi como las instrucciones a seguir descritas de manera clara
y precisa.

A continuacién, se muestra una tabla que enlista todos los PNQO’s e instructivos
elaborados y su descripcion.

Cuadro 2. Lista de los PNO'’s e Instructivos elaborados y su descripcion.

Nombre del PNO CLAVE OBJETIVO ALCANCE
/ Instructivo
Describir de manera Este procedimiento
Procedimiento de | PNO-TC-004 | detallada las aplica al equipo

Operacion para el operaciones necesarias | ACQUITY UPLC
- gue se deben de llevar | Clase H propiedad
Elul_lpc):OClACQ:ITY acabo paraelmanejo |del LEDEFAR vy
ase del equipo ACQUITY deberd ser aplicado

UPLC Clase H que se por los usuarios que
encuentra localizado en | operan el equipo,

el Laboratorio de localizado en el area
Ensayos de Desarrollo | UPLC UPLC/MS/MS
Farmacéutico del Laboratorio 5.
(LEDEFAR).
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Nombre del PNO CLAVE OBJETIVO ALCANCE
/ Instructivo
Describir de manera Este procedimiento
Procedimiento de | PNO-TC-005 | detallada las aplica al equipo
Limpieza para el operacigngs ngcel‘lsarias éFQUITI-T UF;IL((.;,
- gue se deben de llevar ase propieda
equipo ACQU*IJY acabo para lalimpieza |del LEDEFAR vy
UPLC Clase H del sistema ACQUITY deberd ser aplicado
UPLC Clase H que se por los usuarios que
encuentra localizado en | operan el equipo, el
el Laboratorio de cual se encuentra
Ensayos de Desarrollo | localizado en el area
Farmacéutico UPLC UPLC/MS/MS
(LEDEFAR).
Describir de manera Este procedimiento
Procedimiento de | PNO-TC-008 | detallada las _ aplica al equipo de
Operacion para el operaciones necesarias | espectrometria  de
equipo de gue se deben de llevar | masas Xevo TQ
. a cabo para el manejo propiedad del
espectrometria de del equipo de LEDEFAR y debera
masas Xevo TQ** espectrometria de ser aplicado por los
masas Xevo TQ que se | usuarios que operan
encuentra localizado en | el equipo, localizado
el Laboratorio de en el area UPLC
Ensayos de Desarrollo | UPLC/MS/MS del
Farmacéutico Laboratorio 5.
Asesorar la manera de
Instructivo para el | INST-EQ-001 | filtrar los solventes para
filtrado de prevenir fallas en la| -
soluciones y bomba y en el inyector.
solventes
Mostrar una forma de
Instructivo para el | INST-EQ-002 | preparar las muestras

filtrado de
muestras

antes de ser inyectadas
al cromatografo para
prevenir la obstrucciéon
de la columna y evitar
el mal funcionamiento
del equipo, logrando
obtener resultados mas
uniformes y de mayor
calidad.
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Nombre del PNO/ CLAVE OBJETIVO ALCANCE
Instructivo
Instrucciones para | INST-EQ-003 | Este instructivo tiene la
la creacion del finalidad de guiar al usuario
método de lavado en la creacion de un método |  --—---
de la columna en el para el lavado de la columna
. y apagado del equipo para
€quipo ACQ*UITY ser programado siempre que
UPLC Clase H se necesite.
Instructivo para la INST-EQ-004 | Describir los pasos para
colocacioén de la retirara la columna y colocar |  -----
union para la la mini unién de conexion de
S, columnas.

conexion de
columnas
Instrucciones para | INST-EQ-005 | Guiar al usuario en la
Identificar e Integrar integracion de los daf[os —————
los datos en el después de haber sido

ft E . inyectadas las muestras en el
sortware Empower cromatégrafo de liquidos.
Instructivo para INST-EQ-006 | Guiar al usuario paso a paso
realizar la para llevar a cabo Ia
Cuantificacion y el cuantificacion y reporte delos |  -----

datos.

Reporte de los
datos en el
Software Empower*
Instrucciones para INST-EQ-007 | Describir la manera de purgar
el purgado de las las lineas en caso de que |  ---—--
lineas de flujo en alguna de estas presente
casos de contaminacion.
contaminacion
Instructivo para el INST-EQ-008 | Describir una manera de

lavado de los viales
del equipo
ACQUITY UPLC
Clase H

lavar los viales utilizados en
el equipo ACQUITY UPLC
Clase-H.
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Nombre del PNO/ CLAVE OBJETIVO ALCANCE
Instructivo
Diagrama de flujo INST-EQ-009
para el encendido | | e e
del equipo
ACQUITY UPLC
Clase H*
Instructivo de INST-EQ-010 | Describir de manera
encendido para el detallada las operaciones
equipo de necesarias que se deben de
espectrometria de llevar a cabo para el | -
masas XEVO TQ encendido del equipo de
espectrometria de masas
XEVO TQ después de haber
sido venteado.
Instructivo para el | INST-EQ-O11 | Describir los pasos que
purgado del equipo deben de IIevars_e a cabo| -
de espectrometria para purgar el sistema de
de masas Xevo TO espectrometria de masas
XEVO TQ.
Instructivo para la INST-EQ-012 | Este instructivo tiene la
creacion de método finalidad de guiar al usuario
de lavado de en la creacion de un | = -
método para el lavado de la
cplumnas enel columna para ser
sistema Xevo TQ* programado siempre que
se necesite.
Instructivo para la INST-EQ-013 | Guiar al wusuario en la

creacion de
métodos en el
software MassLynx
del equipo Xevo

TQ*

creacion de un Proyecto, un
Método de Instrumento y el
Método de Masas para
especificar los parametros de
adquisicion de datos, tales
como la tasa de flujo, tiempo
de la corrida, temperatura y
presion.
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Nombre del PNO CLAVE OBJETIVO ALCANCE
/ Instructivo
Instructivo para la INST-EQ-014 | Guiar al usuario en la
creacion del integracion y procesamiento | .
método de de los _ dat_os después de
. haber sido inyectados en el
procesamiento de equipo Xevo TQ.
datos en el
software MassLynx
del equipo Xevo
TQ*
Instructivo para la | INST-EQ-015 | Crear el reporte de trabajo
realizar el Reporte seﬁalan.do algunas funciones | -
de los datos por para editarlo.
medio del software
MassLynx en el
equipo Xevo TQ*
Instructivo para la INST-EQ-016 | Mostrar el procedimiento de

limpieza de los
filtros de las
columnas
cromatograficas

limpieza de los filtros de las
columnas cromatogréficas
para eliminar las particulas
adheridas en los filtros.

*Se omite en este trabajo, ya que la informacion forma parte de los
operacién de cada instrumento.
**Se omite en este trabajo, solo se presenta un ejemplo.
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Figura 15. Formato general para la elaboracion de los Instructivos de trabajo.

En el Anexo A-2 se presenta el Procedimiento Normalizado de Operacion

elaborado para el sistema ACQUITY UPLC Clase H.
En los Anexos A-3 y B-2, se presentan los Instructivos de trabajo elaborados para

cada uno de los sistemas.
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ANALISIS DE RESULTADOS

La base fundamental para el cumplimiento del sistema de gestion de calidad es la
documentacion, por tal motivo es importante que los operadores estén
familiarizados con el cumplimiento de las buenas practicas de documentacion,
puesto que al ir ejecutando de manera correcta y ordenada cada uno de los
procedimientos e instrucciones de trabajo desarrollados (Manuales de Operacion,
Procedimientos Normalizados de Operacion e Instructivos) e ir actualizando la
informacion conforme se vaya requiriendo (actualizacion del software o integracion
de componentes), no solo se pretende evitar errores o la duplicidad de esfuerzos,
si no también se intenta asegurar que la calidad de los procesos y en

consecuencia de los resultados analiticos sean reproducibles y representativos.

Los Manuales de Operacion, PNO’s e Instructivos elaborados a partir de los
criterios previamente sefialados en este trabajo son realmente importantes, ya que
al poseer la informacién necesaria para llevar a cabo una actividad especifica de
manera clara y sencilla para el operador, se ha conseguido optimizar el
desempefio de los operarios y se a obtenido una nueva forma de capacitacion
para los usuarios que requieren aprender el manejo y mantenimiento de los
sistemas de cromatografia liquida (ACQUITY UPLC Clase H) y espectrometro de

masas (Xevo TQ) de la marca Waters.

Como recomendaciones, se sugiere gue en la creacion de cualquier documento se

tomen en cuenta los siguientes aspectos:

¥ No sobre documentar. Hacer los documentos cortos y simples.

P Complementar la informacion con diagramas de flujo, imagenes, esquemas,
etc. siempre y cuando esto ayude a un mejor entendimiento del documento.

P Usar formatos estandarizados.
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P Separar las ideas en parrafos u oraciones individuales.

P Describir la informacion en forma comprensible. Pedir a otra persona que lo
lea y que le explique lo que entendid.

» Escribir el texto en forma correcta graméticamente.

b Revisar errores de puntuacion.

P Tratar en lo posible que quien realice la actividad, participe en la
elaboracion y/o revision del documento. Aunque esto pareciera obvio, es
uno de los principales problemas. Se tiende a ignorar al usuario.

P Los documentos describiran la actividad real. Si esta actividad no es
correcta, hay que modificarla.
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CONCLUSIONES

Se elaboraron los Manuales de Operacion para los instrumentos de Cromatografia
Liquida de Ultra Desempefio ACQUITY UPLC Clase H, y Espectrometria de
masas Xevo TQ ambos de la marca Waters; logrando obtener una herramienta de
capacitacién que ira guiando de manera clara y sencilla a los operadores en el

manejo y mantenimiento de cada sistema.

A partir de los Manuales de Operacion de cada sistema se elaboraron los
Procedimientos Normalizados de Operacion de rutina general y limpieza,
generando documentos que faciliten realizar las operaciones repetitivas de

manera reproducible.

Para facilitar la comprension de los PNO’s se elaboraron los instructivos de
operacion, asimismo se desarrollaron los instructivos de trabajo para el
mantenimiento de los instrumentos y de las columnas cromatograficas lo que dio a

la obtencién de medidas mas confiables.
Finalmente, como complemento para su capacitacion, se dieron a conocer a los

operarios del LEDEFAR los videos correspondientes a la manipulacion de cada

sistema.
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ANEXO A (resultados). Sistema ACQUITY UPLC Clase H

Seccion

A-1 Manual de Operacion para el equipo ACQUITY UPLC Clase H.

A-2 Procedimiento Normalizado de Operacién para el sistema
ACQUITY UPLC Clase H.

A-3 Instructivos de trabajo para el sistema ACQUITY UPLC Clase H.

A-3.1. Instructivo para el filtrado de soluciones y solventes.
A-3.2. Instructivo para el filtrado de muestras.

A-3.3. Instructivo para la colocacion de la mini unién de conexion de
columna.

A-3.4. Instrucciones para el purgado de las lineas de flujo en casos de
contaminacion.

A-3.5. Instructivo para el lavado de los viales del equipo ACQUITY
UPLC Clase H.
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1. INTRODUCCION.

El Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico (LEDEFAR) ha formulado el
“Manual de Operacion para el equipo ACQUITY UPLC Clase H”, cuyo objetivo es proveer
informacion lo suficientemente técnica y lo mas didactica posible en el momento oportuno,
permitiendo operar el sistema de cromatografia liquida de acuerdo a procedimientos
establecidos de manera secuencial.

El presente Manual de Operacién, integra la informacion correspondiente a los
componentes del sistema ACQUITY UPLC Clase H, los procedimientos necesarios para
operar el equipo y para cambiar accesorios e incluye la informacion sobre las
recomendaciones generales para el mantenimiento de columnas cromatograficas y el
sistema de cromatografia, finalmente se presentan los Anexos para la resolucién de
problemas y consideraciones generales sobre los solventes.

Es importante hacer notar que este manual no pretende ser un sustituto del manual del
fabricante, sino por el contrario un complemento de él.

2. OBJETIVO Y ALCANCE.

Este manual de operacion aplica al sistema ACQUITY UPLC Clase H y esta dirigido a los
usuarios que operan dicho sistema.

El objetivo de este manual consiste en proporcionar una guia de trabajo la cual describa
de manera general el manejo del instrumento, asi como, realizar tareas de limpieza y
mantenimiento.

3. DEFINICIONES.

Calibracion. Operacion que, bajo condiciones especificadas, en un primer paso,
establece una relacion entre los valores de las magnitudes con su incertidumbre de
medicién provista por patrones de medicion y las indicaciones correspondientes con
incertidumbres de medicion asociadas y, en segundo paso, usa esta informacién para
establecer una relacion para obtener un resultado de medicion de una indicacion. g
Columna. Tubos rectos de acero inoxidable de longitudes entre 10 y 30 cm, acoplables,
de diametros variables, recubiertos con una capa delgada y porosa de distintos
compuestos.

Empower. El software Empower presenta una interfaz de usuario-grafica basada en
iconos que permite adquirir, procesar, gestionar y almacenar datos cromatograficos, asi
como realizar informes sobre dichos datos.

Ensayo/prueba. Determinacion de una o mas caracteristicas de acuerdo con un
procedimiento. 7
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Horno de precalentamiento activo. El horno de columnas ACQUITY UPLC H-Class
utiliza un precalentador para acondicionar el solvente a medida que entra en la columna.
El horno de precalentamiento activo es una fuente de calor que aumenta la temperatura
de la fase mévil entrante (y de la muestra inyectada) hasta la temperatura programada del
compartimento de columnas. p

Inyector de flujo a través de aguja. EI mecanismo de flujo a través de aguja aspira una
muestra y la retiene en la aguja de muestras para preparar la inyeccion de la muestra en
la columna. La aguja forma parte de la trayectoria del flujo de inyeccién cuando se inyecta
la muestra en la columna.

Método de informe. Sirve como una plantilla para organizar los datos, resultados, curvas
de calibracién, y los contenidos de los métodos en un informe generado. El método
informe es independiente de los datos que contiene el informe. Un informe puede incluir
datos procesados 0 sin procesar.

Método de instrumento. Especifica los parametros de adquisicion de datos, tales como
la tasa de flujo y la longitud de onda de control de instrumentos. Los instrumentos incluyen
bombas, sistemas administradores de disolventes, detectores, inyectores automaticos,
sistema administrador de muestras y cromatografos de gases o simplemente para recoger
datos. (4

Método de procesamiento. Contiene un conjunto de instrucciones que definen los
procesos de Empower de un canal o un canal 2D extraido 3D. Puede seleccionar si desea
procesar los datos mediante ApexTrack o integracion tradicional. Ademas, para
diferenciar los picos de ruido, aplicar nombres de los componentes, para resumir los picos
del grupo con nombre, para realizar célculos de idoneidad del sistema y asi
sucesivamente. 4

Método SET. Es un conjunto de instrucciones para Empower. Debe contener
instrucciones con respecto a la recogida de datos, el método de instrumento, y que
también puede contener un método de procesamiento, un metodo de informe. 4
Procedimiento. Forma especificada para llevar a cabo una actividad o un proceso. 7
Proyecto. Es un conjunto definido por el usuario de los métodos, resultados, filtros de
vista, campos personalizados y los datos brutos. En el espacio de tablas del proyecto se
reserva un area dentro de la base de datos para los métodos, resultados, filtros de vista y
campos personalizados. Un directorio aparte almacena los archivos de datos brutos.
Sample set (conjunto de muestras). Es el nombre que da potenciar los archivos de datos
que obtiene después de ejecutar un méetodo conjunto de la muestra.

Sample set method (método conjunto de la muestra). Es una secuencia de instrucciones
en forma de tabla que contiene la posicién del vial, el volumen de inyeccién, el nombre de
la muestra, y el nombre del conjunto de método. Puede contener otras instrucciones tales
como el equilibrio y la calibracion clara antes de una corrida y calibrar y cuantificar
después de una corrida. 4

Solvente de lavado El sistema de lavado utiliza un solo solvente para limpiar la parte
exterior de la aguja de muestras y cebar el sistema de lavado. El solvente no entra en la
trayectoria del flujo de inyeccion.
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Solvente de purga La funcion principal del solvente de purga es transportar la muestra a
lo largo de la trayectoria de inyeccion. El solvente de purga ceba también la jeringa de
muestras y la trayectoria de inyeccion. La inyeccion de solvente en la columna solo se
produce durante la dilucion automatica, cuando se utiliza como el solvente de dilucion. [

4. COMPONENTES DEL SISTEMA.

Los sistemas ACQUITY UPLC Clase H, son sistemas que logran
incremento en la resolucién, velocidad y sensibilidad en aplicaciones de cromatografia
liguida, en comparacién con los sistemas convencionales.

FRONTAL

Bandeja de botellas

Detecior

Homo de columnas

Sistema de gestion
de muestras de flujo
a través de aguja

Sistema de gestion
de eluyenies
cuatemario

POSTERIOR

El sistema ACQUITY UPLC Clase H consiste de lo siguiente:

un destacado

» Administrador cuaternario de solventes (Quaternary Solvent Manager QSM/

Bomba)

e Mezclador de gradiente a baja presion para 4 solventes.
e Soporte de presion UPLC. (Hace un premezclado a baja presién antes de entrar a

los pistones)

e Bajo volumen de retraso de gradientes. (Tiempo que tardar el sistema en hacer

el cambio de una mezcla a otra)
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Bomba con

3 Valvula de purga
dos pistones

iltro/Mezclador

. | Camara
Valvula .
Desgasificador
Check
Lavado de
Colector Sellos
de entrada
Camaras del
desgasificador GPVs Individuales
Lineas de flujo de los solventes
» Administrador de muestras — De flujo a través de la aguja (Sample Manager/

Inyector)

¢ Un modo de inyeccion- tipo de inyeccion directa

e Mas simple — solo especificar el volumen de inyeccion
e Excelente recobro y precision.

\

— Cierre de la aguja

Ensamble del sello de Aguja

lavado de la aguja N
T Transporte final
del plato

Imagen del inyector
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LEDs de _

Encendidoy 5= Switch Selector

estatus - de placas

Switch de / Senson: .

encendido Magnético de la
puerta

Charola

Rotatoria [T SRS ES T

(Plate Holder)

» HTCH-A
e Horno de columnas a alta temperatura con precalentamiento activo.

» Seleccion de detector normal
e TUV, PDA, PDAeA
e Mas opciones a ser adicionadas.

Conector ID de la
cubierta de flujo

Lampar | "“ITubo de entrada
Tubo de salida
Sensor
de Fugas
& Regulador de
contrapresion
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5. ENCENDIDO DEL EQUIPO Y ACONDICIONAMIENTO DEL SISTEMA.

El encendido del sistema conlleva la puesta en marcha de la estacién de trabajo del
Sistema ACQUITY UPLC H-Class, los modulos del sistema y el software del sistema de
datos cromatogréficos. Cada dispositivo o0 instrumento emite tres pitidos y realiza una

serie de pruebas de inicializacion.

5.1. Encender el Sistema administrador de muestras y el Sistema administrador
cuaternario de solventes pulsando el interruptor de encendido situado en la parte
superior izquierda de la puerta de cada dispositivo.

5.2. Cuando los indicadores LED del sistema administrador de muestras y el sistema
administrador cuaternario de solventes se encienda de color verde fijo, pulsar el
indicador de encendido situado en la parte superior izquierda del detector y

enseguida encender la computadora.

Interruptores
e Indicadores
LED

solventes

Color verde, indica que la
[dmpara esta encendida.

Color verde, indica el estado
del andlisis (inyecciones).

Color verde, indica que circula
flujo a través del Sistema
administrador cuaternario de

& Indicacidn: Esperar aproximadamente 2 minutos para que todos los dispositivos

del equipo se enciendan completamente.
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0 Precaucion: Si el color indicador LED es Rojo puede suceder lo siguiente:

Color del
Indicador LED

Descripcidn

Rojo intermitente

Indica que un error ha detenido el instrumento o
dispositivo. Consultar la Consola ACQUITY UPLC para
obtener informacion sobre el error.

Rojo continuo

Indica que se ha producido un fallo en el médulo que
impide seguir utilizandolo. Apague el médulo vy
después vuelva a encenderlo. Si el indicador LED
continla de color rojo continuo, ponerse en contacto
con un representante del Servicio Técnico de Waters.

5.3. Dar clic al icono ACQUITYC-Shortcut e iniciar el software del sistema de datos
cromatograficos.
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5.4. Activar los sensores de fugas. En la consola ACQUITY UPLC System,
seleccionar Control > Leak Sensors (Control > Sensores de fugas).

A Indicacion:

Verificar que este
seleccionado el
sistema ACQUITY
UPLC.*

Blacauiry UPLE Systen )

A ACQUITY UPLC Console for System Clase H on Node CORTF

Comuddfl Configuws  Mantan  Troubles

it Quatemary Sclvert Manag é‘@

it Semple Mansgsr FTN Sotfiow..

i+ Column Stop Hlaw

i+ PDA Detecion

Piols Stait up spstam...
Manlenance Counless Prime solvents
Logs

Fume s=4 wash

Coumn calculator

T

Vizble aystem idantfication

5.5. Para activar el sensor de fugas para un médulo concreto hacer clic en el estado
ubicado a la izquierda de la descripcion del médulo.

A Indicacidn: Para activar todos los sensores de fugas, hacer clic en Enable All

(Activar todos).

Nuaternary Snlvent
Manager

Enable Al '—
Drisabls A1 |"

Sample Mananer
{Column}

Sample Manoger

&
i
®© © ® @

TU¥ Datactor

Hacer clic para activar o
desactivar todos los sefiores
de fugas del instrumento.

Hacer clic para activar o desactivar cada uno
de los sefores de fugas del instrumento.
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Acondicionamiento y Puesta en marcha del Sistema.

5.6. Para poner en marcha el sistema, en la consola ACQUITY UPLC System hacer
clic en Control y enseguida dirigirse a Start up system (Control > Puesta en

marcha del sistema).

A
0 0( [ ]

% Cornel | Confiawe  Mantan  Troubleshoot  Help
0 Juaemay Sovert manag :
it/ Sample Mansger FTN Sel flow..
1+ Colurn J Stopflow o e
# PDA Deleclon — w = Quaternary Solvent Manager
Plols Lait up epstan... [«}
Manlenancs Countes Prime solvenls
SO Frime s=d wath “ 6483 psi
Column colculator
0.500 mt/min
Ledk sencars., SUEEE
Viible system dervfication

A Indicacion: Si se observa en la parte inferior izquierda de la consola
ACQUITY UPLC que el estado del sistema (System Status) se encuentra en rojo
indica que aun los dispositivos no estan sincronizados, por lo tanto, resetear el o
los modulos que no estén sincronizados. Espere unos segundos para que se

sincronicen nuevamente.

Si los moédulos se sincronizan correctamente, el estado del sistema se mostrara en

color verde.

‘q apstem

Loz
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5.7. Una vez sincronizados los dispositivos en la pestafia Prime Solvents (preparar

solventes) dirijase a «SM» Sample Manager

condiciones de lavado y purgado.

Lavar
Purgar

System Startup

Primvee Humi Ophcne: Cherack=rize= Equiibrate to Me=thad

ElEa

Sample Manager FTY

E Wash salvent 130 | SEC

E Purge salvent I"_.'. | curl=s

l Stait | l Chas= J

(inyector) y seleccione las

Valor predeterminado: el solvente de lavado durante 15 segundos y el solvente
de purga durante 5 ciclos.

A Indicacion: Para definir el tiempo de lavado, siempre considere que la
solucién de lavado no se vaya a terminar en el tiempo establecido.

A Indicacion: Para volver a establecer los valores originales, hacer clic en Set
Defaults (Valores predeterminados) en cualquier pestafia.
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5.8. Seleccione la pestafia «QSM» (Administrador cuaternario de solventes) y elija las
lineas de flujo (A/B/C/D) que se deseen purgar asi como la duracién de lavado.

System Slartup

Pl"l'l'chd:llul'.nlil Opbonal: Chearacterize | Equikbrate

.-'-"|Q5H||

Duaternary Solvenl Manager

=l A le

8

[wjc Duracidn de lavado

i -

] Seal Wash Curaton of prime:

.0 min

Lavado de sello

(oo ] (o= ]

A Advertencia: Siempre realizar el lavado de sellos para mantener los pistones
en buen estado ya que de lo contrario estos se pueden rayar y originar fugas en el
sistema.

0 Recomendacion: El valor minimo de purgado es de 3 minutos para garantizar
una buena limpieza.

A Indicacion: Se pueden seleccionar o desmarcar todas o algunas de las lineas
de flujo A/B/C/D. Se puede modificar la duracion del proceso de lavado de las
lineas de flujo de los solventes A - D introduciendo un numero diferente en el
campo Duration of Prime (Duraciéon de lavado). Todas las lineas de solvente
seleccionadas se lavaran durante el mismo tiempo.

Valores de los parametros de lavado:

Intervalo 0.1 a 60 minutos
Predeterminado | Todas las lineas de flujo de solvente se lavan
durante 2.0 minutos cada una.
Recomendado Lavar durante 3 minutos.
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5.9. Seleccione la pestafia «Equilibrate to Method» (Equilibrar método), y en la
opcion «SM», ajuste los valores de acondicionamiento de la temperatura de

trabajo.

System Startup

Prive Selvents | Opendd Cheracerio]Eaquilibrate to Method |

|SMI 2651 | Ot |

Sample Manager FTN

Temperatura

Temperatura S e A// e )
del inyector B | oc P el horno de

N - umna

lS&dels, l Stait l | Close I

& Indicacion: La temperatura del inyector y la temperatura del horno de columna,
dependen del método con el que se vaya a trabajar.

5.10. En la pestafia «QSM» seleccione las condiciones del flujo de trabajo de la
bomba, asi como las proporciones de fase movil a utilizar.

Frove Salvents | Optionel Cheraceriee | Equilibrate bo Methad |
o qsm ||oee

Duaternary Solvent Manager
Fluue: Ini] L
Solvent A: Lo
Solvent B: oy,
Salwent C: %
Solvent D= 00 |

e
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5.11. Dirijase a la opcién «Other» (Otro) y encienda la lampara seleccionando la
opcion «Lamp Onx», enseguida dar clic a la opcion «Start» (Comienzo).

System Startup

Prive Sopusnte L Opsiona: Characteriee  Eqailibrate bo Method |

=1 | 5| other

[#] Lamg Cn

o )| (oo
1
LYY

5.12. Si las condiciones programadas se guardaron correctamente aparecera el
siguiente mensaje en la parte inferior izquierda de la consola ACQUITY UPLC :

o System Status

Sample Manager FTN;
Prime: Priming Wash
solvent [%

Quaternary Solvent
Manager: Priming:
Initializing

| PenTime:oamin
0.0
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ﬂ H Quatemary Solvent Manager Sample Manager PDA Detector

25.3 °c
30.0
20.1 °c
15.0

Column shutter Closed

468 psi

73
=3
o

CjETRT

b
=

0.000 mt/min - Sample

W
bl e
o o

Room 22.4 “«

A En caso contrario volver a plantear las condiciones.

Valores de los parametros de la pestafia Equilibrar el Método.

Parametros de la Valores Valores permitidos
puesta en marcha predeterminados
del
sistema

Flujo inicial del 0.500 mL/min* De 0.1 a 2.0 mL/min

Método

Composicion de A, B, | A, 100% A; 0 a 100%

C y D (la_suma debe B,C,D 0% B; 0 a 100%

ser 100%) C; 0a100%
D; de 0 a 100%

Temperatura de la Off Depende del tipo de

columna (Desconectado) compartimento de columna

Temperatura de la On (Conectado) Off (Desconectado), o de 4.0 a

muestra 40°C (de 39.2 a 104°F)

Lampara On (Conectado) Encendida o apagada

Importante: NO se debe

conectar la ldmpara del detector,
ni_trabajar con ella 0 _encenderla
si_ no existe flujo a través de la
celda o si la celda de flujo esta
seca.

* Revisar las especificaciones de la columna (Ver su respectivo Manual).
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6. ABRIR EMPOWER

6.1. Dar doble clic al icono «<Empower» el cual se encuentra localizado en la pantalla

del escritorio.

Empower

Icono del Software Empower

6.2. En el cuadro de texto, Inserte el nombre y contrasefia. Dar clic en Advanced»

(Avanzar)

Empower Login

Alndicacién: Para utilizar
Empower, debe tener un
nombre de usuario vy

gee Name; |5ystem

Password !“““1

contrasefia. Nombre de

o
3 ~
usuario y la contrasefia no se \
distingue entre mayusculas y ;
minusculas. '
User Name: system

Password: manager NOTE Pressng DK wil log the user in vath the default user type and

uss inketface,

0K

N

Erker Empower Usar Name and Passward to
gan access to Empower on thes databaze,

Preseng ‘Bdvanced alows the wer to select from ther slosed wer
bypes and wses interfaces

Cancel Advanced 5>

Help

r'y

I_T

Dar clic
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6.3. En la seleccion del tipo de usuario, elija Administrator (Administrador) y en la

interfaz de usuario seleccionar «Pro Interface». Dar clic en Ok

Select User Type and Interface R]
Loggng m as: system
Select the deared wuses lype For ths sszsion

Ussr Tooe =]

Select the desred niterlace type for iz zezsion

Alomed User Inteilaces

T QuekStaet Intestace O Openficocess Inteslace

‘s Pioirteffac= g

X

oK Cancel l Help

7.CREAR UN PROYECTO

7.1. Abrir el programa «Empower» y seleccione el icono «Configure System»

(Configuracion del sistema)

Run Samples Browse Project Configure System

Process Data Review Data
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7.2. En la ventana Configuration System dirigirse a la carpeta «Projects»
(proyectos) y dar clic derecho con el mouse.

11-' System/Admimstrator - Configuration Manager
Fle Edt Wew Records Took Help

588/ o/ s/ 2| [11e]

Fle By | Defa o] Edtven | Upsore |

“ Name Cravfigt Cregls [als Ful 2ol Trail | Lockes Corenients Tablezpmce Quala | Taokapsce Fras
1 | BNTFLLGES | System | 05245012 134527 B COT ] b Lack
2 | Calfcacion | Systen | 0328201211:5224 BM CET v b Lack Calficacion de aigo
3 | Capacitacion | Syslem | OBAOBZ012 14:31:31 B COT hio Lack
A | CHROM Syzten | D002 (95202 S8 COT W b Lo Diesmminlion e Metoido
§ | sl Syeern | 054202005 17.0517 BMEDT B b Lisck Defaiil priject
Plate Types =
B | Ermaower Systen | BORENTZ 155540 P GOT K Lck
o, System Audit Trail i . =
Offline System Audit Trail 7| Genezis Systenn | 00042012 193032 A 2T hio Lck
& Project Archives B | Girasek System | (RORI01T 171580 B CST ] Wolack | Desamralo oe Metodo
=i 9_ GITRAZEH EEC | S OSATM 2125123 °k COT ~ g b Laick .
B Difline Project Archives 2 ] o ook !
Difline Samyple Archives 10| AADAGRP System | 03/2RG012 12:58:54 B0 C3T [ ho Lack Hu=va Provecio

7.3. Para crear un nuevo proyecto; dirijase a la opcion «New» (nuevo) y en seguida
seleccione «Proyect» (proyecto).

g Emp 1 | ANTFLUDES | Swstem Ml 134327 A COT | P Lacs
g Sysl | 2 | Calficazion SW 03262012 115224 AM CET W Mo Lack Caificacion de squipo
4@ Ly Redre Pojcty 3 [ comtciog Apten [o6e6an2 gt mcor [ T [ratoo
© Use  Restore Fre 3.0 Lirary s
m Usel  Impait LivanesfSpecra 4 OM Syeten | 04092012 03:5202 AM COT W o Lack Decsrrolio oa Metido:
m Liseq Vﬁ-.m.-ts Symtem | O5A 2005 1 7:0617 # EOT B o Lack [efeut proect
@ :M} Spe / B | Empaer Syatem | 0BO6ZN2 155840 M COT B Mo Lacx
*3 ¥s =
it T | Genesis Syefen | OO0 431032 M COT | Mo Lock
Proj & | Gitrazei Syaten | 03262012 171543 i CST r holock | Dezarrol o Metedo
5
gmm_%pmmmw T el
B T = 1 [ = =
] ] Py
niFfi Manuel Archive chwmologrphic Syt G2 1 L5654 B 05 Hi Lok Rz Provesto
Usar
Lsar Group
Llser Type
Plate Type
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7.4. Guardar el nuevo proyecto en el directorio raiz «Proyects» y dar clic en «Next».

i New Project Wizard - New Project Parent

Sedact Maw Project Paent

X]

= [5] Calficacicn
+ [&) Capacitacicn
« 3] CHINOIN
&) Detauks
« [3] Empoowear
&) Geresis
3] Gitrassk
) GITRASEK ESC
] SUDAGRIP

z

the progect selected sbove.

Salact New Pioiect Type

el propgct for the proect you are SHoul 1o crests.
=2
UDES

Note: The new proiect you are about to make will be created within

Propct Type [S'ard.vd

Dar clic

Carcel

—

I Nest > I

=]

Hep |

7.5. En la ventana New Project Wizard (Asistente para nuevo proyecto), indique la
capacidad (MB) a utilizar en el proyecto y seleccione el tipo de algoritmo de
integracion para el procesamiento de los datos.

Dar clic

New Project Wizard - Tablespace

Enter the amourt of database lablezpace o essive
for the new projact.
Note: Thz value may be charged o any hme.

: ' MB
I Ful Audit Trail Support

Progect Awdik Tral FPolcies

| : —
TableSpace: |5 - MB

x| )
Capacidad

B  Froect copc Coememart Corfirm kentry
1 | Methos Shernt =
2 | Resut Silert ~
3 | Samaole Sleant ]
4 | Deetion Siert r
Data Processing Techniques —
¥ Enable ApexTrack Integration
Defaut Algeathm: | Traditional ~|
< Back =|I NM Cancel J Help

maxima a
utilizar en
el proyecto

|
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A Indicaciones:

e Para saber la capacidad maxima que se requiere para el proyecto, el equipo
al no poder procesar la informacién indicara que necesita mayor capacidad.
Valores recomendados 100 MG para UV y 300 MG para cromatografia PDA.

e Puede activar o desactivar la opcion Full Audit Trail Support. Desactivela
siempre y cuando no requiera un sistema de Auditoria completa.

e En la opcién Default Algorithm, seleccione el tipo de integracién de datos
que vaya a utilizar: tradicional (algoritmo general) o Apex Track (algoritmo
mucho mas sensible que integra datos mas finos, van dirigidos asia el nivel

de ruido.)

7.6. Una vez especificados los parametros, seleccione «Next».

7.7. En la ventana Wizard. Options, active las opciones «System Suitability»
(Adecuabilidad del Sistema) y «Photo Diode Array» (Arreglo de diodos PDA)

enseguida dirijase a Next.

Mew Project Wizard - Options

Enabled Dplions

Pureza

v Suztern Sutaniliis

[CIGFC

[[ICE/TIR
CIGPCLS

;I Mz Specimomelry

I Disseluban
| Faiten Mabching

1 Chemical Siuchares

y

Dar clic “Bach | Mes

Carcel Help
|

A\ 4

espectral

A Indicacidon: Puede dejar seleccionada cualquier otra opcidn siempre y cuando

se encuentre disponible en el software.
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7.8. Active las opciones «Owner. Group and World» (Propietario, Grupo y Mundo),
«Administrators» (Administradores) y «Guests» (Invitados) de la ventana
Wizard. Access Control, enseguida dirijase a la opcién Next ».

A Indicacidn: Seleccione las
restricciones de acceso a la
informacién, generalmente se
dejan activadas las opciones
recomendadas.

i New Project Wizard - Access Control

Alowed Access
" Dweer Oniy

- Owmnes. Group and Workd

Gioup Usel Type

IU:E«': Own Type L]

Ao Access to Grows

wlAdminiztr ahors

‘Word Uesr Type

Select the users that
shoud have acc=ss
to thiz propct

Select the woe of
user access given to
the group(s]

Select the group|z|
to be given access
to the project

Select the tupe of

[U:u:v = Own Typs LJ accesz gven otfies
Emporeer users.
Dar clic -
>
< Back Net > Carcel J Help J

7.9. En la ventana Wizard . Copy Selection, seleccione la carpeta «Defaults» y de

clic en la opcion Next.
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Sedect bame 10 copy.

IV View Fikers
v Custom Fields
¥ Methods

v Pieiersnces
From Proxect

= &3 Proescts
+ 2
3

+
+

Ea

) EEETE

l] Dar clic
—

Carcel

Help

| ngee |
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A Aviso: Si cuenta con un proyecto que tenga el mismo método de
instrumento y proceso cromatografico que el proyecto nuevo a crear, entonces
puede guardar el nuevo archivo en la carpeta del proyecto ya creado. En caso
contrario seleccione la carpeta Defaults.

7.10. En la ventana Wizard . Name Entry, en la opcién «Project Name», establezca
el nombre del proyecto. Dar clic a la pestafia «Finish7

Hew Project Wizard - Marme Endry

| Praject Hame: [PManusl de usd
Eck

— Comments |

Dar clic

| = Back I-_mi:*.ktJ Carcel Help
I - T

A Indicacion: Si desea puede agregar algin comentario respecto al
proyecto a crear, dirigiéndose a la opcion «Project Comments» de la misma
ventana.
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7.11. Una vez creado el proyecto, dirjase a la carpeta «Project» y enseguida
seleccione la carpeta con el nombre de su proyecto.

£ System/Administrator - Configuration Manager

Fie Edt View Records Took Heb
{ v e |
BI%/8 of o x| 1|2[e]
r Fiter By: | Defout v| EdtView Lpdate
c uration D Newre et Creete Date Full &uch Trail | Locked Comments Tablespace Guota | 1]
E ?m . 1 |ANTELUDES | System 052152012 43:4327 MM COT r 1o Lack
+ Eta'ﬁc hon 2 | Calficacion Sytern | 032872012 11:5224 AM CST v ho Lock Caificacion de squigo
¥ %’-ﬁ:-{:"" 3 [Copoctacicn [ System | 0BOG2012 14:31:3 P COT r Mo Lock
+ (3] cHing
@ oe 4 | cnomn Systen | 040912012 025202 AM COT v MoLock | Desarrclio o Metodos
' @Erocwor 5 | Detauks System 051202005 47.0517 MAEDT r o Lock Defaut propect
(s —
%ﬁ;‘; 6 [Empower  |System [060ETO12 15580 | o Lock
L35
5 girrasexesc W 7 | Geresis System | 040412012 131032 M COT r No Lock
(3] Menual de uso & | Gitrasex System | 032612012 17:15:43 M CST I3 MoLock | Desarrclio e Metodo
i 9 |amas st [0S 125123 P O W
2 Empower Nodes ATRASEK ESC | System |0SN7/2012 12:51:23 P COT I ho Lock
Systems 10 | Marusl deuzo | System | 064472012 10:58.28 &M COT L 1o Lok
* & Libraries 11 | SUDAGRIP Systeen | 032602012 12:56:54 FMCST r o Lock Nugvo Proyecto
€ Users
2 User Groups
7 User Types
@ Plate Types
o7, System Audit Trail
OfMine System Audit Trail
Project Archives
Sample Archives
£ offline Project Archives
Offline Sample Archives

Alndicacién: Si lo desea puede crear subcarpetas en el mismo proyecto.
Para ello, seleccionar el nombre de su proyecto dar clic derecho con el mouse
y dirijase a la opcion «New» (nuevo), en seguida seleccione «Proyect»
(proyecto) y guarde la nueva carpeta.
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8. CREACION DE UN METODO SET

(Método de Instrumento, Proceso y Reporte)

8.1. Abrir el programa «Empower» y seleccione la opcion «Run Samples» (Correr

muestras).

i |l &
i}

Run Samples

Process Data Review Data

e

Browse Project Configure System

Print Data

At

8.2. Seleccione la carpeta con el nombre de su proyecto.

8.3. Dar clic en «Ok».

Preject in which to acquire daty: Cheomatographic Systams
= (& Project Use Run Sangles'to run e sarples
+/ (3] ANTIFLUDES at pour Empawer Warkstalion
4 E] Cfcscon
% (%] Cepactacon ?dm‘;:: *“‘egﬁs’;’sﬂd andzyslem
+ (3] CHINON e
(5] Detauks Whan n the Run Sarpias Widow,
% (] Empones uae the system control paned o
(] Genesis squiibrale pour gstam, of ugs the
(3] Ghasek Sarpk Sel'\Wizerd to lead you thowgh
e the process of ceeating 2 Sample Set b
(&) GITRASEKESC be 1un on the spstem
= (&) Mamud de us
EEL Uz QuickStat Use Open Access
sU
0K Ccd | Hep |
A
Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion. Pag. 26 de 129

87




_ Numero de codigo:
Laboratorio de Ensa}yots de | MAN-OP-01
Desarrollo Farmacéutico Revision: 0
MANUAL DE OPERACION Fecha de aplicacion:
Enero-2015
PARA EL EQUIPO
ACQUITY UPLCQCLASE H | Fechade vencimiento: LEDEFAR
Enero-2018

8.4. Para crear el Método Set, seleccione la pestafia «Edit » (Editar) y dar clic en la
opcién «<New Method Set....» (Nuevo Método Set)

3 Claee H ip Manual de vsolFjercicio 1 as System/Adminizirater - Run Samples
EIE 5 (0 |Wiew  Injeck  Aclions  Cuslomize  Help

Mesy Method St 0 g
Open Methad Set .,

Irskrumient Method

| 7] | &

Weew Sample Ses Method Templats .. I
Open Samzle Seb Method Templsbe Eﬂ!l&d

)
g.
&
§

Flates

8.5. Seleccione la opcion «Yes» para utilizar el Wizard en la creacion del método set.

4

B @l ¢
Instruert Methed | = _Ea |
- % Net oI Sal Default Processng Method | _'_] E,d' I
L DoraChannels Defauit Flepart Method | > _Ea |

70 Deswved Charnels

Repoet Method

Run Samples

! 5 Usa the wazard to craate this naw method set?

Yes Mo I Cancel

e >

Expoit Methad | ~|

PDA 3D Blank Subliachon |

I Save Exhract=d Charnels
[ Delet= 3D Chanrel Aller Extraction

Expected Mass Plocesing
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8.6. Seleccione el icono «Create New» (crear nuevo).

Mew Method 5et : Select Instrument Method

Plaaie celec! the watiument method which s isbkeant 1o
tha data pou wil b uizing with thiz method ze

Heut = I

Cancel | Help

8.7. En la ventana del método de instrumento, en el icono ACQUITY Quaternary

Solvent Manager l=@e= | seleccione los solventes a utilizar.

Fie Edt Yew Heb

D 2%

H -
e
ACQ-QFM ACQFIN | ACQ-PDA

#s Untitled in Manual de usi\Ejercicio 1 as System/Administrator - Instrument Method E... L Eg[

!{\11,‘!;'!!, ITY Quaternary Solvent Manager ""*‘;f;‘f.','i"d
Geneeal | Mis= | Data |
|
Sclverts Prespure Limits 21|
|
A aer - | Lof: (2 psi @l|
B |Methand = High [15000 s
c =1

D |10s20 acimvsates
Gcetzlo d= anorso 10mM £H 9.2
Gradyacetc Acd

Ammorium Fomate

3| Butanci-

L Butand-2

3| Chiorofcen

[ a|Dibasic Scdium Phoschate

| Dinmthys sulfosace
Dimnethylfoimarride

Com™| Etnancl

Etnyl Acetote

Fauree Acid

He=ars

He=azuFonato da sodio SmM oH 3
Isopropanal

M ethanol

Re.

Methylere Chorde
) 5 o e D

[ Eh Pediod [5.00 min

wh Cuve E _—‘J;
0.0 »|
~4
|

r=n rery e

A Tomar en cuenta las especificaciones de la columna. (Ver su respectivo Manual)
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8.8. Seleccione los limites de presion de trabajo « psi ». Low (bajo), High (alto).

fa Untitled in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Adm inistrator - Instrument Metho
Fie Edt Aew Heb
% %

Dics|=] &[]

ACQ-QSM  ACQFTN| ACO-PDA |
A < il = -
ACQUILY Quaternary Solvent Manager ““'S;JE,'E""J
General | Mise | Data | A4
Sdverts Piesswre Limils 2|
A (Waer '] Wi Loas: E— == _J—.‘
B .Melhmcl ;’ H‘S“lrﬁ pei
C [Acetoriie ~|
D Vaer ~] Seal'wWash Period (500 min
Graden:
Flon ; e P Y
[E’ Time [ (mLfmn) | Sha, | %S | O | S | Cuve I:J ]
1 D500 1000 00 oo 0.0 '»I
2
——
4 -~
Commary: J

oPrecaucién:

o Revisar las especificaciones de la columna. (Ver su respectivo Manual)

o Evite trabajar al nivel de presion maximo de la columna pues se puede fracturar el
compuesto de relleno.

e Evite trabajar a una presion minima de cero en el equipo, pues si se agota el
solvente de la fase movil el equipo no lo detecta pudiendo introducir aire a la
columna, por lo tanto, se recomienda un valor minimo de 100 psi, asegurando que
en caso de existir una fuga o falla de solventes el equipo apague la bomba por
seguridad.
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8.9. En la tabla de abajo, especifique las condiciones del modo de elucién (tiempo,
flujo, porcentajes de solvente y tipo de curva) que requiera para su ensayo.

Fa Untitled in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Instrument Method E... E|E@
Fie Edt 4Yew Heb

e e ) gy
latqqm1 Acorm| AccroA

A~ it %
ACOUITY Quaternary Solvent Manager “‘“;"‘ _?.'f"d
s 2
General | Mis= | Data |
Sclverts Pressurs Livils 2.
& [warer ~| ) Low: |2 psi [ |
B lMathend = High [12000  esi
¢ fAacclontie ~1
0 aer | SealWash Period (500 | min
Gradient
Flow 2 _ s
| AR rme bl I R E | %8 l %C | O ]c.mol:] =)
i 0.500 1000 00 o0 [ Led
| 2 2 I 0.500 100, 0.0 o0 0.0 6
=
i >1
Commere: | =4 3

Dar clic para ver
el tipo de curva

Solventes

re BIin . Ao« Blend
/\\ QOUITY Quaternary Solvent Manager P
Uk
General | Msc | Data |
100
0 min 1000
Gradient
Time o A ‘ “B %< I 0 l\w\r
(mL/min)
3 700 0500 00 100 0 00 00 (
— 4 1710 0 500 1000 00 00 00 !

Tipo de
Curva

A Indicacion: En la opciébn «Curve» (curva) seleccione el gradiente que
requiera para su ensayo ya sea lineal, escalonado, concavo o convexo. Recuerde
tomar en cuenta las especificaciones del flujo de la columna que utilice.
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Ejemplo: Cambiar el modo de elucidon por gradiente.
Linea 1: Modode | |faI™ 7ire™ | Fiow %h %8 %C %0 Curve
elucion Isocratico
1 1.00 1000 00 0.0 00
_II___l’nea(Z': ) 5,00 2 5.00 1.00 60.0 400 00 00 B
ime (tiempo) 5,
Flow (flujo) 1,00 3 6.00 1.00 1000 20 00 00 1"
Escriba %A 60 %B
40
Introduzca Curva 6

Linea 3:

Time (tiempo) 6,00
Flow (flujo) 1,00
Escriba% A 100,0
Introduzca Curva

11

Elucién por gradiente.

Las separaciones isocraticas usan la misma composicion de la fase mévil a través de la
separacion (composicion constante). Las eluciones isocraticas se usan cuando la mezcla
a separar no es muy compleja o cuando los componentes de la mezcla tienen tiempos de
retencién muy diferentes.

Pero para separar mezclas de proteinas, generalmente se requiere de un gradiente de
elucion en el que la composiciéon de la fase movil cambie continuamente de forma que su
fuerza vaya incrementando durante el tiempo de analisis.

El gradiente de elucién se recomienda generalmente para:
e Muestras que tengan tiempos de retencidon semejantes.

e Muestras de peso molecular mayor a 1000.

e Muestras de origen biolégico.

En cuanto a los tipos de gradiente, los hay lineales, convexos, céncavos o escalonados.

Aun cuando se piense utilizar una elucion isocréatica, es recomendable hacer un primer
andlisis por gradiente para determinar el porcentaje del solvente mas adecuado.
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Perfiles de una curva de gradiente
Concentracion final | NGmero Efecto de la Curva
de Aen (A+B)
1 Isocrético, Va inmediatamente
a la condicién especificada.
2ab Convexo, Rapidas en alcanzar
la composicién final de la fase
movil. Se utilizan para picos
superpuestos al final del
cromatograma.
6 Lineal (por defecto)
7al0 Coéncavo, Lentas para alcanzar
la composicién final de la fase
movil. Se utilizan para picos
11 superpuestos al principio del
cromatograma.
Concemtracion Tempo 11 Escalonado, Mantiene la
inicial de A en (A+B) c_ondmon de arranque hasta el
siguiente paso.
Figura 39. Perfiles de una curva de gradiente.

Donde A, representa el disolvente mas fuerte y
B, el disolvente mas débil en términos de fuerza
de elucién (g°)

8.10. Dirijase a la opcién « Misc » para establecer la velocidad del cambio de fase
movil. At injection (en la inyeccion), Before injection (antes de la inyeccion) o

After injection (después de la inyeccién)

%5 Untitled in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Instrum

Fie Edt Yiew Heb

0= & x| —ty

| ACQ-QF

ACOFTN

ACQ-PDA |

ACOUITY

General Misc | Data |
I
Accekiate to 2 mLArinin

'EE ren [ 4.444 mL/min/min)

Grader: Start
‘e AL nEecton

Belore irngechion

" ARer neclion”

Quaternary Solvent Manager

AutosBlend
Phss™

AAviso:

La aceleracidn
depende de
cuanto quiera
separa o juntar
los picos.
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8.11. En la pestafia « Data » (Datos) verifique el monitoreo de la presion de la
columna y de los solventes.

#a Untitled in Manual de |1so\Ejercicio 1 as System/Administrator
Fic Edt Yew Heb

O ax

Instrum

A Aviso:

Si se sospecha de

ACQ-QTI

A( OUITY iadernary Solvent Manager ““;?’:E'E"d a Igu_na falla . en el
wezed L = equipo, active los
el Vi) S| canales del Auto-
Select data charmels 1o scqure 7 Show dizgnostics muestreador para
Charned Descopton e
L1 e Patin Ovab s pmesion i) observar cual de los
[ Flow Rate Suctem Flow 1ate sat poirk [mLAmin) canales esta
| m Y % composhon settng of solvent 4,
| ] % compashon zettng ol solven! B fa”a ndo
O =c % composlion setting of solvent C
O =o % compostion settng of zolvent D

8.12. Dirigirse al icono ACQUITY Sample Manager FTN Zerm y en la opcion
«General» seleccione las condiciones del inyector (solventes a utilizar para el
lavado y purgado).

Fa Untitled in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - In”.crument Method E... F._tﬁ @_
Fie Edt Yew Heb

O] &%

ACQUSM | | ACQ-FTN

\/
Soveris

Wash Solvent Hame

[Waer B ~] wi

gpE 92

RCO-PDA

A(,r,)l,,ui‘/y* Sarmple Manager F1

Geneeal | Data | Diukion | Events |

Temperature
Cohamnc

o =1

T

Acstalo o2 aronc 1

Dbasic Sodiam Phozphate
Diaretipd sullcwide
Direthdiormamide

Ethanol

Ethyl Acetste

Foimic Acid

Hexane

Hexasufonato de zodo St pH 3

—

__Advmocd : ]

> ]

= m |
Snoheze by im Thesprale
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& Indicaciones:

e El solvente de lavado y purga se selecciona dependiendo del tipo de muestra

que se tenga.

e En caso de que no encuentre el nombre del solvente en la lista del programa,

vaya al libro que se encuentra del lado derecho de la lista M

nuevo solvente.

y dar de alta el

8.13. Especifique el control de temperatura de la columna y del auto-muestreador.
Active la opcién « Lead Ahead » si desea utilizar un tiempo de ciclos més cortos.

¥ Untitled in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Instrument Method E... g@@
Fie Edt Yew Heb

0= 2X] | [Acou ;
ACQ-QSM | | ACQ-FTN  ACQ-PDA |

A ¢
ACQUITY Sample Manager FTN

General | Data | Diubion | Events

‘Wash Solven: Hame: Column:

Purge Salver: Name Sample:

Sobvarie Tempergiure Cortrad

[10/90 ACN AW ater ~] W 300wl T2 T

Aloim 8and

Comment:

l

Advanced

10790 ACNAY sl ~| fs0 >t 4 T

Pre-lrgect \Wash

0 sec =

Postinject Wazh: l&tomabe > min .

5 mc e Activar/
Desactiva

& Indicaciones:

e En la opcion Alarm Band, puede seleccionar una alarma que indique + que
valor se le va a permitir variar a la temperatura antes de que entre el control de
temperatura. En caso de no activar la alarma se mantendrd constante la

temperatura indicada.

e Se recomienda realizar un lavado Pre-Inject Wash y Post-inject Wash
cuando las muestras sean muy viscosas para asegurar que la aguja se limpie

completamente.

e Load Ahead (precarga de la muestra de inyeccion a inyeccién), evita que la
corrida de la muestra se prolongue por mas tiempo del determinado.
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e Loop Offline (Desconexion del bucle), se utiliza generalmente cuando se
tienen muestras viscosas 0 muy coloridas, ya que, se necesita una mayor
retencion de la muestra para asegurar una buena toma de esta.

8.14. En la pestafia «Data» (Datos) se tienen los canales a monitorear.

#5 Untitled in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Instrument Method E... g@@
Fie Edt Yiew Heb

D|e{E]| & i A
| boh
Detector

ACQQSM | | ACQ-FTN  ACQPDA.

ACOU y Sample Manager FTN

General DaT} ] Dduhon | Events
33

Selecl dats charmels lo scoure | Show dizgnostics _?._.

| Channe! Descrphion
[ Sample Temp  Temperatus of sarpk maiages compaitment [‘C)
[ CoumnTemp Temperature of cobimn hazter compartment (°C)
[ Room Temp  Temperature of ar intake of zample manager ('C)

A Indicacion: Si se sospecha de alguna falla del equipo, active los canales
del Auto-muestreador para observar cual estd fallando; observe sus
respectivos graficos:

e Grafico de temperatura del horno

e Grafico de temperatura del sample manager

e Grafico de temperatura del cuarto
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8.15. Si su método requiere diluciones, seleccione la pestafia «Dilution» (Dilucion) y
establezca sus condiciones de trabajo.

¥a Untitled in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Instrument Meth
Fie Edt Yew Heb

0= 2 iry | |

ACQFTI ,esgfgeJ

]

ACQQSM |

A‘f SQUITY Sarmple Manager FTN

General | Data  Diution | Events |

I~ Enable
Meedle plac emeant [from bottom)
I wm

Dizspensed Pupe Solvent

ﬁ ul

Pozt Diuton Delay

sec

8.16. En la pestafia «<Events» (Eventos) puede seleccionar el tiempo de monitoreo de
la temperatura.

#a Untitled in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administralor - Instrument Met

Fie Edt Yew Heb
i Q
Ma nage D
ACQ-FTN  ACQ-PDA

SEE S
A
|

Af SQUITY Sample Manager FTN

ACCQM |

General | Data | Diuhon E[gen!s I

(2]
™ RunEverts

Tire g -

(min) | Evert Action I;]
« |
2
3
4
5
-
7
8
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sz

General | Data | Diution Everts |

~ Run Everts

A(:Q‘,__x't‘y’ Sample Manager FTN

Teme
(mm)

Event

Acuon

M| -

E—
Samole TerrpeTaeurc

Column Temperature
==l Sample Temperature Off
Column Temperature Off

LT T B R e

A Indicacion: Los eventos sirven para evaluar si el equipo esta fallando o se
encuentra en malas condiciones; monitorea el tiempo de la temperatura de la

columna o la muestra.

8.17. Dirijase al icono ACQUITY PDA eA Detector =:car: y elija las condiciones de
la velocidad de muestreo en la pestafia « Sampling Rate » (Frecuencia de

muestreo).

%5 Untitlad in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administralor - Instrument Method E... [:__|@g|

Fie Edt Yew Heb

D@ x| ry ity

ACGGSM | ACOFIN

A
AL

\COUITY PRA eA Detector

General | 20 Chanrels | Snslog Dut | € verds |

v Lamo On ? I
I Enshie 20 Diata
2. Range: [ nm o
Aezclubon | _J rem
Samping Hate: Fite: Time Conztant: Exposure Time:
20 ~| ponipizec [Moima ~| sec | mzec
lale 24hd ordai flter |3400m) R2gon | Inkerpdat= 656 nm Line Fegion
¢ Blocing fiter (below 27 0nm| Negahive Abscibancs Margin: |-0.07 AU
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A Indicaciones:

e Verifique que la ldmpara se encuentre encendida. Apagar solo en métodos

de lavado.

e Puede activar o desactivar el analisis espectral 3D en la opcion Enable 3D
Data, si lo activa especifique el rango de longitud de onda, asi como, la

Resolucion.

e En la opcion Files Time Constant (Archivos de tiempo Constante),
establezca el tiempo con el que desea trabajar.
¢ Es muy importante especificar la velocidad con la que se estéa llevando a
cabo la adquisicion de datos de muestreo para obtener una mejor

resolucion en los picos.

8.18. Para monitorear una longitud de onda especifica seleccione la pestafia 2D
Channels, active la(s) opcion(es) «Channel 1, Channel 2» y

rangos requeridos.

establezca los

& Untitled in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Admintstrator - Instrument Method E... g@g

Fle Edt Yew Heb

0@ - 3 X v ~

ACQQSM| ACQFTN| |ACQ-POA

PR :
ACOLITY PDA eA Detector

GGeneral 2D Chanrek ‘bn.-.lcg Out | Everts |

Data Mode )

W Chanel 1 |sbsarbance ~ 3 |48

[ Charnel 2

v | omrescluion

| »

A Aviso: Para la pureza espectral considere siempre la longitud de onda de corte

de los solventes que utiliza (Rangos Cutof)
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8.19. Guarde el archivo, dirijase a la opcién « File » (Archivo) ubicada en la parte
superior, lado izquierdo de la ventana y seleccione la opcion « Save As... »
(Guardar como..)

¥5 Untitlad in Manual
H-W Edit  View Heb

Archivo

bz Chrl+H
Opem., Chrl40
Save CHs

R L
como....
E=Kk i

g wmnn

8.20. En la opcién « Name » escriba el nombre del método y guardelo dando clic en
la opcion «Save».

Sawe current Instrument Method »
Mamnzz.
.l:\"ﬂ'll.'l:'
Nombre del
método de » | ama: [Ejercici |
instrumento
Dar clic <[ | Concel | Help

8.21. Cerrar la ventana.
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8.22. En la ventana Select Instrument Method (Seleccion del método de
instrumento), verificar que se encuentre seleccionado el método guardado y dar
clic en « Next »

Mew Method 5et : Select Instrument Method

Plzage select the ndbmert method which iz iekvant 1o
tha data you wil b using with this method s

Dar clic \
H'l:'ﬂk‘_?J Concel | Help

8.23. En la ventana Select Default Methods (Seleccionar métodos
predeterminados), dar clic en « Next »

Select Default Methods X

\ Choose methods lor processng, isporling, and expathng
charnels.
= . 1 Procezsing Methed [_.———~—-:;
Repatt Mathed: | (%= Repothing) =
Expet Method. | (N2 Exporting) -

Dar clic \ RN
< Bac Nexl > N Cancel Help

i
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8.24. En la ventana Name Method Set (Nombre del Método Set) seleccione la
opcion «Finish» (finalizar).

Name Method Set X

Methed Narme: | TS

Dar clic

< Back | Frish N I Cancel Help

8.25. Verifiqué que el método se haya guardado correctamente y cierre la ventana.

|- Ejercicio 1 - Method Sel Edilor

Eil wl| 2 |5]|e)
ieiuaract Methed [EERTRRN - ||
= % Method Sel [ efandt Piocessing Mefhod | =  Ed
L3
+ %o Data Channels e
3\ Desived Charrels Default Aeport Melhod | = At
Iz Charnel Mame Processing Method Fed
% >
Expait Meihad ﬂ
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9. CREACION DE UN SAMPLE SET (Secuencia de inyecciones)

9.1. Abrir el programa «Empower» y seleccione el icono «Run Samples»

9.2. Seleccione la carpeta o subcarpeta del proyecto creado y de clic en «Ok»

9.3. Dirigirse a la opcion configurar platos y dando clic en el icono «Plates» @

Fie Edl Wew Inject Acions Cuslomize Heb
| o | |
b b|H @@ @] =]
| | |
{Fun Ok =] [Corbrue on Fut a’_Th
Sampls Set Method. Untiled
Iri - Run NexdIrj
: 2af - Method Se f
Wl | Samplenlame | ol r:; Funcoon mm’:imh_a Time: Delay [ Samplevéeight | Cintion Level
ety | s (Minutes) | (Mirutes)
41 L Einale J Samples £ Sample Sets [Running / | K v
PDA Dedector @ fqanpla Manager FTN ’O Dualernary Sobvent Manager - Inzinument Method
Lamp un tiam
|Epicin | '|
7535 ol 0.800 i /mw
Shutter:  Open 152 °C 00 *C & 5pg % [ B0Q Ede Menkor Seup
%) Sample Colmin : 04 20l &
+ 150 0@ ©° oo 0 oo
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9.4. Dar clic en la pestafia Create New Plate Type (Crear nuevo tipo de plato),
enseguida dar clic en la primer fila Plate Type Name (Nombre del tipo de plato) y
especifique la configuracion de los platos.

9.5. Seleccione la secuencia de muestreo.

Secuencia

-
e . .
[T 2790 Layout Create Mew Plate Type | Clear Plates | Flate Sequencing Mode ’ _'. E | 111 | m |

El Plate Type Name Plate Layout Position

O1080;
®O®
GO
O1080;
OLO020;
®®®
GO
®H®E

(] I Caticel | Help |

Dar clic
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9.6. Para la secuencia de inyecciones dar clic en cada fila de la tabla (Plate/Well) y
especifique en cada columna: la posicion del vial, el nombre de la muestra,
volumen de inyeccion, numero de inyecciones, Funcion, el Método Set de
trabajo y el tiempo de la corrida.

Dar clic Especificaciones
& Clase H in Manual de usaiFjercicio 1 as System/Adm inistrator - Run Samples
Fig Edl Yiew Dnject Aclions Cuslomize Hep
/ i .| &l i
bl @ o] »
|F||n:'lrl,l = |Corbroe on Faul |
\
| Samgle et Method: Lirttlea |
hj Fun heel Inj.
#of fibthod Set )
Fiste el | Sampictlsne | Vol e Furcion Renort Metod Tine Delwy | Smrpeidget | Divben Level
L (il i (Mindtes) | (Minudes)
141 Elanco 10 7 | hjget Samgles Eercicic 1 |om aoo {.CO00D | +.00000
F: IR Arcyshicled | 10 5 | et samales Eeroiic 2m ann 1.00000 | 2.0
K IRE Extanidar 10 3| hject Slandards Ejercicic 1 | 20 aon 1.00000 | 1.00000 _J
A
0%
fi%
0%
20%
Sl
|'.%
A
0%
! =

A Aviso:

e Parael Acondicionamiento de la columna, revisar su respectivo Manual de uso.

e Antes de inyectar cualquier muestra o referencia, es necesario realizar la prueba
de Adecuabilidad del sistema se recomienda realizar 6 inyecciones con la
finalidad de verificar que el instrumento trabaje correctamente (UPLC y la
columna).

A Indicaciones:
¢ En la columna Plate/Well especificar el numero de bandeja, fila y columna del vial.
e Si se realiza una dilucion meter el factor de dilucion en la opcion Dilution.
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9.7. Aplicar el paso « 9.6 » para cada una de las muestreas a inyectar.

& Clase H in Manual de usalfjercicio 1 as System/Administrator - Run Samples
GCN Edl View Tnjed Adions Customize Heb

L ‘ |4 |
b 6/d@ 0] BL|e |
|F|||nf|r!p x| |[nrhmcmFe||jI v|
amgle St Method, Lt

i - Rui | Mk by,
| il | ot | Vol f"': Furctian :;Tuhﬂd;é Tee | Oeley | Serpitegnt | Dicen | Level

i1k ' y Mhiriteg) | iMindzs)
11141 | Blanco 100 2| hjed Samles Ejercicio 1 2m il | 0000 | 1.00000
2ITAL | Aucushided | 10| 5 | Rt Samles Egroinin ] | oo 100000 | 1. 0mo
T1AY | Exlandsr 10 3 | hject Slaridards Eperciic 1 | il 1.CO00D | 1.00000 | 100%
1AL (Lo T 1 | ek Smples: Ereicin 1 | 0| 00 100000 | 4. 00000
Sas |loenz 10 1| et Samgles: Eicicio 1 | o 1.00000 | 1.00000

9.8. Dirigirse a File (Archivo) y guarde el Sample Set en la en la opcion Save
Sample Set Method As...

Clase H in Manual de usa\Ejereicio 1 as System/Administratar - Run Samples
GO Edl View Tt delions Cuslerize Heb

Nt Saniple 3at Method AN |

Load Sarpks !@ |

Saie Sampie St et i+

-l
; Sample Set Metod: Untled
Save Preferenies S Ran |ty
Funetian ?et;tt{Mgt*c-: Tee | Oeley | Sarpietegrt | Divkon

ik ek Minates) | (Miides)

- hjert Samlex Epercicic 1 | W o |.0a0ao | 100000

3|
E R T T TR R R sl e ] koo [ m o 100000 |4 oo
I|ta3 | Exlandar 10 3 | et Hardards Ewrcicic 1 [ 20 o 10000 | 1.00000
d1ras Lol 10 1| et Samgles Egereirin ! 2m i} 100000 |4 0000
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9.9. Establecer un nombre de archivo y dar clic en Save (Guardar).

Save current sample sel method E

Mames:
Epcacio 1

Nombre del
Método

Mame: |E eICicin j

A

Dar clic

\

Sawa Carcel Help

10. LAVADO DE COLUMNA Y APAGADO.

10.1. En la ventana de Run Samples, seleccionar la pestafia «Edit » (Editar) y dar
clic en la opcion «New Method Set....» (Nuevo Método Set)

2 Clase H in Manual de uso\fjercicio 1 as System/Administrator - Run Samples
Fie BGI0 Yiew Inject Acticns Customize Hebp

ﬂt Open Methad Set . !‘!

e Irstrument Method
[_Flu

New Sample Ses Method Templare ... _
I . Op=n Samzls Set Method Template l;ﬂl:iad

10.2. Seleccione la opcion «Yes» para utilizar el Wizard en la creacion del método

set.
10.3. En la siguiente ventana, seleccionar el icono «Create New» (crear nuevo). Dar
clic en Next.
Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion. Pag. 46 de 129

107



. NUmero de codigo:
Laboratorio de Ensa,yo_s de | MAN-OP-01
Desarrollo Farmacéutico Revision: 0
MANUAL DE OPERACION | Fechade aplicacion:
Enero-2015
PARA EL EQUIPO
ACQUITY UPLCQCLASE H | Fechade vencimiento: LEDEFAR
Enero-2018

10.4. En la ventana del método de instrumento, seleccionar los solventes a utilizar,

asi como, programar las especificaciones de lavado y apagado (tiempo, flujo, %
de solvente).

%5 Ejercicio 1 in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Instrument Method... €|@E

Fie Edt Yew Heb
(] zv“']Elt Eilkad
ke
ACQ-QFA
4
A( OUITY Quaternary Solvent Manager "‘“:‘;';f.'.'i"d
General | Misc | Data |
Sclverts Pressure Limils ?
A Waer ~| W Low: |2 pai i 1]
B [Mathand . High [12000  pei Especificaciones
C  Ac=lorink L]
D waer | Seal'Wash Peviod (500 m
Graden:
Florw ~ 3 =
AP Time J Gk A, | %8 | %C | %O |chl:!
T 0.3] 350 00 50 0.0 |
2 |t0.00 0.300 35.0 0.0 50 0.0 (3
3 20 00 0300 =0 0o 950 0o b
~ 4 |30.00 0.300 0 0.0 35.0 0.0 6 -
Commere: | =1 B

& Indicacion:

e Para saber que solventes utilizar en el lavado de la columna, revisar su
respectivo manual.

e Para el apagado del equipo, es recomendable disminuir el flujo poco a poco
hasta un flujo de cero.
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10.5. Para apagar el lavado, dirigirse a la opcion ACQUITY Sample Manager aco-rm
y desactive el control de la temperatura del horno y la columna «Of», asi como las
opciones « Lop Offline » y « Load Ahead»

%5 Ejercicio 1 in Manual do uso\Ejercicio 1 as System/Adm inistrator - Instrument Method... E‘E‘R
Fie Edt View Heb
A
ACQQSM | | ACQ-FTN ACO-PDA
4]
Alx - ]
ACQUITY Sarmple Manager FTN
ey v
General | Data | Diubon | Events |
2
Solvante Temperature Contral
Wash Solvers Hame: Column Alsim Band
[1090ACNAY A ~ Wl of  ~jt I T
Purge Scivent: Name: Sample: :
[1090ACHAY A ~| oF <l - T
Pre-lnect Wash
g'fr T ae ™ Loop Offine.
Postirject Wash: [ famtic _~w min
2 s=C [~ Load ahead
Comment:
[ _J Advancad .

10.6. Dirigirse al icono ACQUITY PDA Detector == Yy desactive el encendido de
la lampara.

Fa Ejercicio 1 in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Instru
Fie Edt Yiew Heb

R
R(QQS"‘E ACOFTN | | ACQ-PDA

Affl';)‘. 1TV PDA eA Detector

Js | Anslog Out | Everts |
™ Lamp On [%

[ Ensble 20 Data

2. Range:

A=zclubon: rm
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10.7. Para guardar los cambios dirigirse a «File» y en seguida a la opcion «Save As»

Fa Elorciclo 1 1n Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Instrument Method... E‘ﬁg
0N Edt View Heb

New Clil+N 1
Open., Q40 ’ b vy
S Chls \
RETINN 55 o oo

Bk |
D ——

ACOLITY PDA eA Detector
s/

I\

General I 20 Chanres | Anelog Ot | Everts |

10.8. Escriba un nombre para guardar el archivo (Lavado de Columna y apagado).
Dar clic en «Save»

Save current Instrument Method x

Names:
Aliance
Ejercicin 1

Name: [Lavado dz Coblmna y pagado

Dar clic

T~

I Sa\!; I Cancel Hep

10.9. Cerrar la ventana.
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11. ARRANQUE DE LA SECUENCIA

11.1. En la ventana método de instrumento, seleccione el icono «Run»

<% Clase H in Manual de usolFjercicio 1 as System/Admin

Fie Edt View Inject Actions Customize Hep

| ol @@ B[

IR:nL

Iﬂlm Orly - Il'nrhnu-. on Faudt v]

11.2. En la siguiente ventana Run Sample Set, seleccione el método que desee

arrancar.

11.3. Dar clic en «Run»

Run Sample Sel

Mame for ihz zemple =t rE ie}&:l:n 1

Sample set methad name iEiEI'Gb'D 1

Settings for thiz Sample Set
T Wi Far Lz

Aun Mods iﬂur'l Orly

Suilabifty Mods | i:mlhue on Fauk

Piinbe : |

Select Printe ]

Shutdown Method - |

Ejzicicio 1

Lavada de Columna y Apagado

Dar clic

v
o
E|

Cancel Help
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11.4. Una vez que comience la corrida esta se indicara por un cambio de color rojo.

Para ver el arranque de la secuencia dar doble clic sobre ella.

¥ Clase H in Manual de uso\fjercicio 1 as System/Administrator - Run Samples

Fie Edt View Inject Acicns Customize Heb
y | |
| 5][0|@] |k Ld
[Rnn Orly x| |Fr_\rhmr. on Faull f]
Active satrpie o2t Bercich 1
N " . Run Ned b,
k Flate el | Sompiedeme | Vol 7“: Furctin :H;t':‘i;; g Tre [ Deloy | Serpieegrt | Divbon Level
w [ ™ i : irntes) | (Mnutzs)
111Aa1 Elsnco 0 2 | hject Samples Errcicio 1 tm 200 t.cocon | 400000
211a2 Adecushidied | 20 5 | hpct Samgles Exrcicio m Q00 1.00000 | 4.0
3 [1a3 Estandar 20 3 | hjpct Stardards Epreicio 1 0 a00 1.00C00 | ©.00000 [100%

2 Close H in Manval de esoMjercicio 1 as System/Administrator - Run Samples

Fle Fdt View Tnjesd Ackions  Custories hBeb
B |H|@| @] |k | AR el
[Frun ary 1 [Comhme on Faut |
2 Adive seerpke 91 Beecich 1 ‘[
M| et 54
Mol | Compedlara | vol | 17 Furciol 00018 I
s
(W)
1 [1an Bhreo in 2 | hjpect Sampes 00014
2|12 [asowdonded [ 20| 5| et samoes
3 |1a3 Estandsr 10 3 | hject Sterddads om
4|1as Lotem m 1 | hinct Samoes 1
s |1as  [Lotecz 0 1 | nject samges 0.0010- [l
- EETERS ‘| I X Corrida de la secuencia.
00005 | |
| |
0 0004 ‘ A
If
I
0003 I} J
[ "/‘
0 0000 4 y"\’-,. el
b |
v T T T T T T )
oo 010 0 0% A0 0350 Rl or o080 0% 1.00)
Nindes
L=y . »
[ T15  Ginale 4 Samples & Samd| <1 | 3} 4 | ]
PDADetackar @ Sample Manager FTN * Quaternary Sebvarnt Manager @ Imtument Mattod
Washing with strong wash Runmng [ -]
i 9267 0,400l Jrvin =
Shulter:  Dpen < -( AR niias £d ]
Gy Sl P4 Colummn 2 108 « | |
o | 8 oo D 0o

A Si se desea parar la corrida dar clic en el icono Run |IO
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INDICACIONES DE LOS PANELES DE CONTROL

Sample Manager FTN R@ Quaternary Solvent Manager Fl"ﬁ*’ ACQUITY TUY Detector @

un aw Lamp
Waiting for QSM Waiting for gradient
it o Ready
4527 psi 0.400 L fmir

sample. 28 °C Column 00 °C A 00% € 00% ) 0.0017 AU ,
. ] A D
off 400 ‘;‘ B 100% D 00% 273 nm C)

> Panel de control del Sistema administrador de muestras.

_Indicador LED de analisis

Estado z
Sample Manager FTN a"-a
un
Waiting for QSM
Temperaturaactual — 27,8 ¢

del compartimento de ~ 22™MPle Column

0—:
- . ' homo de columnas
Off o W
muestras / -,-‘\
Valor programado del Valor programado del Pantalla de la Consola

compartimento de muestras horno de columnas ACQUITY UPLC

40,0—=+—— Temperatura actual del
cu;|;

Regla: El panel de control del sistema administrador de muestras indica las temperaturas
programadas y reales en el compartimento de muestras y en el horno de columnas. Estos
valores se pueden modificar cuando el sistema esta inactivo, haciendo clic en el valor
marcado. En cambio, los valores programados del sistema administrador de muestras no
se pueden modificar durante el analisis de muestras.

& Indicaciones:
» Para mantener el compartimento de muestras a una temperatura constante, abrir
la puerta s6lo cuando sea necesario.

* Los ventiladores del Sistema administrador de muestras dejan de proyectar aire
cuando se abre la puerta del compartimento de muestras.
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Elementos del panel de control del Sistema administrador de muestras:

Elemento del panel de control Descripcién

Indicador LED de analisis Muestra el indicador LED de andlisis real en
el panel frontal, a menos que se produzca
una pérdida de comunicaciones.

Estado Muestra el estado de funcionamiento actual.
Temperatura actual del Muestra la temperatura actual del
compartimento de muestras compartimento de muestras con una

resolucion de 0.1°C, aunque esté
deshabilitado el control de temperatura

activo.
Valor programado del Muestra el valor programado actual del
compartimento de muestras compartimento de muestras con una

resolucion de 0.1°C. Cuando el control de
temperatura activo esta deshabilitado, este
campo muestra "Off" (Desactivado).
Temperatura actual del Muestra la temperatura actual del horno de
horno de columnas columnas con una resoluciéon de 0.1°C,
aunque esté deshabilitado el control de
temperatura activo.

Valor programado del horno Muestra el valor programado actual del
de columnas horno de columnas con una resolucion de
0.1°C. Cuando el control de temperatura
activo estd deshabilitado, este campo
muestra "Off" (Desactivado).

Muestra la Consola ACQUITY UPLC.

“ (Pantalla de la consola)

> Panel de control del Sistema Administrador cuaternario de solventes

@—— Indicador LED

Quaternary Solvent Manager :
Flew  deflujo

Waiting for gradient
4527 psi 0.400 mlfmin Caudal

Composicion de == _A—900 % 0.0 %
eluyentes 00 % D 0.0 &Detener flujo

Estado
Presion del sistema
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Regla: El panel de control del sistema administrador cuaternario de solventes muestra el
estado del flujo, la presion del sistema, el caudal total y la composicién del solvente.

Estos pardmetros se pueden modificar cuando el sistema esta inactivo, haciendo clic en el
valor marcado. Los parametros del sistema administrador cuaternario de solventes no se
pueden modificar durante el andlisis de muestras.

Elementos del panel de control del sistema administrador cuaternario de solventes:

Elemento del panel de control Descripcion

Indicador LED de flujo Muestra el LED de flujo real situado en el
panel frontal del sistema administrador
cuaternario de solventes, a menos que se
haya perdido la comunicacion con el sistema
administrador cuaternario de solventes.

Estado Muestra el estado de funcionamiento actual.

Presion del sistema Muestra la presion del sistema en kPa, bar o
psi. Las unidades de presibn se pueden
personalizar mediante la Consola ACQUITY
UPLC.

Caudal Muestra el flujo del solvente que pasa por
todas las lineas del sistema administrador
cuaternario de solventes, de 0.000 a 2.000
mL/min en condiciones de funcionamiento
normales y de 0.000 a 4.000 mL/min cuando
se realiza el purgado.

Composicion del solvente Muestra el porcentaje de solvente que se va a
extraer de los conductos de solventes (A a D).
Los valores de la composiciobn oscilan entre

0.0% y 100.0%.
& _ Detiene inmediatamente todo el flujo
(Detener flujo) procedente  del sistema  administrador

cuaternario de solventes.

Se puede acceder a estas funciones adicionales haciendo clic con el botén derecho del
raton en cualquier lugar del panel de control del sistema administrador cuaternario de
solventes:

Funciones adicionales del Descripcién

panel de control

Start up system (Poner en | Pone el sistema en funcionamiento

marcha el sistema) después de un periodo de inactividad

prolongado o cuando se cambia a un
solvente distinto.
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Prime solvents (Preparacion de | Muestra el cuadro de didlogo Prime

Solvents (Preparacion de solventes).

Prime seal wash (Preparacion
del lavado de sello)

Inicia la preparacion del lavado de sellos.

Lavar émbolos

Inicia la secuencia de lavado del émbolo,
gue llena y luego vacia lentamente las
camaras primaria y del acumulador (con la
composicion de solvente utilizada)
mientras se realiza el lavado de sellos de
alta velocidad/volumen elevado. De esta
manera se evita la formacién de
precipitados en los émbolos de la bomba,
los cuales pueden dafiar los pistones de
alta presion.

Launch ACQUITY UPLC
Console (Ejecutar la Consola
ACQUITY UPLC)

Ejecuta la Consola ACQUITY UPLC

Reset QSM (Reiniciar el QSM)

Reinicia el sistema administrador
cuaternario de solventes tras un error.

Ayuda

Muestra la ayuda en linea de la Consola
ACQUITY UPLC.

> Panel de control del Detector

ACQUITY TUY Detector .

Estado .
““Ready
Unidades de 0.0017 AU
absorbancia A

nm

. ‘/
Valor de longitud de onda A

Indicador LED de la lampara
(encendida/apagada)

Lampg

¥ ) Encenderiapagar la
lampara del detector

Regla: El panel de control del Detector TUV muestra las unidades de absorbancia y los
valores de longitud de onda, parametros que se pueden modificar cuando el sistema se
encuentra en inactivo haciendo clic en el valor marcado. No obstante, los parametros del
detector no se pueden modificar durante el analisis de muestras.
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Elementos del panel de control del Detector TUV:

Elemento del panel de Control Descripcién

Indicador LED de la lampara Muestra el LED de encendido/apagado de la

(encendida/apagada) lampara situado en el panel frontal del detector, a
menos que se haya perdido la comunicacién con el
detector.

Estado Muestra el estado de funcionamiento actual.

UA Muestra las unidades de absorbancia.

nm Muestra el valor de la longitud de onda A, en nm. Si

el detector se encuentra en el modo de longitud de
onda doble, también aparece el valor de la longitud
de onda B.

ﬂ Enciende la lampara del detector.
(Encender lampara)

Apaga la lampara del detector.

" (Apagar lampara)

Se puede acceder a funciones adicionales descritas en la siguiente tabla haciendo clic
con el botdn derecho del raton en cualquier lugar del panel de control del detector:

Funciones adicionales del panel de Descripcién
control
Auto Zero (Puesta a cero automatica) Restablece el valor de absorbancia en 0.
Reset TUV (Reiniciar el Detector de Reinicia el detector, si esta presente, tras
absorbancia programable [UV variable]) un error.
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12. INTEGRACION E IDENTIFICACION

12.1. Abrir el programa de Empower y seleccione la opcion «Browse Project»
(Examinar Proyecto).

Browse Project

12.2. Seleccione la carpeta del proyecto de trabajo. Dar clic en «Ok»

Browse Project

Uzs Browse Fropct’ to opan the Empower Promect to Biowes
Frogest \Wndow -
= [Z) ANTIFLUDES A
Select the cesited prowect from the dipiayed = [3] Calhcacion
fisk - @ Capsclacion
Use lhe Piogec! Window lo - &.] CAIRCIN
- Craate methods lor acquinng, processing (3] Delauks
ad reporting = (3] Emzoms
- Lopy methads and data behuween pecjects (%) Geresi
o 1o Wirdows lokders on the desied dive. @ Gitasek
- Reviaw data. i
 Preview data [5] GITRASEX ESC
- Acurs dats =[] Manwal g2 uso
&
. - ' 3
Dar clic
; |
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12.3. En la pestafia «Sample Sets» (conjunto de muestras), seleccione el Sample Set
creado.

B3 Manual de uso\fjercicio 1 as System/Administrator - Project
Fie Edt View Took Datebese Appication Help

EEFEEN S
>
F[‘Q'By.{-elau—l 2l EdMMI e e . —_N “ 2

417 |sample Sets ilniechons |Channels | Mathods |Result Sets |Results | Peaks Sign 0ffs | Cunves | View Fillars |Custam Fields |
Sample Set Start Date

. Seempk Set Noine:
Seleccionar el

0BA1/201217:1301 P CD

Sample Set

12.4. Dirigirse al icono Review g para observar los picos.

Fie Edt View Took Datebese Appication Helo

i "5 I.::::

12.5. Seleccione la opcién «Next Injection» (Siguiente inyeccion) Q% dando varios

clics para observar el nUmero de inyecciones efectuadas. \

Mawigele Oplions Windas Specbruonh PResiess Librare He=
e W Bl s~ P P - I S
— _I_-'—"-ll,l-,,ﬁ-ﬁ-lj.ﬂ'*l mﬁli_:'h'a_xt Inection ] [[0.00
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Numero de
inyecciones

\Il

ef| & )] wdl ]9

= @ 55 Emaciol
= § Blanco-Vel 141
+ @ Ingechion 1
% o Irjeclin 2
§ Adecusbldad-Vid 142
D + o Ingeclion 1
4 rieclion 2

¥#
# Irieclin 3
b
*

4
+ riection 4
4 riection §
¥ Ectanda-Viat A3
U Las01 -Ma A4
§ Los02-Vad 145

I

& Untitled 1 in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Review - [Main Window]
Fi: Edt View Pt Frocess Nevigste Oglions Window SpectrumReview Libeary Heb

|e8],"]"e8ie8) =1 =] Blt] RREDBY < -
B P TP e E T T €N facon A &
10
L@ 020 =
040 .g | 0%
& 8§ 3 4
G °©
B el I .
. | T T 0o
aoo 020 A 050 030 10 0m 02
Mnutes
1
Reterton M
Image | Select Time Inta | Aosa
: 2 2 fmn) (&
2 0207 | 40645 235 | 80D VB Unkrowrny
3 0341 478 o717 181 | Bv¥ Lhknowry
4 0445 [ 222400 [ 5141 | 209358\ v0 Linkrowry
5 0635 | 203255 [ 4498 TB-IH‘IE Unknrary
1
|

12.6. Para procesar los datos seleccione el icono «Processing Method Wizard»

'ﬁ" (Procesar el método Wizard)

EFIE Edt Wiew Pht Frocess Bles

s

|5 ] # %

12.7. Seleccionar el método de procesamiento y dar clic en la opcién « Ok »

Processing Mathod Wizard @

charne

You can use the Praczsang Method wazad to ecit the curent
pIoCaszing Method o ta cieate a rew processng methad

Mole | you edit an exzling procssang method ving the
Pioceszing Mathod wizaid. the soltware wll clear the cadbiation
azmociated with the edied procesang method and curent 20

% Cieats a New Processing Methed — > | Crear un nuevo método de procesamiento

it an Ewsling Processicg Methed ——> | Editar un método de procesamiento ya existente

CK I Carcel Help
Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion. Pag. 59 de 129

120



Laboratorio de Ensayos de
Desarrollo Farmacéutico

MANUAL DE OPERACION
PARA EL EQUIPO
ACQUITY UPLC CLASE H

Numero de cédigo:
MAN-OP-01

Revision: 0

Fecha de aplicacion:
Enero-2015

Fecha de vencimiento:
Enero-2018

LEDEFAR

12.8. Seleccione el tipo de proceso asi como el algoritmo que requiera. Dar clic en

«Ok>»

New Processing Method E

Proceszng Type I-l.l'

Interation Algoethm: [ Tiadbional vl

[V UsaProcessngM

Tracitnnal

Dar clic

\ 4

[7 Inchude & Cross Chammd Intemnal STand=id

DK Larcel I

Hep l

A Indicaciones:

e Recuerde seleccionar el tipo de integracion de datos que vaya a utilizar;
tradicional (algoritmo general) o Apex Track (algoritmo mucho mas
sensible, integra datos mas finos (para picos pequefios), va dirigido a hacia

el nivel de ruido).

e En la opcion Processing Type (tipo de procesamiento), seleccionar LC
para un proceso de cromatografia de liquidos y PDA para observar la

pureza del pico.

12.9. Realice un Zoom en el area del intervalo donde se encuentre el pico 6 los

picos a integrar.

Integration - Inlegration Region - PDA Ch1 200nm®4.8nm

Zoom inon the aiea where you would [ke to perlorm intagraticn
Note: Thz step dsables mtegration cutzde the selected zoom
aea and iecaculates Peak Width and T heezhold

|

Jlk ....... }l'K ..........

020+

= 0104
0.0 —
00l 020

T

T T Y Y ¥ 2 T y y 3.\
020 0Bl oo 100

Moudes

X
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12.10. Dar clic en «Next»
12.11. Observar la integracion de los picos seleccionados.
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MANUAL DE OPERACION | Fechade aplicacion:
PARA EL EQUIPO Enero-2015 ___
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Integration - Integration Region - PDA Ch1 200nma4.8nm
Zoom inon the aiea whera you would lke to perlorm Rtecralion.
Note: This step disables mtegration cutside the selected zoom
aea and iecaculates Peak Widlh and Threshold
& . 0020 Vista Zoom
L1
= 0mo <
0.000-p— ;J k—-—
.7 | PPYSC B R LA
040 LA [LR-0)
Mides Intervalo de
= 3 Area a
Stat 10372 End [0.851 < integrar
S I Maxt > | Cancel |

Integration - Peak Width and Threshold - PDA Ch1 200nm@4.8nm

IF thez method wal be used to process simiar chiomatograms,
click Nexl.

——

000 T I':k'. k TAT—
007 020 020 081 0E0 100
Mnutes
Padk \Widh 2 Threzhold 70000

OMLY clck the check box below f this method wil b2 usad to
procezs chromatograms with vaned Peak Width or Threshold

vauss P
| [ Clear Pesk Widh and Theeshold |

<Back IV ‘Af;{erxn 7' Cancel |

A Indicacion: En caso de que la integracion no sea satisfactoria, activar la

opcion Clear Peak and Threshold (Aclarar

el Pico y el comienzo).
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12.12. Vuelva a seleccionar el intervalo de area y seleccione un intervalo de linea

base para blanquearla. Dar clic en «Next»

Integration - Peak Width and Threshold - PDA Ch

1 200nm@4.Bnm

If thiz method wil be used to
chick Mexl.

process smiar chiomatograms,

valuss

0020
0.M04
0000
I I [%
085 020
Mnutes
Peck'Widh 278 Theeshold 70000

ONLY clck the check box bedow f this method wil b2 usad to
process chromatograms with vaned Peak Widh o1 Thieshald

7 Clear Peak Width and Theeshald
< Back I Mext > || Cancel
e———

12.13. Seleccione el Area minima o altura minima de los picos cromatogréaficos de

interés.

Integration - Peak Rejection - PDA Ch1 200nm@4

.Bnm

If the integration iz ol conecl, press the Back bulton lo readust
the chromatogiamn 200m kevel to a diferert 1egion and tiy agan
To mect peaks bazed on area or height. select the smalest peak
of mierest and chck the Minimum Ares or Minrmum Heght box

&—4

0204 % P Seleccionar el
o
‘ < L .
BT ) E ﬁ <& pico 6 los picos
' = 010 I ,‘ de interés
002 A\ A Lo
S TR G e i
oo 020 020 [N 0.0 100
Ay
¥ Minmun&res 157575 T | Valores de
< ;
™ Miremun Height | Areay Altura
<Back [ New> |  cCancet |
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A Indicaciones:

e Es recomendable quitar los dos decimales finales en los valores de altura y
area minima para observar mejor la integracion del pico.

e El valor que especifique en la altura o en el &rea minima sera para quitar la
integracion de los picos que se encuentren por debajo del valor de interés.

e Otra opcién para ver la altura o area minima es dar un zoom en el pico de
interés, seleccionarlo para que automaticamente el sistema de los valores de
la integracion.

12.14. Para ver los diferentes valores de integracion active la opcion «Test».

:
1 1l

-
T

(=]
b
o

0635

)
o

a
o

 ——

PPV PSS w—

| SN B A m LA B

T :
o 0.0 240 U b LRI 100

Mivdes
[V Mivmum &res (13157 Dar clic
—— I lx Test |
[ Mirvmumn Height | o
<Back | New> Cancel l
12.15. Una vez designado el pico de integracion, dar clic en «Next»
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12.16. En
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seleccione el método de

la ventana Calibration

(Calibracion),

cuantificacién a emplear, el tipo de concentraciébn a manejar, asi como, la curva

de calibracion a trabajar.

12.17. Dar clic en «Next»

Calibration - General - PDA Ch1 200nm@4.8nm

- Sedecl the method of quartlalion

- Speoly whether compan=rt
irfaimation i ent2ied as amouwnls
[not aftected by the ingection
volure) o concertrahon [must be
corpensaled by the irgeclicn
volumel.

< Back | Mext > I

] __1 Eith theu Zera

Dar clic

=%

Aea 'k
Arnount vl E

Lineal A ]
(Pt to Pore ~
Lines :
|Quadiatic
JEibic
(Fourth
|Fith

T Quadrahic b et
| Cubic thiuZeco
| Fourth tuu Zeio

Seleccionar

\ |/

~lrverse Linsar

Loz-log Linea

< Resporse Factor

Power Curve

12.18. Dar clic en la opcién «Yes»

l’

p¢

Dar clic

Companerks nead channel names to perform Cross Channe! Internal Szandard processing,
Channel names alow you to specify that the Trkarnal Standard, RT Refarence,
andfor Must pagks are found in a different channel than the other peaks.

Do you want Lo add channel names to the new components so you can perform
Cross Channel Internal Standard processng?

TF you chaose Yes, dl the rew compenents added in this step vl have
the name of the current: channel copied into ther Channel fizkds,

TF you chaose Ko, all the new components added in this step vl not have
their Channel fields filed in,

~

T = ]
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12.19. Especificar el nombre de cada uno de los picos y dar clic en «Next»

Enter decied component nameas lon the pezks listed n the table.
Peaaks can be iemoved by deleting the appropriate row

™S

0.20 1

-
=
o

] 7-( 010+

1 i

2

3 000 - i
3

&
;

- — : — T
000 0.20 040 0

0.E0 100
r Motes
B Neema Retention Time
1 | Prool Peratero 0445
2 | Mimesuica DE35
Dar clic cBack |[ Mew> || cance |
ny

12.20. En la siguiente tabla escriba la concentracion de cada una de las sustancias y
sus unidades de concentracion. Dar clic en «Next»

Calibration - Default Amounts - PDA Ch1 200nma®4.8nm

Entar an amourk and the corszponding units for each
companart i the table. Note: The amounts entered here are
delauk amounts ard are superseded by amourts =ntered n the
Run Samples ‘Window o wath the Aker S ample tocl

55 Name Armount Units

&&ﬁ 1 | Progi Paratero
2 | Mrmezulca

<Back |ﬁ~& ext > I Cancel

Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion. Pag. 65 de 129

126




_ Numero de codigo:
Laboratorio de Ensayos de | MAN-OP-01

Desarrollo Farmacéutico

Revision: 0

MANUAL DE OPERAC'ON Fecha de aplicaCién:

Enero-2015
PARA EL EQUIPO
ACQU|TY UPLCQCLASE H Fecha de vencimiento: LEDEFAR
Enero-2018

12.21. Seleccione el tipo de Calibracion del Estandar (Externo o Interno). Dar clic en
«Next» (Siguiente)

Calibration - Internal Standards - PDA Ch1 200nma4.8nm g

Select lyp= of calbiaton:
" External Standaid Calbealion

OF Intemal Standard Calbrabon \With:
(" Sihge Intemd Standad

< Back I ﬂfexw I Cancel

12.22. Escriba en la opcion «Method Name» el nombre del método y dar clic en
«Finish» (Finalizar)

Processing Method Name - PDA Ch1 200nm@4.8nm

Method Name [Emicicio |

Clck Frush to save the modfed processing method and 1etun
1o Review whers the savad procassing method wal be used o
process the curent chromatogram

cBack | [ Fney. ]| | conce
o
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12.23. Para observar el comportamiento de cada inyeccion, dirigirse del lado
derecho de la ventana y elija cualquiera de las inyecciones.

=n Manual de uselFjercicio 1 as System/Administrator - Review - [Main Window]
T Fle Edt View Pl Frocess Navgste Oplions Window Specrumisves Licary Heb
alef] & 0wl dlanl oo ole] o]~ 2| ¢ Bla DiaE@E| = ==
Jalia] e pufin[t] | B[228 LA|Foteea0r [ LA |[1s197 183
-| 1
020 A
= § Amcudibdad Via 142 b4
2 o Irieclion 1 a
¥ Irieclion 2 1
4 o Irieclion 3 D45+ g
o Iriection 4 o
4 Iriection 5 E
= {§ Edande-Vit 1:A3 =
+ o Irigction 1 1z 0.10+ ; i
+ @ Iriestion 2 ‘ ial
4 Iriection 3 2
§ Lo 01 vid 1A 14 2
Vo friestion 1 oos =
+ § Loe02 Vid 1AS zi
[ 1
| ! \
. ° . 1 N
T T T T T T 7 T T
Qoo o ez20 b 0s0 0% osz0 ore ueo 020
Mirutes
= 35
Pl Mare IR""‘"‘""""‘ I"C';C’ I» Zma l 'f‘_‘\‘-," |ln Type l.-..m.m Ium-. I P Tyoe Ip-u.nran.- |
i

A Indicacidon: Para ampliar el pico seleccione la parte inferior del mismo y
arrastre el mouse asia abajo y a su derecha.

12.24. Para ir observando por canal dar clic al icono «Previous injection»
(Inyeccidn anterior) o bien «Next injection» (Proxima inyeccién).

== Fercicia 1in Manual d usolEjercicio 1 as System/Administrator - Review - [Main Window]

TP Bl View Pl Fooss Mevgele Oulive Wikw Spectr Reves Lty Hb
3 0 i I 3 Y e [ @l
i u::b ) MER FE WFewan [ (A A
DS
W
20t 1 .
‘ Previous
i e I . .
- ¥ Edandy-Vat1A3 = nJeCtlon
g 1
¢ & lwind [
§ Lan0 vl 1A ] ” ‘ i\
v & Inesim 1 '\
o Lae02 vl A5 }HN 1 N
FEOn BN Jrtae] AV
i
T T T T T
L) o 0 o< 950 om o L] % 0
Mrses
4 5 |
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i Lote 01 in Manual de use\fjercicia 1 s SystamfAdministrator - Reyiew - [Main Window]
Fie Cdt Vew Pbt Pozss Nacgde Ogfiers Wndow SpecirumPeven Ubary Heb
16| &) [l o 2] ol | <) Al SR EEE) #| Kl
S5 Eram Ll wla ) WA B o foms LA fisr 1o
- a Blarce -YAd 141 — -
+ § ngclion . el
iy lr:'li.‘nl "i 0204 LL
= § Adeciebldd-vid 142 z
3¢ hcin 3
49 Irgclion 2
4@ Ingclin 3 015
& Irgclion |
4@ Inigolin 5
-4 Esx::f':nac':;\.3 5@ Next
4@ Ingction ! J ?UU- . .
o ftin 2 f Injection
V3 Inigntion 3 =
§ Lozl Vid 184 ?\
o Injeatiore ! 0054 £
v § Lae02 Vid 145 }E\
|
o EJJ-—rw_»"-"—»v-w_._:__q_"{,I ;’ \;
00 J,;U :'.‘;I'.l 00 .‘IJ ' vusu' u:u ' 020 : U:-U ' 290 ' 100
Wirudes

A Indicacion: Cuando el sistema no integre alguna de las inyecciones

dirijase al icono «Processing Method» Eh‘ para modificar el procesamiento
de los datos y en la opcion Integration (Integracion) cambie el area o la altura,

A

|  en el icono | Ll
regrese al cromatograma e integre dando clic en el icono
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13. PUREZA DEL PICO

A Advertencia: Si la opcion de PDA no se indica desde la creacion del Método
Set, los datos de la pureza del pico no podran ser procesados y no se observaran
en el reporte correspondiente, por eso, es importante su indicacion. Para procesar
los datos edite el método de procesamiento.

13.1. Seleccionar el Método set, enseguida dar clic derecho con el mouse y
seleccionar Open.

Fle Edit View Records Tools Help

r , J | Ogen

T e Update Statistics

e kup P
=-{& Empower 3 Configuration I vackupf miee wner Create Date FulAudi Tral | Locked Commenis I l
=@ Projects RestoreProject(s ystem 5242013 1:03:12 P COT ¥ [toleck [vauDacon
-5 Nodes Delete yslem |62013 70705 A1 COT W |Nolock |FROYECTOMAESTRA
i) Systems New ystem [51232013 £:33:25 PY COT W Nolock |perfes
=42 Libraries -
Clone ystem 61672013 7:08:27 M CDT v Nolock  |Bruno
-5 elord
€ Users Move Project Data ystem | 11728/2013 11:21:38 AM CST v Nolock  |perfies de dsolucion
2 User Groups Lock Project b System 1020201 34 P COT v Nolock  |capsulss gelsting blanda disoucion
69 User Types Properties ... ystem (¢/12/2013 120310 PR COT v No Lock Qualificafion project for Systems QT v1.10.
& Plate Types ystem | /2312013 £:03:03 P COT 1 Nolock |cremss
o} System Audit Trail Copy ystem | 11/20/20136:31:37 P CST ¥ Nolock [cremasynalar
-+§ Offine System Aucit Trail Hide Colun yoten | 1242013522:44MNCST | B [Nolook  [CREMASSYNALAR
Show All Columns ystem | 12/6/2013 5:07:44 P CST v No Lock CREMAS SYNALAR
ystem | 4122013 11:46:15 Al COT v Ho Lock This project wil be used for Tradifional Integration in Empower 3 FRY
Print Table ystem |4/12/2013 11:51:00 AN COT v Nolock | Ths project wil be used for Apex Track Integration in Empower 3 FR1
Table P ystem (11202013 4:02 r No Lock CREADO EL 23AG0 2012 POR 4. DOLORES VALIDACIIN DE CONTENIDO DE VETFORUNAHC
. N ystem |5 r No Lock
Column Properties
5 r

13.2. Dirigirse al icono File, seleccionar New Method (nuevo método) y dar clic en
Processing Method (método de procesamiento).

|_ File|| Edit View Tools Database Help
Open ce0  Juulaml ol male (]
New Method » Instrument Method
Method Properties... Processing Method
Gy Table Reporting Method
Print Table... Ctrl+P Faport Method
Method Set
Save As Text.. Sample Set Method
Normal Mode Sample Set Method Template
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13.3. En tipo de Procesamiento, seleccionar la opcion PDA vy dar clic en Ok.

- 1
4 New Processing Method L ﬂ

Fos |4

Processing Type:

[T UseProcessing Method Wizard
[T Include 5 Cross C

o]

harinel Internal Standard

Cancel Help

13.4. Dirigirse a la pestafia Purity y active los pases de pureza para que puedan ser
observados en el reporte.

(1) Untitled in VMA11_024 CONT_METFORMINA4 as's'mminisuam - Processing Method Editor - PDA Processing Method
File View Help

EEE

| ,;u Integration l SmoothinglOffseI Pull!ﬂl PDA Library Search lComponentsl

~ Spectral Contrast P b |

Peak Ratios (MS lon Ratios)] DefaultAmounts ]Named Gl’OUDSl

— Wavelength Limit (hm]—

Start |1900
Stop IBUU.U

i~ Noise Interval Time [min) -

Start IU»25
Stop IU.?S

i~ Purity Par.

™ Purity Enabled

Active Peak Region (%) [100.0

‘ Threshold Criteria ’AutoThreshold 'I

1.00

Solvent Angle (degrees)

Purity Passes

T
3
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13.5. Para observar la pureza del pico de una inyeccién, dirijase y seleccione con el
boton secundario del mouse la muestra de interés y de clic en Review (revision).

O bien seleccionar la muestra y dar clic al icono Review g

Eclit— Virwr— Tonky -~ Dutatsawe:--t-hels

| S—

- )

Filter By 'Delaul

;] Edit View I Update I Max Rows|

=L Isampie Sets| injections Channeis| Methods | Resutt Sets |Resutts|Pesks | Frag

22 | sta 42 25 mcon
23 | std 42 25 mcogirl

Unlock Channel

Sampastiame Vial |injection | Sampie Type Date Acquired

[ 1 | olacebo 100 157 1 | Unknown 1/30/2014 5:02-55 PM CST
2 |place=bo 100 18,7 1 | Unknown 1/30/2014 4:54:57 PM CST
3 -6 1:C. 4 1 | Unknown 1/30/2014 44509 P CST
2 |eas 1.C.3 1 | Unknown 1/30/2014 4.40:23 PM CST
s |ene 1c.2 1 [Unknown 1/30/2014 4.35.37 PM CST
e a0 1C.1 1 | Unknown 1202014 4:20:.50 P CST
7 |maz 188 1 | Unknown 1/30/2014 2,26.05 PM CST
3
S 20a 8 New Method % 124 21632 PN CST
10 |204s | Review |p12 1127 P csST
11 [20a s Previen/PobIsher P12 2.07:00 Pm CST
12 |2043 P14 £.02:15S PM CST
i3 | 2042 e P12 3.57:28 PM CST
14 |2041 Pant.. P1s o.52.42 Paa CST
15 1018 Export... D14 3:47:57 PM CST
16 |101.5 Alter Sample p1s 3-43:12 Pu CST |
17 |101.4 Create Process Only Sample Set P14 3.3805 oM CST
18 |101,2 Run Samples b14 3:33:30 PM CST
19 1012 P14 3:25:53 PM CST
20 | 1011 Copy Yo Project. p1a 3.24.07 P CST
21 |sLanco Lock Channel b1a 31922 P ST

P1s 2:14:25 PM2 CST
D14 3:09:49 PM CST

22 | sta 42 25 mconr View As * Pis30502PmCST
25 | sta 22 25 meoir Delete Row(a) P12 3:00:17 PM CST
26 | sta 242 25 mcor P14 2.55:31 PM CST
=7 | sta 22 25 meor Copy D12 2.50.25 M CST
28 |Pas Paste P14 4:29:13 PM CST
I PA.S Hide Columr P12 22427 PM CST
20 e - PN CST
ad Show All Columns presivse <

31 |Pa3 P14 4:15:03 PM CST
32 |Pa2 Print Table D14 4:10:16 PM CST
33 [ea :

3 1 Table Propeﬁues.u P14 4:05-30 PM CST
34 |20s8 2 P14 4:00:44 PM CST

Column Properties .

35 2045 T v 1 e 14 3:S6:05 PM CST
36 |204.4 [184] 1 | Unknown | 1292014 3:51:19 Pm CST
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13.6. Especificar el valor de longitud de onda y observar la pureza espectral del pico

asi como los valores de Purity Angle (angulo de pureza) y Purity Threshold
(umbral de pureza).

wdnlml] 2l gl gtl gl
polviglieleeir] ¢
28 8L
l ‘i’j Coatour lSpe;tunlaogu Jlgroeg Baseline ;3 2067 Feak 2
| 240.00 s Vg
i ] wll o ”2083 LK ~
=1 = o000 Yy 4 (L ek /
04 T + '
000 100 20 300 M 1%
Hinstes
4 &l 0| 02
|
e 2 015
4|
0.10
040 N
0.08 o
0.05: e
006 ——
2 ‘ —
0.0¢ G Al N
| 150.00 19200 19400 195,00 195.00 20000 20200 204 00 206.00 208,00 218.0¢ 212.00 214.00 21800 21300 22000 222.00 224.00 26.00 228.00 20000 22200
002 =
M ‘ |
v| mo--—-«‘\: - 4 =
e , T o
(10 10 200 300 % sl o | S - St | b
£ lI|mw Tme o |Adbsordarce :5;:::, 5":’5:'”5 I:,:, ﬂfmm Spline pﬁ::‘m" Waveingth [ Wavekngth [Sesrchadle | Traceable
(mn) au or &y} e L (i (nm)
2067 |Pek2| 03021 F |Nose Neoz  [None [T 12w 04| W v
T
|

Retention Tme | Purty! | Puriy!
3] Mame (min) Angle |Threshold
|
2 2971 0343 0382

A Indicacion: Para garantizar la pureza del pico, no debe sobreponerse otro
espectro sobre el pico de la muestra de interés, asi como, el valor de Purity Angle
debe de ser menor que el valor de Purity Threshold de lo contrario modificar las
condiciones de flujo, temperatura, concentracion, etc. segun convenga.
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14. SYSTEM SUITABILITY (ADECUABILIDAD DEL SISTEMA)

14.1. Para modificar e identificar los componentes del sistema dar clic en la opcién

«Processing Method» E‘h ubicado en la ventana [Review]

e Fjercicio 1 in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Review - [Main Window]
Fle Edt View Pl Procsss Nevgee Oplions Wndon SpectrumReview Lieary Heb

A A S Dic I EEE J%J?*

_-@'S‘S-Eecmﬂ "nlJIJI‘AJ M}/\.m i 1;2: .26 |procassing Method Hi01

| S—

14.2. Enseguida seleccione la opcion «Components»

am Ejercicio 1 in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Review - [Fiercicio 1in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/A
Ch Fie Edb Yew Pht Procsss Nevigale Oglions Window Help

. i P B Yl I |
= [ 55 -Eico Emlllegmion !Smoothing}tﬁseunm INamed Groups | Timea Groups

- ﬂ Blance-Yisl TAD
+ o Ineclion !

Integrafion Algertnm | ApasTrack v|

14.3. Desactive la opcién «Include Internal Std Amounts» si no se esta trabajando
con un estandar interno.

@ Fjercicio 1 in Manual de uso\Fjercicio 1 as System/Administrator - Review - [Fjercicio 1 in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Revie

Chy Fle Edt View Pt Process Nevigate Ogtions Window Help
T o 7 0 S S S B V5 e Y 5 sl [~ %
- 55 -Eecicio EE]Iniegraunni“ hi ,Afse!](: P lDefaunAmnunis [Mamed Groups| Timea Groups | Suitabilty |Limds [N
= § Blanco-Viel 141 r
? wa ;E“:,'; Average By [Nens v Update AT |Neve LJ
+ @ Ingeclion 2 AT Wi fooo f Yy
= § Adecushidad -Vid: 142 b st
@ Irjeclion 1 [}ln.dl.d=.'.r4¢.'n.d..S!d.emw.',x.n‘..ﬁ.'nﬁur'. Celculahcrs
iection 2 \
:; son's Somple Vol Type [Pt =] Auto Pedk Label |
+ o Injection 4 i
4 Injection 5 Narn= Paa Late mm"?"“m RTWIdw Charmne Peak Match | Y Vake [ X Vaue
(min) (min)
+ ¥ Edtanda -Vial 143
¥ Lae0l - vid 144 1
V Lotz 02-Vid 1A3 2 | Nimesuida 0833 0060 | POAChI 200n@d B | Closest Ates | Amourt
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14.4. Para la Adecuabilidad del sistema, dirigirse al icono «Suitability»

(Adecuabilidad) y active la opcidn «Calculate Suitability Results» (Célculo de los
Resultados de Adecuabilidad)

am Fjercicio 1 in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Review - [Fiercicio 1 in Manual de usoVEjercicio 1 as System/Administrator - Review - LC Pr]

Ehfle Edl View Phl Procsss Nevigele Oplions Widow Help
R e N B Yl
= [ 55 - Eraco Iniegranon\ﬁmno in

- i Blanca-Yiel 147

4 3
I Ammounts |Named Groups | Timea Groupf Sutabilty ]Li s Noise znd Onf|

¢ v WrétdoJlateSutahhyRewt's_ ﬁ—

34 Inecien 1 b i ]
3¢ Ireciin 2 [ Caleara iy et or oo ok SR
8 ddosiiblded 00440 Guoluen und Canwalion Ffemnen

14.5. Establezca el tiempo de muerto.

e Fjercicio 1 in Manual de uso\Fjercicio 1 as System/Administrator - Review - [Fiercicio 1 in Manual de uso\Ejercicio 1 as System/Administrator - Review - LC Pr]

Ch Fle Edt Vew Pht Procsss Mavigale Options Widow Help

i1 2Ll L8

[ B

v Procosarg Method EB Itegeation | Smoothing/Cfs | Components| et Amourts Named Groups| Times Groups, Suabilty Limds | Norse and Or|
ﬂ Blarco-Yial 141 =
Bf v Calcalate Sutabilty Rz Establecer
i 2 [ Caleue Sulabiry Fesus for Unknoun Pasks Feae
=V Adecusbddad Vid. 142 ——Salenand Sapualon oy .
a3 ra— muerto
B Iyl Vo Vo T i 0 <« ]
+ o Injeclion 2 “ ;

A Indicacion. Recuerde que el tiempo muerto lo puede obtener directamente de
la columna (ver su respectivo Manual); si trabaja con un flujo diferente al
especificado en la columna realice una inyeccién con 10uL de acetona en 2mL de

Fase moévil o bien realice un calculo de una regla de tres inversa o utilice la
siguiente formula: tm= Ld?/2F

Forma matematica.

tm= Ld? L= longitud de la columna en cm
2F d= diametro de la columna en cm
F= caudal en mL/min
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Por ejemplo:
Para 0.6mL/min Para 0.5mL/min
tm= (10cm)(0.46cm)?= 1.7633 min tm= (10cm)(0.46cm)? = 2.116min
2(0.6mL/min) 2(0.5mL/min)

14.6. Elegir la farmacopea de referencia.

Activar > [V Caculate Suabity Resuks

[

Calcuiate Sutabiny Hesuls far Unknown Peaks:
Syslem and S eparahcn Effcency

Vod Voumna Time [min] |2

Indicar la ~ LS Phamacoposia ~ Japaress Pharmacopoesa
farmacopea i 7 U Euopesn Phamacoporia * &1
de referencia T.angert Porcert for USP Resoiion |50
Tanoark Fercart for USP Plate Count |61
— ~ Cakcudate EP 3/
Nose Vel o st | -l
Especificaciones _ Baseline Moise and Difl Measuzments
del nivel de ruido Maxmum Alivaable Heoise Maamum Alowatle Dt
% Run Time Dvee Which to Average “ 0

=—| Hazelne Start Time [mn) Hasedne End Time (mn)

A Advertencia: Si la opcion del system suitability se encuentra desactivada
el factor de coleo o los platos te6ricos no podran ser calculados y no se
observaran en el reporte correspondiente por eso es importante su indicacion.

14.7 Para guardar el método de procesamiento de datos, dar clic en la opcion
«Save Processing Method» (Guardar método de procesamiento).

o=

=m Ejercicio 1 in Manual de u=ohE jerncic
k. Fie Edit %ieesr Pt Frocess o Naewigsbe

P B e

14.8 Dar clic en la opcion Yes y cerrar la ventana.
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15. CUANTIFICACION

15.1.

Para procesar las muestras, ir a la pestafia Sample Set 6 Channels (Canales)

y seleccione la(s) secuencia(s) de interés a procesar (canales en PDA). Enseguida

dar clic derecho y seleccionar Alter Sample (o dar clic al icono).

Database_Help

File Edit Vien Tools
= ) <= E &3l o Be
| 12| B | S 2R INITIT €] Gl B
New Method »
| _|
= - Review
Filter By: [D cfault Compare Jpdate | Max Rows: [1000 14| 4| > |»l
e — Preview/Publisher
“] ’] Sample Sats f_l su!tsJ Paaks] FracﬁnnsJSign OﬁsJCuwesJView Filters JCusto-n Fields
sar Process... £ Date Acquired Channel Channel Description
92 [oFF1011.22 P2 Print... £/23/2014 4:54:01 PU CDT | 600 PRESS | 02102012
93 |DFF1011-32 P Export.. 5232014 44351 PM CDT | 99€ FDA 190.0 to 300.0 nmat 1.2 nm
94 |DFF1011-32 P Alter Sample £/23/2014 44351 P CDT | 600 PRESS | 02102012
95 |DFF1208-15 M3T Create Process Unly Sample Set | |S/23/2014 433:42 PU CDT [ 996 FDA 190.0 to 300.0 nmat 1.2 nm
96 |DFF1208-15 M3 Fun Samples S/23/2014 43242 P4 CDT | 600 PRESS | 02102012
97 |DFF1208-15 M2 e S232014 42333 PM CDT | 996 FDA 190.0 to 300.0 nmat 1.2 nm
98 |DFF1200-15 M2 Copy Tobroject: 52312014 42333 PM CDT | 600 PRESS | 02102012
99 |DFF1208-15 M1 Lock Channel S/2372014 41324 PM CDT [ 996 FDA 190.0 to 300.0 nmat 1.2 nm
100 |DFF1208-15 11 Unlock Channe! S/Z32014 413.24 P CDT  [600 PRESS | 02102012
101 |DFF1011-32 P3 S/23/2014 40315 PU CDT (996 FDA180.0 to 3000 nmat 1.2 nm
102 |DFF1011-32 73 Vsen) A ’ S/232014 40315 P4 COT  [600 PRESS | 02102012
103 [DFF1011-22 P2 Delete Row(s) 5/23/2014 252:06 PW CDT | 996 FDA190.0 o 2000 nmat 1.2 nm
104 |DFF1011-32 P2 S/23/2014 353:06 PV CDT | 600 PRESS | 02102012
105 |DFF1014-32 P1 Copy £23/2014 3.42:56 PU CDT | 996 FDA190.0 to 200.0 nmat1.2 nm
106 |DFF1011-32 P1 Paste §/23/2014 3:42:56 PW CDT | 600 PRESS | 02102012
107 [DFF1208-15 M2 e §/23/2014 3:32:44 P CDT | 006 FDA120.0 to 2000 nmat1.2 nm
Hnice Lolumn
108 |DFF1208-15 M3 S23/2014 33244 PU CDT | 600 PRESS | 02102012
Show All Columns
109 |DFF1208-15 M2 5/23/2014 3:22:36 P CDT 996 FDA 180.0 to 300.0 nmat 1.2 nm
110 |DFF1208-15 M2 Print Table S§/23/2014 3:22:36 PW CDT | 600 PRESS | 02102012
11 |DFF1208-15 M1 - 5/23/2014 312.26 P CDT | 996 FDA 180.0 to 300.0 nmat 1.2 nm
Table Properties...
112 |DFF1208-15 M1 i §23/2014 312:26 PM CDT | 600 PRESS | 02102012
Column Properties ..
13
114 |BLANCO 3 DPT 48HRS 6 1| Control 5232014 30218 PY CDT | 600 PRESS [ 02102012
115
16 |BLANCO 2 DPT 48HRS 5 1| contral 5/23/2014 252:08 PW CDT | 800 PRESS | 02102012
17 0
18 |BLANCO 1 DPT 42HRS 4 1| Contrel S/23/2014 242:00 PU CDT | 600 PRESS | 02102012

15.2. En la tabla especificar el

Seleccionar
Canales en
PDA

valor teorico de la cantidad de muestra a pesar
(Dilution) y el valor real de la cantidad pesada (Sample Weight).

15.2.1. Para la Adecuabilidad, dejar en blanco las opciones Dilution y Sample
Weight. Dar clic en el icono Save (Guardar cambios).
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15.2.2. Para las Referencias y Estandares, en las opciones Sample Weight y
Dilution escribir el valor de 1 en todas las muestras y dirigirse a la opcién

]
Amount dando clic al icono E" .

Fie Edt View Heb

| =]

E

i I=u-=.w=|

2y
Ameurt |

Funcbon

Sample Type

Safr;:

1A

Infect Samples

Jrkna'wn

Elsng

15.2.2.1. En

la siguiente ventana

indique el nombre

del componente

(Component), el valor del estandar (Value Standard) y unidades de

concentracién de cada componente (Units).

En la opcidon SampleSet Type

indique a que muestras se aplicara, STANDARDS ONLY (Solamente
estandares) 6 STANDARDS & UNKNOWNS (Estandares y desconocidos).

15.2.2.2. Dar clic en OK.

Fie

Edt  Yiew Hel

M Component Editor E]@g

|| Samekse: Type: [STANDARDS ONLY -

Curent Vial
Row: 3

Components |

& el=] B(os] &[5

Vid: 143 Level. 100%

Type: Standad

L[> Ivame |

®

Componeart

Vahe
(Standard)

Lnts (vish

Prepl Parsbeno

100.000000 | =%

n| -

Mmesuda

00000000 | <54

«|» 1\ Current } All Samples [/

G|
“§

A Aviso. En la columna Units (Vial) (Unidades), siempre colocar el simbolo
“menor que” < antes de la unidad de medicién.
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15.2.2.3. Para guardar los cambios, seleccione el icono Save.

15.2.3. Para las Muestras, escribir en la columna correspondiente y en todas las
muestras la cantidad real de muestra pesada (Sample Weight) y el valor teérico
de la muestra a pesar (Dilution). Para guardar los cambios, seleccione el icono

Save.

15.3. Regresar a la pestafia Channels, seleccionar nuevamente las secuencias de
interés y enseguida dar clic en Process (procesar).

15.4. En la siguiente ventana seleccione el método de procesamiento.
Manual de uso\Ejercicio 1 - Background Processing and Reporting g
Plocesing
v Process
O Use acqushon method s=1 |ie llom the sample se! usad 1o 2caue dala)

~ Use speclied method ol {
* Uze speched processng method

[~ Clear Caibeation .

LC PO &

L P SpexTrack
|GoFDF w7 2 |
‘o Uge acquislion method et [Le. flom the sample eet used to acquie dala)

Hepoting
L 2l

" Use specilied method set [

O Use spealied repol methed [

Exporting
T Espoet
' Uszs acqustion method set (12 from the sample sef used to acquite data)

™ Uss spacified method ot | 1

" Use spacified export method | ~|

Help

A IMPORTANTE. El proceso de los datos debe llevarse a cabo con el mismo
método, ya sea, Método Set o método de proceso.
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15.5. Indicar al sistema el tipo de cuantificacién o calibracién que requiera. Dar clic
en «Ok»
Manual de uso\Ejercicio 1 - Background Processing and Reporting g
Plocesing
Limpiarla [| ~ Free== :
Calibracién O Usze acqushon method o=l [ie llom the sample <! used 1o 2caue dala|
~ Use speciied method ol | |
N * Uze spechied processng method ?EB:Q@O] >
IV Clear Calbrahon Homwr lj
e ot .| Calibrary Cuantificar
- P [GoFOF v7 {CabizeOnly T || | Solamente Cuzimtificar
o Uga acquisilion method set (e, from the sample et used to acquie dalal Solamente Calibrar

" Use specilied method set [

Us= spealied repol melthad ' |

Exporcting
T Espoet
* Usz= acqusion method set (12, fiom the sample sef used to acquite data)
"~ Us= spacified method set [ 1

" Use spacified export method

Dar clic —l -

»

Corcd | e

A Indicacion. Si desea borrar la calibracién pasada, active la opcion Clear
Calibration (limpiar calibracion).

A IMPORTANTE: Siempre procese las muestras después de las referencias, ya
gue de lo contrario la calibracion que tomara el sofware para procesarlas sera la
de la Adecuabilidad.

e Seguir el orden de procesamiento de datos siguiente:

1) Seleccionar las muestras de Adecuabilidad y activar las funciones Calibrar y
cuantificar, asi como Limpiar la calibracion.

2) En seguida procesar las Referencias, en este caso seleccionar Solamente
Calibrar y Limpiar la Calibracion.

3) Por ultimo las Muestras, solamente seleccionar Cuantificar.
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15.6. Seleccione la pestafia Result (Resultados) y enseguida de clic en Update
(Actualizacion) para ver todo el proceso de datos.

I Manual de usolFjercicio 1 as SystemfAdministrator - Praject

Fie Edl Visw Took Datshese Appicalion Hel

- PSRRI
-
Files By:| Defaul j Edl"1"|ey| I,.Ipda!e‘ a4 Fows: |W 4|k M

412 | Saple ots | Inacions | Channels | Mathods |Resul Sefs [Resuts

ok | g 0| Curvs Vi il [Custom el |

' Sarpiedama | Vel lnection | Samole Type | Froceseed Charne Daser |° Dt Acaured [vata Fracazaed Proczazing Metiod | Resut il

1| Estanidst TAZ 3| Standard BOACHY 20imgdd Enm | (BH1R0121T. 2513 P COT | DBRZRM2135243 PHCDT | Bercici 1 1687 \
2 | Exfandar 145 2 | Stendarel D& Chl 200nmidd fom [ DSR2 1T 24 00 PACOT | 064 22012135243 PU COT | Bercicio ¢ 1656
[ tenr  [1Ad|  r|Unen|POACK Zmn@ei | G591R0HE 172638 P CDT | (2E0N2 135248 PN CDT | Beoen 1658

4 | Lale 02 45 1 | Urknawm D& Chl 200nmiddEom [ DBMAROZ 1727 53 PMCOT | 06K 22012135243 PW CDT | Bercicia ¢ 1654

5 | Estandar 143 1 | =tandard FOACH Z0mmEghenm [ DBM1RON2 T Ez4e PRICDT | D6/ 2202135243 PHCDT | Hercici ¢ L= > Proceso de Datos
fi | Blanco 141 2 | Urknawm A0 Chl 200nmi@dEom | DGMR0ZAT 1500 PMCDT | 06H 22012155243 PMCOT | Bercicia | 1646

7| Banco A1 1 [Urknovim FOACH A0nmiddfrm | DGMAZIZ T34 P COT | 064 20002135248 P CDT | Bercii 4 1648

| hoecushiidsd | 1:4,2 3 [Urknowm FOACH 200nmi@dEom [ 061202172128 PMCOT | 06H 22012155243 PM CDT | Bercicia § 1631

9 | Adecushivied | 142 4 | Urkrowm FOACH A0nmidd fnm [ DGS1R0Z 1T 00 PICDT | 068 2202 135243 PUCDT | Beroici < 1650 J
TJH hiscusblidad | 14,2 3 [ Unknoven FOACH 200nmi@dEnm [ DBA1R0121718:54 PMCOT | 0GR 22012 13.5243 PM COT | Bercicio { 1649

16. REPORTE DE LOS DATOS

16.1. En la pestafia Results, seleccione la(s) secuencia(s) que requiera reportar. Dar
clic derecho y seleccionar Preview/Publisher (Vista previa/editor).

= EES N
‘AN
FiterBy | Proczssed Ths Week hd 0 ek Rows: 11000 |{1 41) )||

lE Sample Sets| Inzctions | Channsls | Metnods |Resuit Sets| Results |Peats | Fraciions | Sign Ofis| Cuves | View Fiters {Custom Fields |

E Channel | Processad Channe! Descr. Date Processed Processing Method |  Processed By 4anual | Faulfs |Result I3
FF1208- 2 Systerv/Adminisirator 4 r
New Method s T
3 Z 4 Sys 4 B r
Review
4 | DFF1208-45 KT NG ¢ jown 5471 COT SystervAdminisirator 2 210 | T | o128
ompare
5 [oFF1208-15 T b 014 52144 M COT |51 SystervAdministrator 2 | || 4o
= Preview/Publisher T = 5 o
6 | DFF1208-15 KT SystervAdminisirator 2 A C || o283
7 |DFF120845CONT  Process... fown System/Adrministrator 2 A T | T | #r2m
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16.2. Indicar el método de reporte y dar clic en OK.

e . ==

Please select the Report Method that you would like to use to preview the data
that you have selected:

¢ Use the Report Method in the acquisition Method Set C_MET_LEDEFAR.
" Usethe Report Method named Default,

" Use a Report Method that was generated to be appropriate for the selected data.

+ |Use the following Report Method: IVMCQ_MUESTHAS LI
" Use the currently open Report Method named Untitled.

Cancel | Help |

16.3. En seguida aparecera el reporte seleccionado.

I Default Individual Report in Manval de uselFjercicia | as System/Administraror - Repart Pusisher Preview) g

gl m il o le ol sle ol @ e o

Oefault Individual Report

SAMPLE |INFORMATION

Sarnpls Marme: Adecusbildad Azguited By Svetem

Sarnple Twae. Unkeewrr Samele SviHame  Eircici 1

“al: 142 Mg, Mothod St Eisrcicin 1

Irjecton # ] Procaseang Method:  Eproiceo 1

Imecton Yaluma 200d Channs! MName: POACHT 200nmEhd dnm
Run Time: .0 Miaukee Pree. Chri.Dezer:  PDACH] 200nmEd Sam

Crale Acgured. 06/41201297:16:10 PMCOT
Dosle Procesesd  08A22012138248 PMCOT

T —=Nimesulida- 1535

[Spen an suidting dearent Prajeds Mainual de ws ol oo § Tidkviduel
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Peak Summary Report
-~

am 0i0 ol oo dn 0s0 50 oja 1% ain 100
s
Samphk Mlame Blanco; Dae Acquired: 051112012 17:13:44 PIMCODT; Vat 1A, mecton. |
Samph Mama Banco; Dake Acquiad: 051112012 17150 PMCDT, Vbt 1Al necton 2
— Samph Mame Adecusbidas, Date Acquired: 051112012 17:16:19 PMCOT, Vi 1:A2; Irjecton |
Samobk tame Adecushidad Dae Acquied 0612012 1717 35 PMCDT, va 1'A2]Irjecton 2
Sampk Mama Adecusbidad Date Acquired 061120712 17 1654 PMCDT, vl 1:A2; Iriecton 3

16.4. Para observar las secuencias dentro del reporte, seleccione el icono «Next
Page»

Peak Summary Report in Manual de uso\Fjercicio 1 as System/Adminislmtor Report Publisher

anu. oAl fo 1 ax

{caimsimsl ol | o eniae] i sl i

im i e | Rotmrton Meigin
TAc | 0 35770
frey arsr 3 rasare

1Az

Az

5
a D8 | 202200 S0 [ 193087
1 oe37 6 | 125020
2 07 127807
)
1
.

0 g or | 128200
oes7 |2 ar [ 13131
=D 1941 131 z06
0638
ool
[EE)

ak Summary with st:llttlcn
Name: Propil Paraben

Retertion
Time mm

Proei Parshans 0 4sn
Pl Parsbimn Oaan
Prostl Parsbns 0445 | 227860 207101
2 | Prosil Parabare 0445 | 2 200502
Bl Parsbiarn adan 200023
Froot Parskon. aer |z 206707
Propil Parshans oaar | = 207e67
| st Pacatiers “a4ar [31s12 | =304 [158e@
Prootl Parshans G447 |eme 2 05 | 160060

Nane moa Hotare

slz|of<[oa|s|afo]s
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16.5. Para editar el reporte dar clic en Closed (cerrar), seleccionar de la lista la
funcion deseada y arrastrar la tabla hasta el reporte para que pueda ser copiada.

Tablas ____
Curvas de Calibracion —=

Informacion del método
de procesamiento |

Informacion del

= {22 Chromatograms

+ |42 Zeroed Baseline Chromatograms
31 =) Tables

= |# LC Galibration Curves

= {® LC Calibration Point Tables

= | B LC Calibration Avg. Point Tables
= | Fraction Tables

4 Oy Instrument Methods

+) B Processing Methods

3 Report Methods

¢f Export Methods

R|@E| s | |

Cromatogramas

Informacion del método
de instrumento

Informacion delmétodo Set

Method Sets

método Sample Set

Insertar unaimagen___°

Datos de Area, Altura_|
DatosdePureza___|

s System Information
Tl Software Qualification
B Sample Sets

@ Sample Components
= Comp Status Reports
= m Post Run Reports

= E5 eCord Information

4 Drawing Objects

© Special Information
3 Fields

&/ Result Custom Fields
Q@ Composite Groups
== Page Breaks

= %) Acquisition Logs

= {A° Internal Standard Groups
-+ | Peak Ratio Groups
L@ |1 PDA/MS Groups

P
Bl Sample Set Methods
b

+

+

0

CROBRORORCEC

31 L System Suitability Groups

Informacion del sistema

Componentes de lamuestra

Registros de Adquisicion

Adecuabilidad
del sistema

16.6. Parainsertar una imagen, ir a la funcion Drawing Object, dar clic derecho en la
funcion Graphycs >> New Graphic y dar clic en Ok. Seleccionar Load Graphic,
y buscar la carpeta donde se encuentra la imagen. (sélo se admiten los formatos
de imagen de tipo bmp, gif o emf).

16.7. Para editar las tablas, dar clic derecho y seleccionar Propiedades de la tabla
(Table Properties), seleccionar las funciones deseadas, y dar clic en Ok.

16.8. Para editar cada columna de la tabla, dar clic derecho y seleccionar
propiedades de la columna (Column Properties).

16.9.Para observar las secuencias dentro del reporte, seleccione el icono «Next
Page» 0 «Previous page» (pagina siguiente o anterior).
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16.10. Para ver el reporte dar clic en el icono El
E’ablepmpedies -
Table | Component Summary | Peaks | Order By | Fonts | Colors | Name |
-\ Peak . Table Tile
-4\ % Amount Metformina Clorhidrato -
I/ % Avea =
/A, % Deviation !_1
LA % Height i:‘ " Left Alignment (% Center Alignment " Right Alignmert
1\ 2nd Derivative Apex ‘
-1\, Amount 4| SampleName |Name |Vial [Inj | RT |Pt |Pm
A Area
-4\, Baseline End
-1/\ Baseline Stat
£\ Concentration _.|
-4\, Cortrol Value
/A Curve ld —j
-4/\, Curve RT
£\ End Height
i\ End Tme
-/\, Height <
- e —-i Column Propert I [V Print Blank Columns |V Include Duplicate Results

Sirven para seleccionar varias

funciones

OKICmoall

|

16.11. Una vez listo el reporte, dar clic en el icono Save (Guardar) E y Print

-

| para imprimir el reporte.
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Print 'i'@
Prirtar
[YPSNHF Officejel 100 McbieL411  Rd| Propeities _J
Stalus Aeady
Typa: HP Ciicapt 100 Mcbie L411
Where: USEe00
Comment: I Pinttofle
Pt 1ange Copes
R | MNumber of copies: [1 —
T Pages hom Il b f2 I =
- 3 ¥y 3 |
[ ok ! Cancsl

17. APAGADO DEL EQUIPO.

A Indicacion: El equipo se puede apagar de manera automatica programando
este al término de la sesion de trabajo, para ello es necesario elaborar un método
set de Apagado (Ver Lavado y Apagado).

17.1. En la consola ACQUITY UPLC System hacer clic en Control y enseguida
dirigirse a Start up system (Control > Puesta en marcha del sistema).

A ACQUITY UPLC Console for System Clase H on Node CORTES:

BEACQUITY UPLE Syatem Comidl | Configue  Maintan  Troubleshod
it Quatemary Sclvert Manag ;
+ Surpb MWQSI‘TN Set flow...
% Celurn Stop thw
i+ PDA Deteclo -
Plols Stait up spstan.. [%
Manlenance Counless Prime solvents
Loge Fime 24 wath .\

17.2. En la pestafia Equilibrate to Method (Equilibrar el método), ir a «QSM» y
disminuir poco a poco las condiciones del flujo de trabajo de la bomba hasta un
flujo de cero.
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Prove Salvests - Ophons Characernze Equailibrate to Method |
71 QSM | o
Quaternary Solvent Manager
Flow miimn
somvent s [0 »
Solvent B: %
Solvent C: %
Solvent D: [0.0 %

17.3. Seleccione la pestafia «SM», y desactive las acondiciones de la temperatura de

trabajo.
System Slartup

Prive Seliests | O Cherarerie Equiibrate to Method |
§M| o5 | cite |

Sample Manager FTN

|m -| |||:_ LIILI I I:II:

17.4. Dirijase a la opcion «Other» y apague la lampara desactivando la opcién
«Lamp Onx», enseguida dar clic a la opcién «Start»
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—_—rrre e —

System Startup

= Salentz | O 1 Cheracterre Eguulibrate bo Method
=1 | o1 Otheer
[w] Lamg On
T
| B

17.5. Cerrar la ventana de la consola ACQUITY UPLC System.

17.6. Pulsar el indicador de encendido/apagado situado en la parte superior izquierda
del detector.

17.7. Apagar el Sistema administrador cuaternario de solventes y el Sistema
administrador de muestras pulsando el interruptor de encendido/apagado situado
en la parte superior izquierda de la puerta de cada dispositivo.

17.8. Apagar el CPU y monitor.

A Indicacion: Con el fin de proporcionar una ventilacién adecuada, los ventiladores
del Sistema administrador de muestras funcionan de manera continua, incluso cuando
el interruptor de encendido se encuentra en la posicion "off" ("desconectado").

4 Observacion: Los ventiladores solamente se apagan cuando el cable de
alimentacion se desconecta de la parte trasera del instrumento.
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18. COLOCACION DE LA COLUMNA.

A Advertencia. Para la colocacién o cambio de una columna es necesario
siempre utilizar guantes libres de polvo mientras se realiza este procedimiento.

18.1. Abrir la compuerta de la columna, la cual se encuentra ubicada en la parte

superior del Administrador de muestras.

18.2. Con mucho cuidado retirar el control electrénico de la temperatura.
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18.3. Quitar la mini unién de conexién. Con las manos desenroscar la tuerca de
acero inoxidable seguida del conector de acero en chapa de oro y enseguida
desenroscar el conector del otro extremo del tiempo muerto (plastico).

Mini union
de conexién

A Advertencia: Tener cuidado de no perder el peek que se encuentra en la
punta del conector de acero en chapa de oro, ya que este evita las fugas en la

columna.

o Precaucion: Para evitar que se caiga el peek del conector se recomienda
colocar el control electrénico de la temperatura en su lugar antes de colocar la

columna.
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18.4. Para colocar la columna primero se deben de retirar los conectores de ambos
extremos de la columna.

18.5. Con las manos, colocar la columna siempre fijandose que la direccién del flujo
se dirija del muestreador hacia el detector. (La direccién del flujo aparece marcada
en la columna)

Detector

— 4——_‘."\

Direccion del flujo
i S

18.6. Colocar el otro extremo de la columna en el conector de acero en chapa de oro
y ajustar la distancia.

A Advertencia: Siempre que se vaya a colocar una columna hay que
desenroscar la tuerca de acero inoxidable para marcar la distancia de la columna
y asi evitar posibles fugas.
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18.7. Una vez ajustada la distancia de la columna, asegurar esta con la tuerca de
acero inoxidable.

18.8. Situar el control electrénico de la temperatura en su lugar y acomodar la
columna.

18.9. Colocar el chip controlador de inyecciones en la parte lateral derecha del
instrumento.

18.10. Cerrar la compuerta.
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19. COLOCACION DE LA MINI UNION DE CONEXION.

A Advertencia. Cuando no se trabaje con el equipo hay que proceder a retirar
la columna y colocar la mini union de conexion.

Precaucion. Para la colocacion la unién de conexion, es necesario siempre
utilizar guantes libres de polvo mientras se realiza este procedimiento.

19.1. Abrir la compuerta donde se encuentra ubicada la columna.

19.2. Con mucho cuidado retirar el control electrénico de la temperatura.

19.3. Quitar la columna. Con las manos desenroscar primeramente la tuerca de
acero inoxidable seguida del conector de acero en chapa de oro, finalmente
desenroscar el conector de plastico ubicado en el otro extremo de la columna.

A Advertencia: Tener cuidado de no perder el peek que se encuentra en la
punta del conector de acero en chapa de oro, ya que este evita las fugas en la
columna.

0 Precaucion: Para evitar que se caiga el peek del conector se recomienda
colocar el control electrénico de la temperatura en su lugar antes de colocar la
mini unién.

19.4. Colocar la mini unién de conexién Con las manos enroscar el conector de
acero en chapa de oro en uno de los extremos de la mini unién y enseguida
asegurar este con la tuerca de acero inoxidable, finalmente con las manos
enroscar el otro extremo de la mini unién en el conector de plastico.

Mini unién de conexién
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20. CAMBIO DE LOOP

Cuando se requieran hacer inyecciones con un volumen mas grande es necesario

instalar un dispositivo de extension.

0 Precaucion: El equipo tiene un loop de 10ul si se le coloca un extended loop de
50ul entonces el volumen total sera de 50ul. Por lo tanto, el volumen del extended loop

es el volumen total del inyector.

& Advertencia: El volumen del loop no debe sobrepasar el volumen de la jeringa, de

ser asi, realizar un cambio de jeringa.

A Advertencia: Es necesario siempre utilizar guantes limpios y libres de polvo

mientras se realiza este procedimiento.

20.1. Abrir la puerta de seguridad del inyector.

20.2. Desconectar la conexion 4 de la valvula para poder colocar el extended loop a la
entrada de esta.

20.3. Quitar con mucho cuidado el empaque negro que posee el extended loop.
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20.4. Utilizando una columna, apretar el conector de acero en chapa de oro del extended

loop.

-

20.5. Retirar la columna del extended loop.

20.6. Utilice una llave para asegurar que el extended loop quede bien apretado.
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20.7. Verificar que el conector de acero en chapa de oro no se desplace libremente.

20.8. Colocar el extended loop en la conexion 4 de la valvula.

20.9. Utilizando una llave, asegurar que quede bien sujeto la entrada del extended
loop en la valvula.
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20.10. Colocar el tubo de inyeccién en la entrada del extended loop.

20.11. Utilice una llave para sujetar el extended loop con el tubo del inyector.

20.12. En la consola ACQUITY UPLC System seleccionar Sample Manager (Sistema
administrador de muestras).

20.13. Hacer clic en Maintain > Calibrate System Volume (Mantenimiento >Calibrara
volumen del sistema) para caracterizar los volimenes del sistema nuevo.
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21. CAMBIO DE LA JERINGA

A Advertencia: Dependiendo del tipo de loop que se vaya a utilizar se debe

verificar si hay que cambiar o no el tamafio de la jeringa o la aguja.

A Advertencia: Es necesario siempre utilizar guantes limpios y libres de
polvo mientras se realiza este procedimiento.

21.1. En la consola ACQUITY UPLC, seleccionar Sample Manager (Sistema de
gestién de muestras) en el esquema del sistema.

21.2. Hacer clic en Maintain > Replace > Sample syringe (Mantenimiento >
Reemplazo > Jeringa de muestra). Esto activa un asistente que desplaza la

jeringa a la posicién mas baja.

21.3. Extraer el tornillo estriado que sujeta la jeringa de muestras al soporte del

montaje de la jeringa.

A Indicacidn: En caso de que esté muy apretada la jeringa, ayuadese con unas

pinzas y con un trapo para quitarlo.
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21.4. Retirar la jeringa del equipo.

0 Precaucioén: Tener cuidado de no doblar el émbolo al sacar la jeringa.

21.5. Rellenar la jeringa con un solvente organico de preferencia metanol grado

HPLC.

A Advertencia: Nunca llenar la jeringa con 100% de agua ya que se puede
contaminar y a su vez, habra mas formacién de burbujas.

21.6. Succionar varias veces hasta eliminar las burbujas de aire.
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21.7. Instalar la jeringa en su lugar cuidando de NO apretar la jeringa, solo hasta el
tope.

21.8. Limpiar el solvente que caiga con un trapo seco y limpio.
21.9. Verificar que no haya fugas.
21.10.Colocar el tornillo de soporte.

ﬁl\ Indicacion: En caso de que se pase el movimiento de la jeringa se debera
hacer una purga de la misma para eliminar las burbujas.
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21.11. Ir a la consola ACQUITY UPLC System y en

la ventana Volume

Configuration (Configuracion de volumen), especificar los cambios realizados.

21.12.

21.13.
21.14.

21.15.
21.16.

Dar clic en «Ok».

Dirigirse a Control y enseguida seleccione la opcion Reset SM (Reajustar SM)
Observar hasta que la luz del equipo deje de parpadear.

Dirigirse a Control y luego seleccione la opcion «Prime» (Principal).

Especifique los cambios de lavado y purgado del inyector y dar clic en «Ok».
Se recomienda realizar un lavado de 5 ciclos de 15 segundos cada uno.
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22. CAMBIO DE LA AGUJA

22.1. En la Consola ACQUITY UPLC, hacer clic en Sample Manager (Sistema de
gestién de muestras), en el panel izquierdo.

22.2. Seleccionar Maintain > Change needle (Mantener > Cambiar aguja).
Aparecera un mensaje que solicitara la extraccion de la placa de muestras de la
derecha del compartimento del sistema administrador de muestras.

22.3. Abrir la puerta del sistema administrador de muestras. Tirar hacia fuera de la
bandeja derecha y extraer la placa de muestras, en su caso.

22.4. Tras extraer la placa de muestras de la bandeja, hacer clic en OK en la ventana
de mensajes de la Consola ACQUITY UPLC.

o Precaucion: Fijarse muy bien en la posicién en las que se encuentran las
vias, ya que de lo contrario la aguja se puede atorar al tomar la muestra.
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22.5. Desconectar la entrada de la aguja de la valvula.

o Precaucion: Cuidar que todas las partes retiradas queden en el lugar que

correspondan al final del cambio.

22.6. Quitar con mucho cuidado la aguja.

Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion.

163

Pag. 102 de 129




Laboratorio de Ensayos de
Desarrollo Farmacéutico

MANUAL DE OPERACION
PARA EL EQUIPO
ACQUITY UPLC CLASE H

Numero de cédigo:
MAN-OP-01

Revision: 0

Fecha de aplicacion:
Enero-2015

Fecha de vencimiento:

Enero-2018

LEDEFAR

22.7. Con una lupa ver si la aguja no tiene particulas visibles.

22.8. Para colocar la aguja observar un sello color beige por donde debe de pasar la
aguja, y seguir el camino que esta marcado por cada ranura.

22.9. Colocar la tapa de seguridad.

22.10. Verificar en el software si la jeringa fue colocada correctamente.
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22.11. CARACTERIZAR EL SELLO DE LA AGUJA.

Calibrar la aguja para verificar que el volumen que tedricamente tiene sea el

correcto.

22.12. Dirigirse a la pestafia Maintain y en seguida seleccione la opcién
«Characterize needle Seal»

Configure Mamuml Troubleshoot Help

Charactenze needlie seal

ise close |-
Regayre »
Calibrate needle Z axis

ons
Necdle sesl readiness lest
Leak test

ple Pressur
Disable motors

psi

Fark needle and ijecton valve
Reset ijection count

ltor Valve:
Create log entry

22.13. Dar clic en la opcion Start, esperar que termine la corrida y observar el
mensaje de si pasa 0 no pasa la aguja. Si no pasa vuelva a colocar la aguja.

e

Rum tene

Dar Clic

<< Fesfs

___h_
~
Cose
a1
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Characterze Needie E
Calibrating seal
Run teme:
BT | .
' k C Resfts |
}
Results
Passed:
Fl Seal Constant: N/mm
Distance To Seak mm
Foot Offset: mm
ot~
.
P re et Y”
~2i ( migt G 46 N jmm
Tt amer To Seat 7.1 -
Foat Offyet 2.0 e
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22.14. CALIBRAR EL EJE Z DE LA AGUJA

22.15. Retirar los platos del equipo.
22.16. Utilizar una tarjeta pequefa para calibrar la posicién de la aguja, y colocarla en
la posicién donde van los platos.

22.17. En seguida indicar al software la calibracién del eje Z, para ello abrir la
ventana Calibrate Needle Axis y seleccionar el desplazamiento de la aguja de

0.1mm.
Calibrate Neadle £ Axis
Keypail Displacement per keystroke:
@0lmm | OO0 mm
Results
Z offset; i
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22.18. Ir moviendo la aguja hacia abajo o hacia arriba milimetro a milimetro por
medio de los iconos (+Z) (-Z) hasta el nivel de la tarjeta.

Calibrate Neadlz I AXis

Results

2 off=et:

Keypail Displacement per keystrokes

Folom C10mm

Clage

e ]

mm

0 Precaucion: Tener cuidado de no exceder el nivel de la tarjeta, ya que, la

aguja se puede doblar.

22.19.Mover la aguja de 0.1mm en 0.1mm hacia abajo por medio del icono (-Z) hasta

el tope de la tarjeta.
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22.20. Detener hasta cuando se sienta que la tarjeta no se desplaza libremente.

22.21. Con el icono (+Z), subir de 0.1mm en 0.1mm hasta que se sienta que la tarjeta

se desplaza libremente.

22.22. Regresar al software y guarde la altura; para ello dar clic a la opcién «Save»

Calibrate Needle I Axis

Keypai Displacement per keystroke:

{1 01 mm

31.0 mm

Crarl

=

Resulks

2 offset; mm

22.23.Seleccione la opcion Yes.

22.24. Verificar que la altura este entre 2mm que es la altura equivalente a la del

fondo del vial y la aguja.

B rwol 3

ot 1

22.25. Cerrar la ventana.
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23. PURGADO DE LAS LINEAS EN CASOS DE CONTAMINACION.

A Advertencia. Este procedimiento es Unicamente para casos de contaminacion, ya
gue el purgado del equipo se realiza de manera automética.

Cuidados del Sistema Administrador Cuaternario de Solventes.

e Siempre hay que realizar un Lavado de sellos antes de utilizar el equipo.

e Verificar que no haya contaminacibn en los solventes (filtrado
recomendable con filtro de 0.21 micras para evitar el tapado de las
columnas)

o Verificar antes y después de usar el equipo que siempre el sensor este
encendido.

o Precaucion: Para evitar la contaminacién de las lineas, columna, etc. Es
necesario primordialmente antes de empezar a trabajar verificar las condiciones de
los solventes todos los dias (revisar que no haya contaminacion: microbiana,
precipitacion)

A Advertencia. Los componentes pueden estar contaminados con materiales
peligrosos y/o toxicos. Siempre use guantes limpios, sin talco y resistentes a
compuestos quimicos, mientras se realiza este procedimiento.

23.1. Abrir la caja de seguridad de la bomba.
23.2. Sacar el filtro del frasco contenedor de la linea que se desea purgar.
23.3. Con las manos quitar la linea contaminada.

Lineas
de flujo
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23.4. Colocar un trapo limpio y un vaso debajo de la linea para que caigan los residuos

de solvente.

(b)

23.5. Utilizando una jeringa succionar la linea contaminada.

23.6. Colocar el filtro en el frasco del solvente y succionar con la jeringa la linea
contaminada las veces necesarias hasta observar que no haya contaminacion.

23.7.
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0 Precaucion: Tenga cuidando de no apretar mucho la linea al momento de
colocarla, solo al tope ya que de lo contrario pueden aflojarla y causar fugas.

0 Precauciéon: Cuando se va hacer un cambio de solvente por otro que no sea el
mismo, es necesario lavar el filtro con agua antes de meterlo en el frasco con el
nuevo solvente.

oPrecauci()n: Cuando se va hacer un cambio de fases de una normal a una
reversa, es necesario primero hacer un lavado con un disolvente miscible; por
ejemplo, metanol en vez de agua para evitar la contaminacién de la muestra o la
precipitacion de la misma.

ANEXO A

RECOMENDACIONES PARA EL MANTENIMIENTO DEL EQUIPO ACQUITY UPLC
CLASS-H

1.- Lavar el sistema con metanol o acetonitrilo de grado HPLC filtrado y desgasificado.

A Indicacion: solo se deben utilizar solventes de grado HPLC completamente
desgasificados. Si hubiera gas disuelto en la fase mévil podria formar burbujas en
la celda de flujo e impedir que el detector efectie correctamente la prueba de
diagnostico de Reference Energy (Energia de referencia).

2.- Bombear fase movil durante 15 minutos por lo menos.
3.- Comprobar que la celda del detector esté llena de solvente y verificar que no tenga
burbujas.

0 Precaucion: si la celda contiene aire, el detector no se pondra en marcha
correctamente. Para evitar dafar la celda de flujo con el paso de luz, no se debe
encender la lampara del detector cuando no hay solvente en la celda o cuando
esté seca.
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Se deben seguir estas recomendaciones generales a la hora de realizar un
andlisis UPLC:

e Utilizar solventes, soluciones bufér y aditivos de alta calidad (especificos para
HPLC o MS).

e Utilizar agua de alta calidad (especifica para HPLC o MS).

e Los solventes acuosos se deben de cambiar diario y los solventes organicos se
deben cambiar minimo cada semana.

e Filtrar diario los solventes para minimizar el crecimiento microbiano.

e Se deben utilizar siempre filtros de solventes en los tubos de las botellas de
solventes.

e Filtrar las soluciones bufér de preferencia con un filtro de membrana de 0.2 ym.

¢ Almacenar las soluciones concentradas y utilizarlas para preparar las soluciones
de trabajo.

e No afadir solucion bufér nueva a la vieja, ya que esto puede favorecer el
crecimiento microbiolégico.

¢ No bloquear la linea de purga del desgasificador; recortar el tubo si es necesario.

¢ No se deben sumergir en liquidos los conductos de evacuacion de desechos y del
desgasificador.

e Lavar las soluciones bufér del sistema con agua inmediatamente después de
utilizarlas.

e Utilizar un solvente organico al 70-80% en agua como solvente de
"almacenamiento”, si el sistema va a permanecer inactivo durante un periodo de
tiempo prolongado (mas de 72 horas).

e Mantener el conducto del lavado de lineas llenado.

e Llenar los conductos de solvente durante la puesta en marcha del sistema.

e Supervisar el nivel de desechos para garantizar que nunca llegue a niveles
demasiado altos.

e Iniciar los gradientes con algo de contenido organico (0.1%, por ejemplo) para
lograr la formacién de un gradiente mas homogéneo y predecible que cuando se
inicia sin contenido organico.

e Utilizar la opcion Load Ahead (Precarga) si se desea utilizar un tiempo de ciclos
mas corto.

e No utilizar la opciéon Load Ahead (Precarga) o Loop offline (Desconexion del
bucle) cuando se solucionan problemas de arrastre.

e Al instalar o retirar una columna, mantener en su sitio en todo momento el control
electronico de la temperatura del horno de precalentamiento activo.
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ANEXO B

CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LOS SOLVENTES.

A Advertencia: Para evitar los riesgos implicitos a la manipulacion de compuestos
guimicos, se recomienda cumplir siempre con las buenas practicas de laboratorio
cuando se trabaje con el sistema, se manipulen solventes o se cambien tubos. Leer
las hojas de datos sobre seguridad de materiales referentes a los solventes que se
van a utilizar.

1. Solvente de lavado

El sistema de lavado utiliza un solo solvente para limpiar la parte exterior de la aguja de
muestras y rellenar el sistema de lavado. El solvente no entra en la trayectoria del flujo de
inyeccion.

2. Solvente de purga

La funcién principal del solvente de purga es transportar la muestra a lo largo de la
trayectoria de inyeccion. El solvente de purga rellena también la jeringa de muestras y la
trayectoria de inyeccion. La inyeccion de solvente en la columna solo se produce durante
la dilucién automatica, cuando se utiliza como el solvente de dilucién.

3. Acondicionamiento activo del solvente

Las aplicaciones de HPLC y UPLC se benefician del calentamiento de la fase mévil antes
de que llegue a la columna, lo que mejora las separaciones cromatograficas. El horno de
columnas ACQUITY UPLC H-Class utiliza un precalentador para acondicionar el solvente
a medida que entra en la columna. El horno de precalentamiento activo es una fuente de
calor que aumenta la temperatura de la fase movil entrante (y de la muestra inyectada)
hasta la temperatura programada del compartimento de columnas.

A Indicacion: el precalentamiento activo es la configuracion predeterminada del
sistema ACQUITY UPLC H-Class. Se puede utilizar un estabilizador de columnas
pasivo opcional para los métodos cromatogréficos existentes que no admitan el
precalentamiento activo.

4. Solventes limpios

Los solventes limpios proporcionan resultados reproducibles y permiten un mantenimiento
minimo de los médulos.
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Los solventes sucios pueden producir ruido en la linea base, pueden obstruir los filtros del
recipiente de solventes, los filtros de entrada y los conductos capilares.

5. Calidad de los solventes

Para obtener los mejores resultados posibles se deben utilizar solventes de calidad
HPLC/MS, el requisito minimo es calidad HPLC. Es necesario filtrar los solventes a través
de un filtro de membrana apropiado.

O Recomendacion: comprobar que el solvente seleccionado es compatible con las
recomendaciones del fabricante o el proveedor del filtro de membrana.

6. Preparacion de los solventes

Mediante una preparacién adecuada de los solventes, principalmente mediante filtracion,
se pueden evitar muchos problemas de bombeo.

@ Recomendacion: siempre se debe utilizar material de vidrio &mbar para inhibir el
crecimiento microbiano.

7. Agua

Se recomienda utilizar Unicamente agua procedente de un sistema de purificacion de
agua de alta calidad. Si el sistema de agua no proporciona agua filtrada, se debe filtrar
con un filtro de membrana de 0.2 ym antes de utilizarla.

0 Precaucion: el uso de agua al 100% puede producir crecimiento microbiano. Se
recomienda cambiar las soluciones que contengan agua al 100% cada dia. Si se
aflade una pequefia cantidad de solvente organico (~10%) se evita el crecimiento
microbiano.

8. Utilizar soluciones bufér

Ajustar el pH de los bufér acuosos. Filtrarlos para eliminar el material insoluble y, a
continuacién, mezclarlos con los modificadores organicos adecuados. Tras utilizar un
bufér, se debe enjuagar la bomba mediante un rellenado en hiumedo de, al menos, cinco
volimenes del sistema con agua destilada o desionizada de calidad HPLC.

Si la bomba ha estado parada durante mas de un dia, debe enjuagarse con una solucion
de metanol/agua al 20% para evitar el desarrollo de microorganismos.
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@ Precaucién: algunas soluciones bufér pueden ser incompatibles con los
espectrometros de masas. Se recomienda consultar la documentacién que
acompafia al instrumento para conocer las soluciones bufér compatibles.

A Indicacion: para evitar las precipitaciones salinas, la concentracion de las
soluciones tampoén no volatiles no debe ser superior a 100 mM.
9. Solventes bufér

Al utilizar un bufér, se deben elegir reactivos de buena calidad vy filtrarlos a través de un
filtro de membrana de 0.2 um.

@ Recomendacion: para evitar el crecimiento microbiano, se debe cambiar el
100 % de la fase mévil acuosa cada dia.

Recomendaciones sobre los solventes

A Indicacion: es posible utilizar algunos solventes de fase normal en el sistema
si se llevan a cabo las modificaciones apropiadas.

10. Directrices generales sobre los solventes

Se deben seguir siempre las siguientes directrices generales sobre solventes:

* Utilizar material de vidrio ambar para inhibir el crecimiento microbiano.
* Filtrar los solventes. Las particulas pequenas pueden bloquear los conductos capilares
del sistema. Filtrar los solventes también mejora el rendimiento de la valvula de retencion.

11. Solventes recomendados

* Acetonitrilo

* Mezclas de acetonitrilo/agua
* Isopropanol

* Metanol

* Mezclas de metanol/agua

* Agua

Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion. Pag. 115 de 129

176




. NUmero de codigo:
Laboratorio de Ensa,yo_s de | MAN-OP-01
Desarrollo Farmacéutico Revision: 0
MANUAL DE OPERACION | Fechade aplicacion:
Enero-2015
PARA EL EQUIPO
ACQUITY UPLCQCLASE H | Fechade vencimiento: LEDEFAR
Enero-2018

12. Otros solventes

Se pueden utilizar los solventes siguientes. Sin embargo, se debe tener en cuenta que
estos solventes pueden reducir el tiempo de vida atil del instrumento. Si se utilizan
habitualmente los solventes de esta lista, se recomienda instalar el kit de compatibilidad
con hexano/THF.

* Tetrahidrofurano (THF)

* Hexano

* Acetona

* Acetato de etilo

* Hexafluoroisopropanol (HFIP)

Notas:
— 1-4% de soluciones acuosas de HFIP para aplicaciones de oligonucledétidos.

— EI HFIP no se debe utilizar nunca junto con eluyentes de lavado.

Al cambiar los solventes de fase reversa habituales se debe tener en cuenta la polaridad
del solvente. Aclarar el sistema con un solvente de polaridad intermedia (como
isopropanol) antes de introducir solventes no polares como el THF o el hexano.

13. Aditivos/modificadores

« Acido etilendiaminotetraacético al 0.1% (EDTA)
« Acido heptafluorobutirico al 0.1%

* Trietilamina (TEA) al 0.1 %

« Acido trifluoroacético (TFA) al 0.1 %

+ Acido férmico al 0.2%

« Acido acético al 0.3%

* 10 mM de bicarbonato de amonio

* 10 mM de tampodn fosfato

* 50 mM de acetato amonico

* 50 mM de hidréxido de amonio

14. Disolventes de la muestra

* Acetonitrilo

* Mezclas de acetonitrilo/agua
* Cloroformo

* Dimetilformamida (DMF)

* Dimetilsulféxido (DMSO)
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* [so-octano
* Isopropanol
* Metanol

* Mezclas de metanol/agua
* Diclorometano
* Agua

@ Recomendacién: no utilizar soluciones bufér para lavar las agujas.

15. Agentes de limpieza

« Acido fosférico (£30%)
* Hidréxido de sodio (<1M)
« Acido férmico (£10%)

16. Solventes NO permitidos

Se deben evitar los siguientes solventes:

e Solventes que contengan halégenos: fltor, bromo o yodo.

e Acidos fuertes. (Utilizarlos sélo con una concentracion baja, <5%, a menos que sea
como agentes de limpieza. Evitar utilizar acidos como fases moviles cuando su pH
sea <1.0.)

e Los compuestos peroxidables como los éteres de calidad UV, THF no estabilizado,
dioxano y diisopropiléter. (Si se tienen que utilizar compuestos peroxidables, es
necesario comprobar que se filtran a través de 6xido de aluminio seco para adsorber
los peréxidos que se han formado.)

e Soluciones gque contengan concentraciones elevadas de agentes complejantes como
el acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

e Por lo general, no es recomendable utilizar cloroformo, diclorometano, solventes
halogenados ni tolueno en los sistemas ACQUITY UPLC HClass.

¢ No obstante, se pueden utilizar estos solventes en disoluciones débiles (<10%) como
aditivos, disolventes de la muestra o modificadores.

¢ Cuando se utiliza THF o hexano, se deben instalar tubos de acero inoxidable y
minimizar el uso de los componentes de PEEK™.

e Los solventes acuosos no deben permanecer en un sistema cerrado ya que se
utilizan como substrato para las colonias microbianas. Los microbios pueden obstruir
los filtros del sistema y los conductos capilares. Para evitar su proliferacion, se debe
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agregar una pequefia cantidad (~10%) de un solvente organico tales como
acetonitrilo o metanol.

No se recomienda utilizar acido metanosulfénico en los sistemas ACQUITY UPLC H-
Class.

17. Recomendaciones sobre el sistema administrador cuaternario de
solventes.

El sistema de lavado de las lineas no debe secarse nunca, especialmente durante las
separaciones que utilizan una fase maévil polar.

El alcohol isopropilico o las mezclas de metanol y agua, como un 20% de
metanol/agua, son solventes de lavado de las lineas efectivas para las mezclas de
solventes de THF.

Para las aplicaciones de fase reversa, utilizar soluciones de lavado de las lineas
acuosas con un componente organico débil (por ejemplo: metanol/agua en una
proporcion de 1:9).

No utilizar soluciones de lavado de las lineas organicas al 100%.

18. Recomendaciones sobre el sistema administrador de muestras

No utilizar concentraciones de THF o hexano superiores al 10% como solvente de
purga.

Se admite el uso de disolventes organicos de la muestra habituales como el
dimetilsulféxido (DMSO) y la dimetilformamida (DMF).

19. Recomendaciones sobre el detector

Para transportar una celda de flujo a temperaturas por debajo de los 5 °C, se debe llenar
con alcohol.

20. Propiedades de los solventes comunes

La siguiente tabla contiene una lista con las propiedades de algunos de los solventes de
uso comun en cromatografia.
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Continuacion

21. Miscibilidad de los solventes

Antes de cambiar los solventes, se debe consultar la tabla siguiente para determinar su
miscibilidad. Se deben tener en cuenta los efectos siguientes:

* Los cambios en los que se empleen dos solventes miscibles se pueden realizar de
manera directa. Los cambios en los que estén involucrados dos solventes que no sean
totalmente miscibles (por ejemplo, de cloroformo a agua), requieren un solvente
intermedio, como el npropanol.

* La temperatura puede afectar a la miscibilidad de los solventes. Si se esta trabajando
con una aplicacibn a alta temperatura, se debe tener en cuenta el efecto de la
temperatura sobre la solubilidad del solvente.

* Las soluciones bufér disueltas en agua se pueden precipitar cuando se mezclan con
solventes organicos.

Cuando se cambia de una solucién bufér fuerte a un solvente orgénico, se debe enjuagar
a fondo el sistema con agua destilada antes de incorporar el solvente organico.
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Miscibilidad de los solventes:

22. Utilizacion de los valores de miscibilidad (nGmeros M)

Los valores de miscibilidad (nimeros M) se deben utilizar para predecir la miscibilidad de

un liquido con un solvente estandar.

Para predecir la miscibilidad de dos liquidos, se debe restar el valor M més pequefio del

valor M més grande.

e Si la diferencia entre los dos valores M es de 15 o menos, los dos liquidos son

miscibles en todas las proporciones a 15 °C.

¢ Una diferencia de 16 indica una temperatura de solucion critica entre 25y 75 °C, con

50 °C como temperatura 6ptima.
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e Si la diferencia es de 17 o mas, los liquidos son inmiscibles o su temperatura de
solucion critica se encuentra por encima de los 75 °C.

Algunos solventes son inmiscibles con los solventes que se encuentran en cualquiera de
los extremos de la escala de lipofilicidad. Estos solventes reciben un valor M doble.

e El primer valor, siempre menor que 16, indica el grado de miscibilidad con solventes
muy lipofilicos.

e El segundo valor se aplica al extremo opuesto de la escala. Una gran diferencia entre
estos dos valores indica un rango limitado de miscibilidad.

Por ejemplo, algunos fluorocarburos son inmiscibles con todos los solventes estandar y
presentan nimeros M de 0 a 32. Dos liquidos con nimeros M dobles son generalmente
miscibles entre si.

Un liquido se clasifica en el sistema de valores M mediante pruebas de miscibilidad con
una serie de solventes estandar. Luego se suma o se resta un término de correccion de
15 unidades del punto de corte de la miscibilidad.

23. Estabilizadores de solventes

No se debe dejar que se sequen los solventes que contengan estabilizadores, como THF
con hidroxitolueno butilado (BHT) en la trayectoria de flujo del sistema. Si la trayectoria de
flujo, incluida la celda de flujo del detector, esta seca, se puede contaminar con los
residuos de los estabilizadores, por lo que deberd someterse a una limpieza profunda
para recuperar las condiciones iniciales.

24. Viscosidad de los solventes

Por lo general, la viscosidad no es importante cuando se trabaja con un solo solvente o
con una presion baja. No obstante, con una cromatografia en gradiente, los cambios de
viscosidad que tienen lugar cuando se mezclan los solventes en distintas proporciones
pueden producir cambios de presién durante el analisis. Por ejemplo, una mezcla de
agua/metanol 1:1 produce una presion dos veces mayor que el agua o el metanol por
separado.

Si no se conoce hasta qué punto afectardn al andlisis, los cambios de presion se debe
controlar la presion durante el proceso.
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25. Seleccién de lalongitud de onda
Las tablas de esta seccion proporcionan los valores limite de UV para:

e Solventes comunes
e Fases moviles mezcladas comunes

26. Valores de corte de UV para solventes comunes

En la tabla siguiente se muestran los limites de UV para algunos solventes
cromatograficos habituales (se trata de la longitud de onda a la que la absorbancia del
solvente es igual a 1 UA). El funcionamiento a una longitud de onda cercana o por debajo
del valor limite aumenta el ruido de la linea base debido a la absorbancia del solvente.

Longitudes de onda del valor de corte de UV para solventes cromatograficos
comunes:

Eluyente Valor de corte de UV (nm)
Acetona 330
Acetonitrilo 190
Dietilamina 275
Etanol 210
Izopropanol 205
Eter izopropilico 220
Metanol 205
n-Propanol 210
Tetrahidrofurano (THF) | 230

27. Fases moviles mezcladas
La tabla siguiente contiene los valores de longitud de onda limite aproximados para otros
solventes, soluciones bufér, detergentes y fases moviles. Las concentraciones de
solventes representadas son las que se utilizan con mas frecuencia.
Si se desea utilizar una concentracion diferente, se puede determinar la absorbancia

aproximada utilizando la ley de Beer, ya que la absorbancia es proporcional a la
concentracion.
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Valores de corte de la longitud de onda para diferentes fases moviles:
Valor de Valor de
Fase movil corte de | Fase mévil corte de
UV (nm) UV (nm)
Acido acético, 1% 230 Cloruro de sodio, 1 M 207
Acetato de amonio, 10 mM 205 Citrato sddico, 10 M 225
Bicarbonato aménico, 10 mM | 180 Duodecilsulfato de sodio | 190
Polioxietileno (35) lauril éter | 190 Formiato sédico, 10 mM | 200
(BRId 35), 0.1%
3-[(8-colamidopropil)- 215 Trietilamina, 1% 235
dimetilamonio]-1-
propanosulfonato) (CHAPS)
0.1%
Fosfato diaménico, 50 mM 205 Acido trifluoroacético, 190
0.1%
Etilendiamina) sal disédica 190 TRIS HCI, 20 mM, 202, 212
del 4cido tetraacético (EDTA pH 7.0, pH 8.0
disbdico), 1 mM
4-(2-hidroxietilo)-1-4cido 225 Triton™ ¥X-100, 0.1% 240
piperazinataetanosulfénico
HEPES), 10 mM, pH 7.6
Acido clorhidrico, 0.1% 180 Reactivo A PIC® de 200
Waters, 1 vialflitro
Acaido morfolincetanosulfénico | 215 Reactivo B-6 PIC de 295
MES), 10 mM, pH 6.0 Waters, 1 vial/litro

Valores de corte de lalongitud de onda para diferentes fases moviles: (cont.)

Valor de Valor de
Fase movil corte de | Fase movil corte de
UV (nm) UV {nm)
Fosfato potasico, Reactive B-6 PIC de 190
monobasico, 10 mM 190 Waters, UV baja,
dibasico, 10 mM 1580 1 viallitre
Acetato sodico, 10 mM 205 Reactivo D-4 PIC de 190
Waters, 1 viallitro
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28. Absorbancia de lafase movil

En esta seccién se muestran las absorbancias a diferentes longitudes de onda para las
fases moviles mas utilizadas. La fase movil se debe elegir con precaucion para reducir el
ruido de la linea base.

La mejor fase movil para una aplicacion determinada es la que es transparente en las
longitudes de onda de deteccion elegidas. Una fase movil de estas caracteristicas
garantiza que cualquier absorbancia se deba Unicamente a la muestra. La absorbancia de
la fase mévil también reduce el rango dinamico lineal del detector en la cantidad de
absorbancia que se sustrae en la puesta a cero automatica. La longitud de onda, el pH y
la concentracion de la fase movil repercuten en su absorbancia. En la tabla siguiente se
pueden ver ejemplos de diferentes fases moviles.

Las absorbancias que se muestran en la tabla siguiente se basan en una longitud de la
trayectoria de 10 mm.

Absorbancia de la fase movil medida con referencia a aire 0 agua:

Absorbancia en la longitud de onda especificada (nm)
200 [206 [210 [216 [220 [230 [240 [250 |260 [280

Eluyentes

Acetonitrilo 005 (003 (002 (001 (001 |=<=001(|— — —_ —
Metanol (no 206 |(1.00 [0B3 |0.37 |0.24 |0.11 |00b |002 [=<0.01|—
desgasificado)

Metanol 191 |076 |036 (021 |015 |0.06 (002 |=<0.01|— —
(desgasificado)

Isopropanol 1.80 |0.68 (034 |0.24 |0.19 |0.08 |004 |003 [0.02 |0.02

Tetrahidrofuranono |2.44 |2.67 |231 [1.80 [1.64 |0.584 |0.42 |0.21 |0.09 |0.0b
estabilizado (THF,
reciente)

Tetrahidrofuranono |=26 |=26 |=2h6 |26 |=2h6 =26 |>26 |=26 |25 1.4k
estabilizado (THEF,

no reciente)

Acidos y bases

Acido acético, 1% 261 (263 (261 |243 |2.17 |0.87 |0.14 |001 [<0.01]|—

Acidoclorhidrico, 011 (002 [=0.01|— — — . — = —
01%

Acido fosférico, 0.1% | <0.01 | — — — e - — — — -

Acido trifluoroacé- 1.20 |078 |06B4 [0.34 |0.22 |0068 |=002|=<001]|— —

tico

Fosfato diamdnicno 185 (087 |016 (002 | =001 |— — — — —
650 mM

Trietilamina, 1% 2.33 (2.42 [2b0 |24b (237 |1.86 |060O (012 |0.04 |<0.01
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Absorbancia de la fase mévil medida con referencia a aire o agua: (cont.)

Ahsorbancia en la longitud de onda es pecificada (nmj

200 |205 |210 |215 |220 |230 |240 |250 |260 |280

Tampones y sales

Acetato de amonia, |1.88 (094 (0583 |0.25
10 mM

016 (002 [=<0.01|—

Bicarbonato de 041 (010 (001 |=001
amonio, 10 mM

Acido etilendinitrilo [0.11 [0.07 [0.06 [0.04
tetraacético, sal
sodica (EDTA

disodico), 1 mM

0.03 (003 |0.02 |002

0.02 [0.02

4-@-hidroxietil)-1- 245 |250 |2.37 |2.08
piperazinetanosul.
fonato (HEFES),
10 mM, pHT.6

150 |0.28 (003 |<0.01

Acido morfolinceta- 242 [238 [1.89 |0.90
nosulfénico (MES),
10 mM, pHGE.0

045 |0.06 [<0.01|—

Fosfato potasico, 003 |<0.01|— —

monobéasico
(RH,PO,), 10 mM

Fosfato potésico, 063 (016 |0.05 |0.01
dibasico, (K,HPO)),
10 mM

<0.01| — — —

Acetato sodico, 186 (0596 |082 |0.30
10 mM

0.16 |003 [<001|—

Cloruro sodico, 1M (200 (16T |0.40 [0.10

<0.01(— — —

Citrato sodico, 248 |284 |231 |2.02
10 mIM

145 (054 (012 (003

0.02 1001

Formiato sodico, 100 (073 |083 |0.33
10 mM

020 |003 [<0.01|—

Fosfato sodico, 129 (075 [0.19 |0.08
100 mlM, pHE 8

0.02 |001 [001 (001

0.01 |<0,01

Tris HCl, 20 mM, 140 (07T (028 [0.10
pHT.0

0.04 |<001|— —

Tris HCl, 20 mM, [180 [100 [1.11 |043
pH 8.0

013 |<001|— —
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Absorbancia de la fase movil medida con referencia a aire o0 agua: {cont.)

Ahsorbancia en la longitud de onda es pecificada (nmj

200 |205 |210 |215 |220 |230 |240 |250 |260 |280

Reactivos PIC® de Waters

PIC A, 1wal/l 08T (0258 (013 |005 003 |002 [Q0Z2 (002 (008 |=001
PIZ B&, 1 +ialiL g48 (280 [242 225 183 (04637 00T (=001 |— —

FIC BE, UV baja, 001 [=0o0l|— — — — — — — —

1 wial/L

PICD4 1vial/l.  |003 |003 [003 |003 |00z |00z (002 [ooz |00z [oo1
Detergentes

BRIJ 35, 1% Q08 003 (002 002 (002 (00l [=001|(— — —

3-[{3-col- 240 (232 1148 (080 (040 (005 (004 (002 (002 |00l
arnidopropil)-

dime tilarmonio]-1-

propanosulfonata)

(CHAFPS), 0.1%

Dodeca] sulfato de 002 |00l (=001 — — — — — — —

sodio (3D3), 0.1%

d.pctilfenclpolietozi- [ 248 |250 (245 249 (257 (2537 |0B0 |095 |0&8T7 |1.49
lato {Triton™®

X100, 0.1%

Polioxietilenszor- 021 (014 1011 (010 (00 005 |05 (a4 (004 |03
bitan monolaurato

(Twreen™ 403, 0.1%

Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion.

189

Pag. 128 de 129




. NUmero de codigo:
Laboratorio de Ensa,yo_s de | MAN-OP-01
Desarrollo Farmacéutico Revision: 0
MANUAL DE OPERACION | Fechade aplicacion:
Enero-2015
PARA EL EQUIPO
ACQUITY UPLCQCLASE H | Fechade vencimiento: LEDEFAR
Enero-2018

REFERENCIAS.

1) ACQUITY UPLC H-Class. Guia del sistema. Revision B. Waters Corporation.
(2010).

2) ACQUITY UPLC H-Class y el Sistema biol6gico H-Class. Especificaciones del
sistema. Revision B. Waters Corporation. (2010).

3) Detector de red de fotodiodos (PDA) y Detector de red de fotodiodos eA para
ACQUITY UPLC. Guia de mantenimiento y descripcion general. Revision A.
Waters Corporation. (2010).

4) Empower Software. Data Acquisition and Processing. Revision B. Waters
Corporation. (2002).

5) Lépez, R. (2013).Curso de Espectrometria de Masas [Video] LEDEFAR. UNAM.

6) Norma Mexicana IMNC. Sistemas de gestion de calidad. Fundamentos y
vocabulario. Instituto Mexicano de Normalizacién y Certificacion. ISO 9000:2005.
NMX-CC-9000-IMNC-2008.

7) VIM: 2008, International vocabulary of metrology — Basic and general concepts and
associated terms.

Documento controlado, prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion. Pag. 129 de 129

190




Numero de cédigo:
Laboratorio de Ensayos de | PNO-TC-004
Desarrollo Farmacéutico Revision: 0

Procedimiento de Operacién | Fecha de aplicacion:

ara el equipo ACQUITY | Febrero-2015
P UPLqC CPLASE?_' Fecha de vencimiento: LEDEFAR

Febrero-2018

Procedimiento de Operacion
para el equipo ACQUITY UPLC
CLASE H

LABORATORIO DE ENSAYOS DE
DESARROLLO FARMACEUTICO

LEDEFAR

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacién. P&gina 1 de 11

191




Laboratorio de Ensayos de
Desarrollo Farmacéutico

Procedimiento de Operacién
para el equipo ACQUITY
UPLC CLASEH

Numero de cédigo:
PNO-TC-004

Revision: 0

Fecha de aplicacién:
Febrero-2015

Fecha de vencimiento:
Febrero-2018

LEDEFAR

PNO-TC-004 Procedimiento de Operacion para el equipo
ACQUITY UPLC CLASEH

Copia controlada No. : <<Insertar numero de copial>>

Nombre Puesto Firma Fecha
Elaboré:
Reviso:
Aprobo:
Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacion. P&gina 2 de 11

192




Numero de cédigo:

Laboratorio de Ensayos de | PNO-TC-004
Desarrollo Farmacéutico Revision: 0

Procedimiento de Operacién | Fecha de aplicacion:

ara el equipo ACQUITY | Febrero-2015
P UPLqC CPLASE?_' Fecha de vencimiento: LEDEFAR

Febrero-2018

INDICE

., Pagina
Seccién g

N

1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.

1.2 Alcance.

2. RESPONSABILIDADES

2.1 Coordinador General

2.2 Responsable Técnico.

2.3 Analista Quimico

3. DEFINICIONES

4. PROCEDIMIENTO

Colocacion de la columna

Acondicionamiento y puesta en marcha del sistema

OO NP>

Arranque de la secuencia

=Y
o

Lavado de la Columna y Apagado del equipo

=Y
o

Identificacidn, Integracion y Adecuabilidad del Sistema

=
=

Cuantificacién y Reporte

=
=

Calibracion del Equipo

=
=

5. REFERENCIAS

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacion. P&gina 3 de 11

193




Numero de cédigo:
Laboratorio de Ensayos de | PNO-TC-004
Desarrollo Farmacéutico Revisiéon: 0

Procedimiento de Operacién | Fecha de aplicacion:

ara el equipo ACQUITY | Febrero-2015
P UPLqC CPLASE?_' Fecha de vencimiento: LEDEFAR

Febrero-2018

1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.

Describir de manera detallada las operaciones necesarias que se deben de llevar a cabo
para el manejo del equipo ACQUITY UPLC Clase H que se encuentra localizado en el
Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico (LEDEFAR).

1.2 Alcance.

Este procedimiento aplica al equipo ACQUITY UPLC Clase H propiedad del LEDEFAR y
debera ser aplicado por los usuarios que operan el equipo, localizado en el area UPLC
UPLC/MS/MS del Laboratorio 5.

2. RESPONSABILIDADES.

2.1 Responsable del laboratorio.
Aprobacion del presente procedimiento.

2.2 Responsable Técnico.

Revisar y asegurar el cumplimiento del procedimiento, asi como, la actualizacién del
mismo.

2.3 Analista Quimico.

Cumplir con los lineamientos descritos en el presente procedimiento, asi como, reportar
cualquier anomalia detectada en la aplicacion del mismo.

3. DEFINICIONES

Adecuabilidad del sistema. Verificacion de que el sistema opera con base a criterios que
permitan asegurar la confiabilidad de los resultados de un método analitico.

Calibracion. Operacion que, bajo condiciones especificadas, en un primer paso,
establece una relacion entre los valores de las magnitudes con su incertidumbre de
medicion provista por patrones de medicion y las indicaciones correspondientes con
incertidumbres de medicién asociadas y, en segundo paso, usa esta informacién para
establecer una relacion para obtener un resultado de medicion de una indicacion. s

Empower. El software Empower presenta una interfaz de usuario-grafica basada en
iconos que permite adquirir, procesar, gestionar y almacenar datos cromatograficos, asi
como realizar informes sobre dichos datos.

Ensayo/prueba. Determinacion de una o mas caracteristicas de acuerdo con un
procedimiento.
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Método analitico. Descripcion de la secuencia de actividades, materiales y pardmetros
gue se deben cumplir para llevar a cabo el analisis de un componente especifico de la
muestra. 3]

Método de informe. Sirve como una plantilla para organizar los datos, resultados, curvas
de calibracioén, y los contenidos de los métodos en un informe generado. El método
informe es independiente de los datos que contiene el informe. Un informe puede incluir
datos procesados o0 sin procesar. (g

Método de instrumento. Especifica los parametros de adquisicién de datos, tales como
la tasa de flujo y la longitud de onda de control de instrumentos. Los instrumentos incluyen
bombas, sistemas administradores de disolventes, detectores, inyectores automaticos,
sistema administrador de muestras o simplemente para recoger datos. 3

Método de procesamiento. Contiene un conjunto de instrucciones que definen los
procesos de Empower de un canal o un canal 2D extraido 3D. Puede seleccionar si desea
procesar los datos mediante ApexTrack o integracion tradicional. Ademas, para diferenciar
los picos de ruido, aplicar nombres de los componentes, para resumir los picos del grupo
con nombre, para realizar calculos de idoneidad del sistema y asi sucesivamente. 3

Método SET. Es un conjunto de instrucciones para Empower. Debe contener
instrucciones con respecto a la recogida de datos, el método de instrumento, y que
también puede contener un método de procesamiento, un metodo de informe. 3

Muestra. Porcion del material a evaluar. s
Procedimiento. Forma especificada para llevar a cabo una actividad o un proceso.

Proyecto. Es un conjunto definido por el usuario de los métodos, resultados, filtros de
vista, campos personalizados y los datos brutos. En el espacio de tablas del proyecto se
reserva un area dentro de la base de datos para los métodos, resultados, filtros de vista y
campos personalizados. Un directorio aparte almacena los archivos de datos brutos. 3

Sample set (conjunto de muestras). Es el nombre que da potenciar los archivos de datos
que obtiene después de ejecutar un méetodo conjunto de la muestra.

Sample set method (método conjunto de la muestra). Es una secuencia de instrucciones
en forma de tabla que contiene la posicién del vial, el volumen de inyeccién, el nombre de
la muestra, y el nombre del conjunto de método. Puede contener otras instrucciones tales
como el equilibrio y la calibracién clara antes de una corrida y calibrar y cuantificar
después de una corrida. (3
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4. PROCEDIMIENTO

4.1. Antes de iniciar la operacion del equipo debera llevar a cabo las siguientes
indicaciones:

e Solo se deben utilizar solventes de grado HPLC completamente desgasificados.

e Utilizar agua de alta calidad (Milli-Q)

e Los solventes acuosos se deberan cambiar diario y los solventes organicos
minimo cada semana.

e Filtrar diario los solventes para minimizar el crecimiento microbiano.

o Utilizar guantes libres de polvo mientras se aplica este procedimiento.

A Indicacion. Seguir las instrucciones del filtrado de solventes de acuerdo al
instructivo con el nimero de cddigo INST-EQ-01

4.2. Una vez filtrados los solventes, colocar los frascos en la bandeja de botellas del
cromatografo.

4.3. Encender el sistema administrador de muestras y el sistema administrador
cuaternario de solventes pulsando el interruptor de encendido situado en la parte
superior izquierda de la puerta de cada dispositivo.

4.4. Cuando los indicadores LED de los sistemas administradores se iluminen de color
verde fijo, pulsar el indicador de encendido situado en la parte superior izquierda
del detector.

4.5. A continuacion, prenda la computadora.

NOMBRE DE USUARIO Y CONTRASENA DE LA COMPUTADORA.
User Name: administrator Password: waters

4.6. Dar clic al icono ACQUITYC-Shortcut que se encuentra localizado en la pantalla
del escritorio e iniciar el software del sistema de datos cromatograficos.

4.7. Para activar los sensores de fugas. En la consola ACQUITY UPLC System,
seleccionar Control > Leak Sensors (Control > Sensores de fugas), dar clic en
Enable All (Activar todos).
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COLOCACION DE LA COLUMNA.

4.8. Abrir la compuerta de la columna, la cual se encuentra ubicada en la parte
superior del sistema administrador de muestras.

4.9. Con mucho cuidado retirar el control electrénico de la temperatura.

4.10. Quitar la mini unién de conexion. Con las manos desenroscar los conectores
ubicados en ambos extremos del tiempo muerto (conector en chapa de oro y
plastico).

A Advertencia: Tener cuidado de no perder el peek que se encuentra en la
punta del conector en chapa de oro, ya que este evita las fugas en la columna.

o Precaucién: Para evitar que se caiga el peek del conector se recomienda
colocar el control electrénico de la temperatura en su lugar antes de colocar la
columna.

4.12. Para colocar la columna, primero se deben de retirar los conectores de
ambos extremos de la columna.

o Precaucion: Para evitar que se pierdan los conectores pertenecientes a la
columna, enroscar estos en los extremos de la mini unién de conexion.

4.13. Con las manos, colocar la columna siempre fijandose que la direcciéon del flujo
se dirija del muestreador hacia el detector. (La direccion del flujo viene indicada
en la columna)

4.14. Desenroscar la tuerca de acero inoxidable para poder marca la distancia de la
columna y asi evitar posibles fugas, enseguida enrosque el conector en chapa de
oro.

4.15. Una vez ajustada la distancia de la columna, asegurar esta con la tuerca de
acero inoxidable.

4.16. Situar el control electrénico de la temperatura en su lugar y acomodar la
columna.
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4.17. Colocar el chip controlador de inyecciones en la parte lateral derecha del
instrumento.

4.18. Cerrar la compuerta.

o Para visualizar mejor el procedimiento de colocacion de la columna, revisar la
seccion 17 “Colocacion de la Columna” en el Manual de operacién con namero de
cbédigo MAN-OP-01

ACONDICIONAMIENTO Y PUESTA EN MARCHA DEL SISTEMA.

4.19. Para poner en marcha el sistema, en la consola ACQUITY UPLC System hacer
clic en Control y enseguida dirigirse a Start up system (Control > Puesta en
marcha del sistema).

4.20. Una vez sincronizados los dispositivos en la pestafia Prime Solvents (preparar
solventes) dirijase a Sample Manager (inyector) «<SM» y seleccione el tiempo de
lavado y ciclos de purgado.

4.21. Seleccione la pestafia «QSM» (Administrador cuaternario de solventes), active
el lavado de sellos y elija las lineas de flujo de solvente (A/B/C/D) que se deseen
purgar asi como la duracién de lavado.

4.22. Seleccione la pestafia «Equilibrate to Method» (Equilibrar método), y en la
opcién «SM», ajuste los valores de acondicionamiento de la temperatura de
trabajo.

4.23. En la pestafia «QSM» seleccione las condiciones del flujo de trabajo de la
bomba, asi como las proporciones de fase movil a utilizar.

A Indicacion: Siempre utilizar en Solvent A>> Acetonitrilo, Solvent B>> Fase
mévil, Solvent C>> Metanol y Solvent D>> Agua.

4.24. Dirijase a la opcién «Other» (Otro) y encienda la ldmpara seleccionando la
opcion «Lamp Onx», enseguida dar clic a la opcion «Start» (Comienzo).

A Indicacion. Observar en la parte inferior izquierda de la consola ACQUITY
UPLC que el estado del sistema (System Status) corra correctamente.
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o Para ver los parametros de acondicionamiento, revisar el Manual de operacion
con numero de cédigo MAN-OP-01
ARRANQUE DE LA SECUENCIA

4.25. Dar doble clic al icono «Empower» el cual se encuentra localizado en la
pantalla del escritorio.

4.26. En el cuadro de texto, Inserte el nombre y contrasefia. Dar clic en Advanced»
(Avanzar)

A Indicacion. El Nombre de usuario y la contrasefia no se distingue entre
mayusculas y minusculas. User Name: system Password: manager

4.27. Sise va a inyectar por primera vez una muestra, es necesario la creacion previa
de un Proyecto, un Método Set y un Sample set.

o Sequir las indicaciones descritas en el Manual de Operaciéon con nimero de serie
MAN-OP-01 para la creacion del Proyecto, del Método Set y del Sample Set.

4.28. Seleccione la opcién «Run Samples» y dirijase a la carpeta con el nombre de
su proyecto. Dar clic en Ok.

4.29. Dirijase al icono «Plates» para configurar los platos.

4.30. Dar clic en la pestafia Create New Plate Type (Crear nuevo tipo de plato),
enseguida dar clic en la primer fila Plate Type Name (Nombre del tipo de plato)
para especificar la configuracion de los platos, segun corresponda.

A Indicacion. Elegir la configuracion ANSI-48Vial2mLHolder; ya que, es el
tipo de plato con el que cuenta el laboratorio.

4.31. Seleccione la secuencia de muestreo. Dar clic en Ok.

4.31.1. Antes de inyectar las muestras al cromatografo, es necesario filtrar las
muestras problema para poder ser inyectadas.

A Indicacion. Ver instructivo de filtrado de muestras INST-EQ-02
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4.31.2. Ordenar los viales en el plato de acuerdo a la secuencia de muestreo y
adaptar el plato en el sistema administrador de muestras.

4.32. Para la secuencia de inyecciones dar clic en cada fila de la tabla (Plate/Well) y
especifique en cada columna: la posicion del vial, el nombre de la muestra,
volumen de inyeccién, niumero de inyecciones, Funcion, el Método Set de
trabajo y el tiempo de la corrida.

A Indicacion. En la columna Plate/Well especificar el nimero de bandeja, fila y
columna del vial.

4.32.1.Realizar la prueba de Adecuabilidad del sistema de acuerdo a las guias
de validacion de métodos analiticos.

4.33. Seleccione el icono «Run» para arrancar las secuencias de inyecciones.

A Aviso

e Sidesea correr un método Sample Set guardado, en la ventana Run Sample
Set, seleccione el método que desee arrancar y de clic en Run.
e Para ver el arranque de la secuencia dar doble clic sobre ella.

LAVADO DE LA COLUMNA Y APAGADO DEL EQUIPO

4.34. Al final de la secuencia de inyecciones, programar el método de Lavado de la
columna y Apagado del equipo, de acuerdo a las caracteristicas de la muestra y
de la columna.

A Indicacion. Ver instructivo con namero de cédigo INST-EQ-03 Para la
creacion del método de “Lavado de la columna y apagado del equipo”.

4.35. Una vez terminado el lavado de la columna proceder a colocar la mini union de
conexién. Revisar el Instructivo con nimero de codigo INST-EQ-04.

IDENTIFICACION, INTEGRACION Y ADECUABILIDAD DEL SISTEMA.

4.36. Para realizar la identificacion e integracion de los datos, asi como, la
Adecuabilidad del Sistema, ver instructivo con nimero de codigo INST-EQ-05.
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CUANTIFICACION Y REPORTE.

4.37. Revisar instructivo con niumero de codigo INST-EQ-06.

CALIBRACION DEL EQUIPO

4.38. ElI método de calibracién debera ser efectuado por el personal técnico del

proveedor del instrumento (WATERS), el cual se llevara a cabo anualmente.

5. REFERENCIAS

1) Empower Software. Data Acquisition and Processing. Revision B. Waters
Corporation. (2002).

2) Guia de Validacion de Métodos Analiticos (2002). Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos México, A. C.

3) Manual de Operacidn para el equipo ACQUITY UPLC Clase H. (2015). MAN-OP-
01.

4) Norma Mexicana IMNC. Sistemas de gestion de calidad. Fundamentos y
vocabulario. Instituto Mexicano de Normalizacion y Certificacion. ISO 9000:2005.
NMX-CC-9000-IMNC-2008.

5) VIM: 2008, International vocabulary of metrology — Basic and general concepts and
associated terms.
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OBJETIVO. Indicar la forma de filtrar los solventes para prevenir fallas en la bomba y en

el inyector.

1. Antes de filtrar los solventes se deberan tener en cuentas las siguientes

indicaciones:

e Siempre utilizar solventes de grado HPLC y agua de alta calidad (milli-Q).

e Siempre enjuagar los filtros de las lineas con agua milli-Q antes de ser
depositados en el frasco con solvente.

¢ Nunca dejar los filtros de las lineas sin solvente (depositar los filtros en un

frasco con agua milli-Q).

e Siempre tener un frasco de residuos previamente etiquetado.

e Los solventes acuosos cambiarlos diariamente.
e Sonicar los solventes por lo menos 10 minutos.
e Utilizar guantes libres de polvo mientras se aplica este procedimiento.

2. Montar el equipo de filtracion.

Pinza metalica para
sujetar el soporte

S

A Aviso. Colocar la membrana millipore utilizando unas pinzas.

3. Instalar la manguera de vacio.
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4. Siempre comience filtrando agua milli-Q antes que cualquier otro solvente (aprox.
400mL), esto con la finalidad de limpiar el equipo y asegurar que no queden restos

de algun otro solvente si es que el equipo ya se encontraba montado.

5. Enjuagar y desechar minimo 2 veces el agua del paso anterior.

6. Una vez limpio el equipo, filtrar la cantidad requerida de solvente acuoso.

7. Antes de trasvasar el filtrado al frasco correspondiente, enjuagar con un poco de

agua milli-Q.

A Aviso. Se recomienda lavar los frascos de los solventes con un poco de jabén
diluido para evitar la contaminacion de los mismos, enjuagar con abundante agua.

8. Enjuagar el frasco con un poco de la solucién filtrada y desecharla.

9. Trasvasar la solucién filtrada en el frasco del solvente y tapar para evitar la

contaminacion.

FILTRADO DE SOLVENTES ORGANICOS Y FASES MOVILES.

A Aviso. Cada que se filtre un nuevo solvente o fase mévil, primero enjuagar el
kitasato con agua Milli-Q para asegurar que no quede restos del solvente anterior.

10. Filtrar un poco de solvente (aprox. 5mL) y enjuagar el kitasato.

11. Desechar el filtrado.
12. Filtrar la cantidad requerida de solvente.

13. Repetir los pasos 7 al 9.

14. Cuando se terminen de filtrar todos los solventes, enjuagar el kitasato con

abundante agua.
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OBJETIVO: Mostrar una forma de preparar las muestras antes de ser inyectadas al
cromatégrafo para prevenir la obstruccion de la columna y evitar el mal funcionamiento del
equipo, logrando obtener resultados mas uniformes y de mayor calidad.

A Aviso.
[ )

La preparacion de la muestra se lleva a cabo de acuerdo a las indicaciones

descritas en el protocolo de validacion.

e La filtracién por membrana ayuda a eliminar las particulas contaminantes de las
muestras, disolventes y fases mdviles, aumentando la vida de la columna,
reduciendo al minimo la contrapresion, y la prevencién de fallo del sistema.

Tomar un poco de la muestra con la jeringa.
Enjuagar la jeringa y desechar la muestra.

hwnPE

filtrado.

Con la jeringa tomar un volumen considerado de la muestra.
Situar el filtro con membrana en la jeringa y desechar los primeros mililitros del

5. Depositar dentro del vial una pequefia cantidad del filtrado, enjuagar y desechar la

muestra.
6. Trasvasar el filtrado hasta el cuello del vial.

7. Tapar el vial con un tap6n/septum y etiquetar.
8. Repetir los pasos 1 al 7 para cada muestra a inyectar en el cromatografo.

k|
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OBJETIVO. Describir los pasos para retirara la columna y colocar la mini uniéon de

conexion de columnas.

A Advertencia. Cuando no se trabaje con el equipo hay que proceder a retirar
la columna y colocar una mini unién de conexion.

Precaucion. Para la colocacion de la mini unidon de conexion, es necesario
siempre utilizar guantes libres de polvo mientras se realiza este procedimiento.

1. Abrir la compuerta donde se encuentra ubicada la columna.

N

Con mucho cuidado retirar el control electrénico de la temperatura.

3. Quitar la columna. Con las manos desenroscar primeramente la tuerca de acero
inoxidable seguida del conector en chapa de oro, finalmente desenroscar el conector
de plastico ubicado en el otro extremo de la columna.

A Advertencia: Tener cuidado de no perder el peek que se encuentra en la
punta del conector en chapa de oro, ya que este evita las fugas en la columna.

0 Precaucién: Para evitar que se caiga el peek del conector se recomienda
colocar el control electrénico de la temperatura en su lugar antes de colocar el

tiempo muerto.

4. Colocar la mini union de conexion. Con las manos enroscar el conector en chapa
de oro en uno de los extremos de la unidn y enseguida asegurar este con la tuerca de
acero inoxidable, finalmente con las manos enroscar el otro extremo de la unién con

en el conector de pléstico.

Mini unién de conexién
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OBJETIVO. Describir la manera de purgar las lineas en caso de que alguna de
estas presente contaminacion.

0 Precaucion: Para evitar la contaminacion de las lineas, columna, etc. Es
necesario primordialmente antes de empezar a trabajar verificar las condiciones de
los solventes todos los dias (revisar que no haya contaminacion: microbiana,
precipitacion)

A Advertencia. Los componentes pueden estar contaminados con materiales
peligrosos y/o téxicos. Siempre use guantes limpios, sin talco y resistentes a
compuestos quimicos, mientras se realiza este procedimiento.

1. Revisar los solventes y los filtros de las lineas.

1.1. En caso de que el problema de contaminacion se produzca desde los
solventes, lavar el frasco, sustituir el solvente y lavar los filtros (Ver paso 9
“Lavado de los filtros”).

2. Abrir la caja de seguridad de la bomba.
Sacar el filtro del frasco contenedor de la linea que se desea purgar.
4. Con las manos quitar la linea contaminada.

3

w

Lineas
de flujo

5. Colocar un trapo limpio y un vaso debajo de la linea para que caigan los residuos
de solvente.
6. Utilizando una jeringa succionar la linea contaminada. Desechar el solvente.
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7. Colocar el filtro en el frasco del solvente y succionar con la jeringa la linea
contaminada las veces necesarias hasta observar que no haya contaminacion.

8. Finalmente colocar la linea en su lugar.

o Precaucion: Tenga cuidando de no apretar mucho la linea al momento de
colocarla, solo al tope ya que de lo contrario pueden aflojarla y causar fugas.

LIMPIEZA DE LOS FILTROS DE LAS LINEAS

9. Quitar los filtros de las lineas y depositarlos en un vaso con agua caliente.

A Aviso. Utilizar agua milli-Q.

Calentar el agua a una temperatura aproximada de 50°C.

Nunca dejar las lineas sin solvente.

10. Sonicar los filtros durante 10 minutos.

11. Pasado el tiempo, desechar el agua y enjuagar los filtros con agua milli-Q.
12. Sonicar nuevamente los filtros con agua milli-Q por 10 minutos.

0 Precaucion: Se recomienda lavar los filtros 1 vez al mes para garantizar la
limpieza de los mismos, sobre todo, cuando se trabaja con soluciones

amortiguadoras.
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OBJETIVO. Describir una manera de lavar los viales utilizados en el equipo
ACQUITY UPLC Clase-H.

A Aviso. La forma de limpieza puede variar, la finalidad es asegurar que los
viales queden completamente limpios para su uso posterior.

1. Desechar las muestras de los viales en el frasco de residuos.

N

Colocar los viales en un frasco y posteriormente adicionar abundante agua con un
poco de jabén diluido.

Sonicar durante 15 minutos.

Desechar el agua y enjuagar minimo 2 veces con abundante agua.

Adicionar agua Milli-Q y sonicar durante 10 minutos.

Desechar el agua y enjuagar los viales con agua Milli-Q.

Enjuagar de uno por uno los viales con agua Milli-Q.

© N o g kW

Secar los viales.
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ANEXO B (resultados). Sistema de espectrometria de masas
Xevo TQ

Seccion Péag.
B-1 Manual de Operacion para el equipo de espectrometria de 210
masas Xevo TQ.

B-2 Instructivos de trabajo para el sistema de espectrometria de masas 367
Xevo TQ.

B-2.1. Instructivo de encendido para el equipo de espectrometria de 367
masas Xevo TQ.

B-2.2. Instructivo para el purgado del sistema Xevo TQ. 369

B-2.3. Instrucciones para la limpieza de los filtros de las columnas 371
cromatograficas
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1. INTRODUCCION.

El Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico (LEDEFAR) presenta el
“Manual de operacion para el sistema de espectrometria de masas Xevo TQ", el cual
a sido desarrollado con el fin de apoyar en la comprension de los requerimientos
técnicos relacionados al manejo, instalacibn de accesorios y mantenimiento del
instrumento.

En esté manual encontrara informacioén relacionada con los componentes del sistema
Xevo TQ, el modo de recorrido de los lones a través del espectrémetro de masas, los
procedimientos para operar el sistema a través del software MassLynx y la consola
ACQUITY UPLC, procedimientos para el cambio de accesorios e incluye la
informacién sobre el mantenimiento de las columnas cromatograficas, asi como
anexos sobre las consideraciones generales sobre los solventes y la resolucion de
problemas.

Es importante hacer notar que este manual no pretende ser un sustituto del manual
del fabricante, sino por el contrario un complemento de él.

2. OBJETIVO Y ALCANCE.

Este manual de operacion aplica al sistema de espectrometria de masas Xevo TQ y
esta dirigido a los usuarios que operan dicho sistema.

El objetivo de este manual consiste en proporcionar una guia de trabajo la cual
describa de manera general el manejo del instrumento, asi como, realizar tareas de
limpieza y mantenimiento.

3. TERMINOLOGIA Y DEFINICIONES.

3.1. Abreviaturas y Terminologia.

Analito. lon en fase gaseosa.

API. lonizacién a Presion Atmosférica

APCI. lonizacion Quimica a Presién Atmosférica
APPI. Foto-lonizacién a Presion Atmosférica

CID. Disociacion Inducida por Colision

ESI. lonizacion por Electrospray

lon Hijo. lon Fragmento

lon Padre. lon Precursor

lon Particula. (Molécula o Atomo) con carga eléctrica
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Is6topo. Atomo del mismo elemento con masa diferente

LC. Cromatografia de liquidos

LC/MS/MS. Cromatografia de liquidos, masas, masas

Masa Nominal. Formula empirica calculada usando los nimeros enteros de masa de
los isotopos mas abundantes de cada elemento.

Masa Exacta. Formula empirica calculada usando la masa exacta del isotopo mas
abundante de cada elemento.

Masa Promedio. Basado en la masa isotopica promedio.

lones electroliticos. Compiten con el analito por carga y espacio en la superficie de
la gota.

MRM. Monitorizacion de multiples reacciones

MS. Espectrometria de masas

MS/MS. Espectrometria de masas, masas

Pico Base (base peak). lon mas intenso

SIR. Monitorizacion de iones seleccionados

Transicion. Fragmentacion definida

3.2. Definiciones.

Calibracién. Operacién que, bajo condiciones especificadas, en un primer paso,
establece una relacion entre los valores de las magnitudes con su incertidumbre de
medicién provista por patrones de medicion y las indicaciones correspondientes con
incertidumbres de medicién asociadas y, en segundo paso, usa esta informacién
para establecer una relacion para obtener un resultado de medicion de una
indicacion.

Conjunto del cono de muestreo. Componente conformado por el cono de la
muestra y el inyector de gas del cono.

Cono de la muestra. Espacio donde se lleva a cabo la fragmentacion de iones.
Cubierta de la fuente. Espacio donde se localiza la fuente de iones.
Ensayo/prueba. Determinacion de una o mas caracteristicas de acuerdo con un
procedimiento.

Horno para columnas de alta temperatura. El horno para columnas de alta
temperatura calienta el compartimento de columnas hasta una temperatura entre 5
°C (9 °F) por encima de la temperatura ambiente y 90 °C (194 °F). El calor se
produce en un elemento de calentamiento pelicular, aislado para minimizar el
consumo de energia eléctrica y facilitar la estabilidad térmica, que esta conectado a
la bandeja. Un estabilizador de columna pasivo, situado dentro de la bandeja, reduce
la sensibilidad a los cambios en la temperatura ambiente y minimiza el
ensanchamiento de la banda.
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lonizacion por electrospray (ESI). En la ionizacion por electrospray (ESI), se aplica
una fuerte carga eléctrica al solvente a medida que emerge de un nebulizador. Las
gotas que componen el aerosol resultante sufren una disminucion de tamafio
(evaporacion del solvente). A medida que el solvente se evapora, la densidad de
carga aumenta hasta que la superficie de las gotas libera iones (evaporacién de
iones). Estos iones pueden ser mono o multicargados.

lonizacion por electrospray combinada con ionizacion quimica a presion
atmosférica (ESCi). La ionizacion por electrospray combinada con ionizacion
guimica a presién atmosférica (ESCi) se suministra como equipamiento estandar en
el espectrometro de masas. En la ESCI, se utiliza la sonda ESI estandar junto con un
electrodo de descarga en corona para poder alternar la adquisicién de los datos de
ionizacion ESI y APCI y, de este modo, obtener un alto rendimiento y mayor
cobertura de compuestos.

lonizacion quimica a presion atmosférica (APCI). La APCI produce moléculas con
una carga eléctrica protonada o desprotonada Unica para una amplia gama de
analitos no volatiles. La interfaz APCI estd compuesta por la cubierta ESI/APCI/ESCi
con un electrodo de descarga en corona y una sonda APCI.

Llave de extraccion. Herramienta que sirve para la extraccion de cono.

Manija de la valvula de aislamiento. Seguro que mantiene firme el conjunto del
cono de muestreo.

Procedimiento. Forma especificada para llevar a cabo una actividad o un proceso.
Sistema administrador de muestras (SM). El sistema de gestion de muestras
ACQUITY UPLC inyecta las muestras tomadas de las placas microtiter o de los viales
en la columna cromatografica. Un mecanismo de localizacion utiliza una sonda para
acceder a las distintas posiciones de las muestras y extraerlas.

Sistema administrador de solventes binario (BSM). El sistema administrador de
solventes binario consta de una bomba de alta presion que impulsa el solvente por el
sistema. Proporciona un flujo estable de solvente (sin pulsos) a los caudales de
andlisis. El sistema de gestion de solventes binario puede bombear dos solventes
simultaneamente.

Software IntelliStart. Ajusta y calibra la masa del espectrometro de masas
autométicamente y muestra lecturas del proceso.

Software MassLynx. Proporciona una plataforma fundamental para la adquisicion, el
andlisis, la administracién y el intercambio de informacién de espectrometria de
masas. MassLynx controla de forma inteligente cualquier sistema de espectrometria
de masas, desde los sistemas de gestibn de solventes y muestras, hasta los
espectrémetros de masas y los detectores auxiliares. El software MassLynx puede
adquirir los datos de masa nominal, masa exacta, MS/MS y MS/MS de masa exacta.
Mantiene y consolida los datos de todas las muestras. Desde la lista de muestras se
inician también todas las actividades relacionadas con la muestra. Este enfoque
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"centrado en la muestra" simplifica la interaccién con el sistema de LC/MS o GC/MS,
los datos adquiridos y los resultados del proceso.

Supresion l6nica. Respuesta al analito, disminuye con incremento de concentracion
de otros aditivos de la fase movil o de la muestra.

Técnicas API. Las técnicas API, son técnicas muy sensibles que utilizan alto voltaje
y nebulizacién neumatica para producir iones en fase gaseosa, generalmente
producen iones (M+H)" o (M-H). Producen un poco de fragmentacién. Permiten
cuantificacion.

4. COMPONENTES DEL SISTEMA.

Los sistemas ACQUITY UPLC incluyen un sistema administrador binario de
solventes, un sistema administrador de muestras, un horno de columnas y una
columna ACQUITY UPLC especial.

El espectrémetro de masas Xevo™ TQ es un espectrometro de masas de ionizacion
a presion atmosférica (API) con cuadrupolos en tandem. Esta disefiado para analisis
sistematicos de UPLC/MS/MS para aplicaciones cuantitativas y cualitativas.

El Espectrometro de masas TQ Xevo esta equipado con la fuente de ionizacion por
electrospray (ESI).

Bandeja de Solventes

Horno para columnas HT
\ If:_ ;li.j;r\l Puerta de acceso a la valvula de fluidos
ﬁv\;_ _ "-\"I:‘I Conector de alto voltaje de la sonda ESI
Ff/ Jr:l; -_\_"{ Puerta oscilante de la interfaz de la fuente
L
1 ‘\._\,;: i ‘
|! ! I 0 B e
| — ,ﬁ . Probe (Sonda)
= _. =y
| : '::r’ ; . — Cubierta de la fuente
/7/'4 - ‘@‘ ESWAPCIESCi
= ,/«’; B Cubierta de la fuente
I;; I Liberador
ISy ma— [
cOpe Espectrometro de
masas TQ Xevo
Sistema de gestion . de Fluid - d . |
de muestras Sistema de Fluidos (Recipientes de muestras integrales)
Administrador de solventes binario
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COMPONENTES PRINCIPALES DEL SISTEMA ACQUITY UPLC

» Administrador de solventes binario (BSM).
¢ Bombas independientes de alta presion que impulsan el solvente por el
sistema (puede bombear dos solventes simultaneamente)
e Proporciona un flujo estable de solvente (sin impulsos)
¢ Puede mantener presiones de hasta 15 000 psi y generar gradientes de
alta presion con un retraso de gradiente minimo.

Conectores del cable del
transductor de presion

Bomba del ‘_’0'3""':
Bomba acumulador A A prmcpe! B Bomba del
principal A acumulador B
Actuador B de
Actuador A de la 12 Valvula
la 1 Vélvula (Valvula CHECK)

(Valvula CHECK)
Desgasificador

Vilvula A de
Seleccion de Sensor de fugas
solvente
Lavado de las Valvula Valvula B de Mezclador
lineas de purga Seleccion de
solvente

» Administrador de muestras — Sample Manager (SM)

e Un mecanismo de localizacion utiliza una sonda para acceder a las
distintas posiciones de las muestras y extraerlas.

e Puede realizar una inyeccion en aproximadamente 15 segundos.

e EIl sistema de gestion de muestras puede conservar las muestras a
cualquier temperatura entre los 4 °C y los 40 °C (39.2 °F a 104 °F) en
condiciones ambientales de 25 °C (77 °F) o menos.

e Excelente recobro y precision.
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LEDs de Encendido y

Status \

Switch de /

encendido

Placa de
Muestras 1 _
(lzquierda)

> Estabilizador de columna

Sensor
Magnético de la

/ puerta

/

Placa de
Muestras 2
(Derecha)

e Estabilizador de columna pasivo, situado dentro de la bandeja, reduce la
sensibilidad a los cambios en la temperatura ambiente y minimiza el

ensanchamiento de la banda.

PRINCIPALES COMPONENTES DEL SISTEMA XEVO TQ

» Sistema de Fluidos.

El sistema de fluidos IntelliStart es un sistema de administracion de solventes
integrado por una véalvula selectora de 6 puertos, una valvula divisora multiposicion,
una bomba y tres recipientes de muestras. Transporta la muestra directamente a la

sonda MS de una de estas tres maneras;:
e Desde la columna de LC.
e Desde tres recipientes integrales.

o Desde un recipiente de lavado que contenga solvente para el lavado
automatizado del sistema de suministro de solvente del instrumento.
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A Indicacion: Los recipientes integrales, también pueden transportar la
muestra a través de una infusion directa o combinada con el fin de optimizar el
funcionamiento del instrumento a los caudales de analisis.

Valvula de fluidos Recipientes integrales
Vélvula selectora Valvula divisora de muestras
de 6 puertos multiposicidn

Controla los Controla el flujo
reservorios hacia el Detector

AReoomendaeién: Utilizar el recipiente A para la solucién de calibracién, el
recipiente B para los compuestos de ajuste y el recipiente C para la solucion de
Analito/optimizacion.

» Sonda. Permite la formacidn y liberacion de iones.

ESI lonizacion por electrospray

> Fuente de lones.

El voltaje del cono de muestra controla: la transmision de iones y la
fragmentacion de iones que entran al analizador de masas.
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» Bomba de vacio mecénica (residuos de carbono).

5. RECORRIDO DE LOS IONES

El recorrido de los iones del espectrometro de masas funciona del modo siguiente:

I. Las muestras del sistema de LC se introducen a presion atmosférica en la
fuente de ionizacion.
Il. Los iones pasan a traves del cono de la muestra al sistema de vacio.

[ll. Los iones pasan a través de los dispositivos 6pticos de transferencia al primer
cuadrupolo, donde se filtran segun su relacion masa/carga (m/z).

IV. Los iones separados en funcién de su masa pasan a la camara de colision,
donde se produce una disociacion inducida por colisiéon (CID) o pasan al
segundo cuadrupolo. A continuacion, las masas de los posibles iones producto
se analizan en el segundo cuadrupolo.

V. El sistema de deteccion con fotomultiplicador detecta los iones transmitidos.

VI. La sefial se amplifica, se digitaliza y se envia al software de espectrometria de
masas MassLynx.
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Recorrido de los lones

Cono de lamuestra

Entrada de la Dinaodo de
muestra Dispositivos opticos  Camara de colision  conversion
de transferencia T-Wave/ScanWave
% )
Yalvula de — N
aislamiento V. , U OC—10 [ mlD':H = |
N—— [| ooy (W \I]JD[TB
U Oolo
‘ e
4 — — 1 & -'—]__ui—
Fuente de ionizacion Z-Spray Cuadrupolo 1 Cuadrupolo 2 Detectaor
(M51) (MS2)
MODOS DE FUNCIONAMIENTO DE MS 5
Modo de MS1 Camara de colision MS2
funcionamiento
MS Deja pasar todas las masas Resolucion (barrido)
SIR Deja pasar todas las masas Resolucion (estatica)

En el modo MS, el instrumento puede adquirir datos con velocidades de barrido
hasta 10 000 Da/s. Este modo se utiliza para el ajuste y la calibracién del instrumento
antes del andlisis MS/MS.

Utilizar el modo de funcionamiento de monitorizacion de iones seleccionados (SIR)
para la cuantificacibn cuando no se puede hallar un i6n producto adecuado para
realizar un andlisis mas especifico de monitorizacién de multiples reacciones (MRM).

Nota: En los modos SIR y MRM no se realiza ningun barrido en los
cuadrupolos, por lo que no se produce ningun espectro (intensidad contra
masa). Los datos obtenidos mediante los andlisis SIR 0 MRM se derivan del
gréfico del cromatograma (intensidad de masa especificada contra tiempo).
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MODOS DE FUNCIONAMIENTO MS/MS

Modo de MS1 Camara de colisién MS2
funcionamiento
Espectro de iones Estéatico (a la masa Barrido
producto del precursor)
Espectro de iones Barrido Estatico (a la masa
precursores del producto)
Deja pasar todas

MRM Estatico(a la masa las masas Estatico (a la masa

del precursor) del producto)
Espectro de
pérdida constante | Barrido Barrido
de fragmentos (sincronizado con (sincronizado con
neutros MS2) MS1)
Barrido de iones Estatico (alamasa | ScanWave activado | Barrido
producto del precursor) (sincronizado con la
ScanWave camara de colision)

Modo de iones producto

/ \,' \ - ) _.-'/ N AY ()
| | | | \ \ =
# —_—
Il ‘ | ] ] .
0. \_/ / Q
\ V. R & e e . \
4 Q ) 0
M5 Camara de colision MS2
Estatico (a la masa del Deja pasar todas |as Bamido
precursor) rmasas

El modo de iones producto es el modo de funcionamiento MS/MS mas utilizado.
Se puede especificar un ion de interés para su fragmentacion en la camara de
colisién, generando asi informacion estructural.

El modo de iones producto se emplea normalmente para las siguientes aplicaciones:

e Desarrollo de métodos para estudios de MRM:
» ldentificacion de iones producto para su utilizacibn en transiciones

MRM.

» Optimizacion de las condiciones para el ajuste de la CID, con el fin de
maximizar la produccion de un ion producto especifico que se utilizara
en un analisis MRM.

e Caracterizacion de estructuras (por ejemplo, secuencias peptidicas).
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Modo de iones precursores
N\ Yy — o~ O
| \ 'I P { \ |
II I. | ) _’ . l'. | .‘I = i
\/ / 0~ ) \/ i} - |
\ J

1 j U ‘_I

MS1 Camara de colision M52
Barrido Deja pasar todas las Estatico (a la masa
masas del producto)

El modo de iones precursores se utiliza habitualmente para la caracterizacion
estructural, esto es:

Para complementar o confirmar datos de barrido de productos

Efectuando barridos para todos los precursores de un ion producto comun.

Modo de monitorizacion de varias reacciones

— ‘A - N a - \
/ \ L . X oY VA —
f \ U / ."( \ \ i J
| | 1 | |‘ |
f & —6 5
'I. || : ]ll : }
\ / ’ \ \ | { A \
\\ / J J_“ ] . \_/ J/ U . L
= J ) I\.} "
M31 Camara de colision M52
Estatico (a la masa cel Deja pasar todas las Estatico(alamasa
Precursor) masas del producto)

El modo MRM es un equivalente MS/MS altamente selectivo del SIR. Como
tanto MS1 como MS2 son estéticos, se puede obtener mayor tiempo de
residencia de los iones de interés y por lo tanto, se logra mas sensibilidad en
comparacion con el MS/MS en modo de barrido. Es el modo de adquisicion
més utilizado para el analisis cuantitativo, ya que permite aislar el compuesto
de interés del ruido quimico de fondo.

El modo MRM se utiliza habitualmente para cuantificar analitos conocidos en
muestras complejas:

Estudios metabolitos en farmacos.

Aplicaciones forenses o toxicoldgicas. Por ejemplo, investigacion del dopaje en
el deporte.

El modo MRM no genera un espectro porque solo se registra una transicion cada vez.
Se obtiene un cromatograma, al igual que en el modo SIR.

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacion. Pag. 16 de 157

225



) Numero de cédigo:
Laboratorio de Ensayo_s de | MAN-OP-02
Desarrollo Farmacéutico Revision: 0
Manual de Operacion para el Egg?:rgezgggcadén: g
equipo de espectrometria de -
s masastevo TQ Fecha de vencimiento: | LEDEFAR
Febrero-2018

Modo de pérdida constante de fragmentos neutros

2 ~ "\ \ a1 \
/ \ | J_‘;J — N N Ly Q__.,]
i \ . / f '|‘ '.I \J y,
| \ _’ lI \ \ ’
1 > | —_—
\ —p \ : ; "
) Y A \ / ) A
\ L | St g )
A\ Wz
MS1 Camara de caolision M52
Barndo Deja pasar todas las  Barndo
(sincronizado con MS2) masas {sincronizado con MS1)

El modo de pérdida constante de fragmentos neutros detecta la pérdida de un
fragmento o grupo funcional neutro determinado de uno o varios precursores no
especificados. Los barridos de MS1 y MS2 estan sincronizados. Cuando MS1
transmite un ion precursor especifico, MS2 comprueba si ese ion precursor pierde
un fragmento de cierta masa. En caso afirmativo, la pérdida se registra en el
detector.

En modo de pérdida constante de fragmentos neutros, el espectro muestra las
masas de todos los precursores que han perdido realmente un fragmento de cierta
masa.

El modo de perdida constante se utiliza habitualmente para estudiar mezclas en
busca de una clase especifica de compuestos, caracterizada por un patron de
fragmentacion comudn, que indica la presencia de compuestos que contienen un
grupo funcional comun.

Modo de barrido de iones producto ScanWave

/ Z \ _\\ J_‘ | l 3 " A N e 1) -I )
{ \ L 4 / \ \
[ \ f \ - | -3
| > s S
\\_ / _,/ I\J f’)—\l \. /‘I /"; |~.J ]:)—‘_'.
LY S
MS1 Camara de colision M52
Barrido Scarvave activado Bamido

(sincronizado con |a
camara de colision)

Este modo es muy similar al modo de espectro de iones producto convencional en
gue se puede especificar un i6n de interés para su fragmentacion en la cAmara de
colision, generando asi informacién estructural. Sin embargo, en este modo
ScanWave, la camara acumula iones (intactos o fragmentados) y, a continuacion,
los libera, segin su masa, en sincronia con el analizador de masas del segundo
cuadrupolo. Este modo de funcionamiento da lugar a un incremento significativo
de la intensidad de la sefial de los espectros de barrido completo.

Se aplica igual al modo de iones producto.
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6. ENCENDER EL EQUIPO

El encendido del sistema implica la puesta en marcha de la estacion de trabajo del
sistema ACQUITY UPLC®, los instrumentos del sistema XEVO TQ vy el software de
funcionamiento MassLynx.

ACQUITYH -4

6.1. Encender el gas nitrogeno.

OPrecaucién. El nitrégeno debe tener una pureza minima del 95%. No se
debe permitir que la presion del suministro de nitrogeno descienda por debajo de
los 100 psi. Si baja a 80psi indica que debe de tener una fuga por lo tanto
requiere de mantenimiento.

Botdn de encendido y apagado

> T

6.2. Encender los sistemas del cromatografo: el Administrador de Muestras (Sample
Manager), y el Administrador de Solventes Binario (BSM).

Botones de encendido y
apagado del Acquity H
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A Advertencia. Es recomendable encender primero el Sample Manager ya
gque este establece la comunicacién con todos los demas sistemas (posee la

tarjeta de comunicaciones).

6.3. Encender el sistema Xevo TQ

A Aviso. Cada instrumento del sistema emite tres alertas sonoras y realiza
una serie de pruebas de puesta en marcha.

Indicador LED de encendido

El indicador LED de encendido, situado en la parte superior del lado izquierdo del
panel frontal del espectrémetro de masas, indica cuando se enciende o apaga el

espectrémetro.

Indicador LED de funcionamiento

El indicador LED de funcionamiento, situado a la derecha del indicador LED de

encendido, indica el estado de funcionamiento.

Indicaciones de los LED de funcionamiento.

Modo y Color del
Indicador LED

Descripcion

Apagado e Sistema Administrador de Solventes
Sistema Administrador de Muestras,

Binario,

compartimento de columnas, horno termostatico
para columnas y organizador de muestras: indica
gue el instrumento se encuentra inactivo.

Verde no
parpadeante

Sistema Administrador de Solventes Binario: indica
que el solvente fluye.

Sistema Administrador de Muestras,
compartimento de columnas, horno termostatico
para columnas y organizador de muestras: indica
gue el sistema administrador de muestras, el
compartimento de columnas, el horno termostatico
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Verde no para columnas o el organizador de muestras estan
parpadeante funcionando normalmente, intentando analizar las
(continuacion) muestras pendientes o realizar la funcion de

diagnéstico solicitada. Una vez finalizadas las
solicitudes de funciones de diagnostico y de
andlisis de muestras, el indicador LED volvera a
apagarse.

Verde intermitente | ¢ Sistema Administrador de Solventes Binario,
sistema Administrador de Muestras y organizador
de muestras: indica que el sistema esti esperando
a que al menos un modulo empiece a funcionar.
Por lo general, este tipo de retrasos suelen
producirlos el calentamiento de la lampara del
detector y la estabilizacion de la temperatura de la
columna.

e Compartimento de columnas y horno termostético
para columnas: indica que el sistema esta
esperando a que el instrumento alcance el punto
programado de  temperatura antes  del
funcionamiento. Los tiempos de equilibrado de la
temperatura de la columna suelen ocasionar estos
retrasos. El indicador LED también parpadea de
color verde durante la inicializacion o mientras se
espera la inicializacion.

Rojo parpadeante Indica que un error ha detenido el instrumento o
dispositivo. Consultar la Consola ACQUITY UPLC
para obtener informacién sobre el error.

Rojo continuo Indica que se ha producido un fallo en el médulo que
impide seguir utilizandolo. Apague el médulo y
después vuelva a encenderlo. Si el indicador LED
continda de color rojo continuo, ponerse en contacto
con un representante del Servicio Técnico de Waters.

6.4. Encender la computadora y en la Consola ACQUITY UPLC, seleccionar Control
> Leak Sensors (Control > Sensores de fugas) para activar los sensores de
fugas.

6.5. Dar doble clic al icono NetEvaluator que se encuentra en la pantalla del
escritorio o bien buscarlo en el buscador de Windows.
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6.6. Hacer clic en la funcién Start y espere aproximadamente 3 min para que se
sincronicen los sistemas XEVO-TQMS, ACQ-SM y ACQ-BSM.

Instrurrsent

XEVO-TOMS 13218802
AC0-5M 192.168.03
ACQ-BSM 192.188.0.4

A Indicacién. Los indicadores LED de funcionamiento y de encendido
cambian del modo siguiente:

e Durante la inicializaciéon, el indicador LED de funcionamiento del
Sistema administrador de solventes binario y del Sistema
administrador de muestras parpadea de color verde.

¢ Una vez encendidos correctamente los instrumentos, el indicador LED
de encendido de cada uno de ellos se ilumina en color verde de forma
continua. Los indicadores LED de funcionamiento del Sistema
administrador de solventes binario, del Sistema administrador de
muestras y del espectrémetro de masas permanecen apagados.

A Observaciones:

e Verificar que en la columna de estado (Status) se muestre PASS
(pasar).

o Para monitorear fijarse en los pings, los cuales deben cambiar cada
milisegundo.

e Si alguno de los sistemas no se sincroniza, dar clic en la funcion
Rescan (reescanear). En caso de no sincronizarse consultar,
Solucién de Problemas para la sincronizaciéon de los sistemas.

6.7. Una vez sincronizados los sistemas, proceder a colocar la columna. Consultar
“Colocacion de la Columna”.

DESACTIVAR EL STANDBY
6.8. Abrir la consola MassLynx para iniciar el sistema de espectrometria de masas.

~/ 4

&

MassLynx
val
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6.9. Ir a la funcion Instrument (instrumento) y enseguida dirijase a la funcibn MS

Tune L para abrir la ventana del Xevo TQ MS Detector.

6.10. Seleccione la pestafia Diagnostics (diagnosticos) y verifique que en la
funcién Vaccum (vacio), tanto el “Source turbo Speed” (fuente de velocidad
turbo) y el “Analyser MS1 Turbo Speed” (analizador MS1 de velocidad turbo)

estén al 100% para poder utilizar el equipo.

P M aeel vr il e,

Masstynx\intelhS

A Waters Xevo TQ MS Detector - CAM: OVACQUOB\defaultp
File View lonMode Calibration Gas Vacuum  Rsmps Setup Acquire Help

A o T =
SEHS OB > OO
ES Souce | Paes | Advanced Disgronts |

Sourca Gas Flow Rates

Capllay Votage (kV) [100 Cone Gas L) [0

Caplayy Curert (u8) [000 Desolvaton (L) [0

Cocona Vokage (k) [0.00

Vacuum
Source Tubo Speed (%) |100
Analyser MS1 Tusbo Speed (%) [100

Corana Current (] |0.00
Cone (V) |6

1.09¢2

1.63e2

Extractor V) |65
Apetue (v) [17 vacwn HREEEEEE
Repeler Volage (kV) |0.00 855063
Riepelier Current (u) [0.00 Colision Cel Pressuee (V) 1267
Analyser Pressure V) |1.89
Colision Cel

nﬂm
6.11. Abrir el gas nitrégeno para evitar que el flujo del cromatografo pase al
equipo de masas y darfie el equipo.

o Para verificar que el Gas se encuentra circulando por el sistema, en la
pestafia ES+Source en la funcion Gas Flow >> Desolvation (L/Hr)
observar que el consumo de Gas no este en cero.

-Gas Flow——
Desolyation (L/H1) |643 [

6.12. Desactivar el Standby dando clic en el icono Operate (Funcionar) y minimice la

ventana. /
M)
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SOLUCION DE PROBLEMAS PARA LA SINCRONIZACION DE LOS SISTEMAS.

SOLUCION |
6.13. En caso de no aparecer alguno o ninguno de los sistemas, dar clic en el icono

StopAcquityProcesses para que se establezca la comunicacién entre los
sistemas.

ity

t
Wotesses ]
. Shoreor,

&~

Run

6.14. Para sincronizar los sistemas, hacer clic en el icono Run.

6.15. Verificar que el ping sea el siguiente: ping 192.168.0.2 -t y hacer clic en OKk.
Esperar hasta escuchar un zumbido en el masas, finalmente espere a que se
termine la reiniciacion.

6.16. Ir al icono NetEvaluator, hacer clic en la funciébn Start y esperar
aproximadamente 3 min para que se sincronicen los sistemas XEVO-TQMS,
ACQ-SM y ACQ-BSM.

A Aviso. En caso de no aparecer el ping seleccionar telnet EPC y dar clic en
OK; en la siguiente ventana escribir con mindsculas reboot vy teclear Enter.

6.17. Dar clic al icono Run seleccionar la opcién ping 192.168.0.2 —t y hacer clic en
Ok.

6.18. Ir al icono NetEvaluator y hacer clic en la funcion Start. Esperar
aproximadamente 3 min para que se sincronicen los sistemas XEVO-TQMS,
ACQ-SMy ACQ-BSM.
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SOLUCION Il

Si ejecuto el procedimiento SOLUCION | y no obtuvo resultados satisfactorios
ejecutar el siguiente procedimiento:

6.19. Bajar la palanca Override (Invalidar) localizada en la parte trasera del
instrumento Xevo TQ.

Palanca Override

Palanca Electrénica

6.20. Bajar la palanca electrénica localizada en la parte trasera del instrumento
Xevo TQ.

6.21. Cerrar todas las ventanas de la pantalla del escritorio y reiniciar la computadora.

. . NetEvalustor . .z
6.22. Hacer clic en el icono para abrir la funcion NetEvaluator (Evaluador
neto).

6.23. Subir la palanca electrénica y enseguida verificar que los ventiladores se
enciendan. Esperara a que el equipo realice su prueba de estabilidad.

6.24. Regresar a la ventana de la funcion NetEvaluator y hacer clic en Rescan.
Verificar que se sincronicen todos los sistemas XEVO-TQMS, ACQ-SMy ACQ-
BSM

Elopsed Time 000029 Yy urerd L Rt Peagn Lomaes
» PARS L
| S
- _ .
Instrument P
A XEVO-TAMS 9216802
ACQ-SM 19216803
ey ACQ-BSM 13216804
bl

6.25. Subir la palanca Override.

6.26. Abrir la consola de sistema XEVO TQ MS Detector (MS Tune) y realizar una
infusion.
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PUESTA EN MARCHA DEL SISTEMA

6.27. Regrese a la funcion Instrument y seleccione el icono MS Console para abrir

la consola del instrumento.

- JE6H 3 b Ul 2vece Doune Guna
E ovmwoweenm o Map Edte
g = ]
5 >

: :

:

o

Yargeatiyny

6.28. En la funcibn Xevo TQ MS Detector verifique que en la opcion Flow Path
(trayectoria del flujo) se encuentre sefialado Waste (desechos).

| = Sample Manager Instrument in standby
+ Column
B Xewvo 10 MS Detector
Flots status settings
Ton Mode £S+ MSMS Fane default
e
Calbration  Calibration_20130415
I Flow Path Waste I
Source Temperature 150 . performance
Desolvation Temperature 54 Xevo TQ MS Days Since Last Service
‘ Desolvation Gas Fow 0 e o
Collsion Gas How 0.00 =mi/mn
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6.29. Dar clic en la funcibn ACQUITY UPLC System

FN ACQUITY UPLC Console (Loca)
Control Corfigure  Mairtain Troubleshoot Help
Nanterance Counters
Logs ﬁ\ R Binary Solvent Manager Sample Manager
Al 2 Column 22.4 °¢
S 100 oft
25.0 °¢
0.000 mt/min Sample i
g System Stalus 0.0 =

Xewo TQ MS Detector: B1 Room 24.0 °c

Instrument in standby

6.30. Para purgar ir a Control y dar clic en Start up system (puesta en marcha del
sistema).

Contrcl | Conbpe  Mainten Troubl
Set Sow

Siop Sow

[ Satwgsem |

Refresh systemn (Sys Prep

6.31. Para purgar la bomba, en la funcion Prime Solvents (Lavado de solventes)
dirijase a la pestafia BSM (Binary Solvent Manager) y seleccione los canales que
se deseen purgar (Prime Al, A2, Prime B1, B2), especifique la duracién de
lavado en la funcién Duration of prime.

Bmnary Solvent Manager

(7] Prime A1 7| Prime B1 7] Pnme Seal Wash

[¥] Prime A2 [¥] Prime B2

Duration of prime:

fo | mm

A Indicacién. Siempre
activar el lavado de sellos
(Prime Seal Wash).
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Valores de la pestafia Binary Solvent Manager (lavado de solventes):

Intervalo 0.1 a 60 minutos

Predeterminado | Todas las lineas de flujo de solvente (A1, A2, B1
y B2) se lavan durante 0.1 minutos cada una.

Recomendado Lavar durante 3 minutos.

e Todos los canales seleccionados se lavaran.
e Para volver a establecer los valores originales, hacer clic en Set Defaults
(Valores pre determinados) en cualquier pestafia.

6.32. Dirigirse a SM (Sample Manager) para elegir el lavado de las agujas. Strong
wash (Lavado fuerte), Weak wash (lavado débil) y Sample syringe (jeringa de
la muestras).

V| Strong wash 13 cydes

/| Weak wash

7| Sample syringe

[ 5ot Dfots | 3 [ s ] [ Qo

Valores de la pestaiia Sample Manager (lavado del inyector):

Predeterminado | 10 ciclos para cada jeringa seleccionada.

Recomendado Lavar durante 3 ciclos.
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6.33. Para equilibrar al método, ir a la pestafia Equilibrate to Method y en la opcién

BSM especificar las condiciones de flujo, asi como, el porcentaje de solvente en

cada una de las bombas.

Valores de la pestafia Equilibrate to Method (Equilibrar al Método).

Parametros de la Valores Valores permitidos
puesta en marcha del predeterminados
sistema

Flujo inicial del 0.25 mL/min* De 0.1 a 2.0 mL/min

Método

Composicion de Ay B (la Al, 100% Al, A2; del 0 al 100%

suma debe ser 100%) Bl, 0% B1, B2; del 0 al 100%

Temperatura de la Off Apagado 0 5.0°C (9°F)

columna (Apagado) por encima de la
temperatura ambiente
hasta 65°C (149°F)

Temperatura de la Off (Apagado) Apagado de 4.0 a 40°C

muestra (de 39.2 a 104°F) en
condiciones
ambientales de 25°C
(77°F)

Lampara On (Encendida) Encendida o apagada

* Revisar las especificaciones de la columna (Ver su respectivo Manual).
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6.34. Ir a opcidon SM y especificar las condiciones de temperatura.

6.35. Verificar que los cambios se hayan realizado correctamente y finalmente dar
clic en Start para empezar el lavado.

A Indicacion. Observar en la parte inferior izquierda de la consola
ACQUITY UPLC que el estado del sistema (System Status) corra
correctamente.

PRECACUCIONES PARA EL PURGADO DEL SISTEMA.

El purgado se utiliza para preparar un nuevo sistema, para realizar cambios de
recipientes o de solventes, y para iniciar el sistema después de que haya estado
inactivo durante mas de 4 horas.

0 Precaucion: Para evitar dafiar los componentes del sistema administrador
binario de solventes, no se debe utilizar cloroformo, cloruro de metileno, acetato
de etilo ni tolueno.

La importancia del lavado de las lineas nos permite lubricar los émbolos, llenar los
recorridos de los tubos con solvente, y eliminar el solvente y/o las sales precipitadas
gue hayan podido quedar después de haber utilizado el sistema.

Para mantener la eficacia de los émbolos se recomienda el lavado de las lineas:

e Después de usar fases moéviles amortiguadas.

e Sj el sistema administrador binario de solventes ha estado inactivo durante
varias horas o mas.

e Sj el sistema administrador binario de solventes esta seco.
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0 Precaucién. Verificar que la botella de la solucién de lavado de la valvula

de fluidos siempre contenga suficiente solucion. Nunca permitir que se termine.

Recomendaciones:

Se recomienda utilizar como solucién de lavado para la valvula de fluidos
100% metanol.

Lavar el sistema binario de solventes durante 2 minutos si el sistema ha
permanecido inactivo durante 4 o 8 horas y si se tiene previsto utilizar los
solventes que ya se encuentran en el sistema.

Lavar el sistema binario de solventes durante 4 minutos si se tiene previsto
utilizar solventes nuevos con la misma composiciébn que los que ya se
encuentran en el sistema.

Lavar el sistema binario de solventes durante 5 minutos si se va a realizar un
cambio de solventes por otros que tengan una composicion diferente a la de
los que ya se encuentran en el sistema.

Utilizar un solvente de lavado fuerte en el cual la muestra se solubilice.

Se recomienda utilizar un solvente de lavado suave en funcion de la
composicidn quimica de la fase movil y de la muestra de estudio, siempre y
cuando todas las soluciones y los bufér sean miscibles y solubles.

Se recomienda utilizar un solvente de lavado suave con un 90-75% de agua y
10-25% de metanol o acetonitrilo, y un solvente de lavado fuerte con 60% a
100% de metanol o acetonitrilo para las aplicaciones de espectrometria de
masas (MS) y cromatografia de fase reversa con solucion bufér.

OPrecaucién: para evitar la formacién de sales de precipitado en el sistema,
se recomienda utilizar un solvente intermedio, como por ejemplo, agua, al pasar
de soluciones bufér a solventes de alto contenido organico. Es necesario
consultar las tablas de miscibilidad de los solventes (ver anexo B).

Efectos del solvente de Lavado.

Propiedad Efectos

Especie organica

Por regla general, los solventes fuertes y suaves
deberian pertenecer a la misma familia. En
ocasiones tal vez esto no sea posible. Sin
embargo, se puede utilizar un solvente organico de
lavado fuerte al 100%.

Composicion del

El solvente de lavado suave debe tener una

solvente composicion lo mas similar posible a la de la fase
movil del gradiente inicial.
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pH

Ajustar el pH de los solventes fuerte y suave para
optimizar la forma de pico y el rendimiento de
arrastre.

Concentracion del
solvente fuerte

El solvente fuerte no debe estar mas concentrado
de lo necesario para reducir el arrastre a un nivel
aceptable.

Solubilidad de la
muestra

La muestra debe ser soluble tanto en el solvente
de lavado suave como en el fuerte.

0 Precaucion: Las proteinas (por ejemplo, en
plasma) no son solubles en los solventes cuya
composicion organica es superior al 40%.

Diluyente de la
muestra

El solvente de lavado suave entrard en contacto
con la muestra, por lo que ambos deben ser lo mas
parecidos posibles. Para eliminar los efectos
adversos sobre la forma de los picos como
consecuencia de la composicién de la base del
relleno de la columna, ajustar la composicion del
lavado suave, sobre todo cuando se utiliza el
modulo en modo de Loop parcial.

Proporcion del volumen
de lavado (suave/fuerte)

En un método, esta proporcién de lavado suave/
fuerte debe ser aproximadamente de 3:1,
suficiente para garantizar que el lavado suave
limpia al fuerte en la aguja y en el loop de muestra
antes de la adquisicion.

Duracion de los ciclos

Los solventes de lavado de mayor viscosidad
prolongan los ciclos de lavado.

7. CREACION DE UN PROYECTO

7.1. Para crear un proyecto abrir la ventana de MassLynx, dar clic en File >>Project
Wizzard (Archivo >> Proyecto Wizzard).

7.2. Si Aparece este mensaje (Cuando se cambia a un nuevo proyecto algunos de
los servicios se cerraran automaticamente, ¢, Continuar?) dar clic en Yes.

1 closed down
Continue’?

When changing 10 a new Progect some services are automatically
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7.3. En la opcién Project name escriba el nombre del proyecto, si se desea anotar
alguna descripcion del mismo hacerlo en la opcion Description, verifique en la
opcion Location (Ubicacion) que este marcado la carpeta C:\MassLynx\ para
guardar el proyecto; enseguida dar clic en Next.

7.4. Seleccionar Create new project (Crear un nuevo proyecto) y dar clic en Finish
(finalizar).

" Create usng current project as template
I~ Copy sample knts

' Create usng existing project as template

Basting project F\MLWM_M_T Browse |

<Back | [gen Cancel |
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8. OPTIMIZAR CONDICIONES (ION PADRE, ION FRAGMENTO)

8.1. Enla ventana MS Tune, activar la funcién 1 y desactivar las demas funciones.

Function Set Mass Span Gan
I 1||MS1Scan ] |56 311 |10 |58
I~ 2||PxentScan ¥ |156 J311 |10 |725
,53 [Daughter Scan ] [311 [156 {10 {534
4

JMS Scan =] |514 j1s7161 o {10

8.2. Dar clic en la pestaia para seleccionar el modo de funcion MS1 Scan.

Funct
e MS1 Scan (primer cuadrupolo) leleclel

e MS Scan (segundo cuadrupolo) V1 lm

e Neutralse (utilizar cuando se 2 MS Scan
trabajen muestras que tengan un Daughter Scan
- ) at Scar
ndcleo en coman). r 3 Zd"i"*‘-L’- Y
: . Neutral Loss Scan
e Daughter Scan (ion hijo) 4 Seutral Gan Scan

e Parent Scan (ion padre)

—

8.3. Dar clic al icono MS Mode (esta funcién sirve para cuando no se quiere
fragmentar y solo se busca optimizar las transiciones).

8.4. Para centrar la masa del compuesto (pico mas alto que sale en el espectro)
Establecer las condiciones de Mass (masa del analito), Span (son los Dalton
para la visualizacion de la masa) y Gain (ganancia, es el aumento de la

respuesta).
Funchon Span Gan
1 |MS1 Scan 110 58
2 JPaeni Scan N1 Jie I*;{
3 [Oaughter Scan _',l I':H |1‘_.>j. ['.1_‘. If_’,;,g
4 [MS Scan | [61¢ 15161 |0 [
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8.5. Para purgar el reservorio, dirigirse a Fluidos (Fluidics)>>Reservoir y seleccione
el reservorio a purgar (A, B, C o Wash). Dar clic al icono Purge the fluidics
system.

Reservor |A -l |

Flow State [ LC Zj

N

A Indicacion. Si se va a purgar algun otro reservorio, seleccionarlo después
de que termine de purgar el primero, una vez seleccionado dar clic en icono de
inyeccion.

e Para ver como esta trabajando el equipo seleccionar la funcién Xevo TQ MS
Detector y dar clic en Interactive Fluidics.
e La funcién Idle indica el termino del ciclo de purgado del reservorio.

=1 Xavo TQ MS Detector T
inteli Start 2| [«8][&
Manual Optimization :] g‘-] LJ
MS Display

[lnteractnve Fluidics ] Idle - 45.12 mins

Plots &

Maintenance Counters 5 ul/min

8.6. Para infusionar la muestra al masas, en la pestafia Flow State (Estado del flujo),
seleccionar Infusion. Dar clic al icono Start infusing para infusionar el
reservorio.
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8.7. Dar doble clic en la zona de la escala para ir disminuyendo la visualizacion de la

respuesta.

A Indicacidon. Para saber si la respuesta es especifica del compuesto,
detener la infusion y observar la disminucién de la respuesta, en caso de no

disminuir indica que hay interferencias.
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OPTIMIZAR EL VALOR DE LA MASA

AAdvertencia: AJUSTAR LOS VALORES DE ACUERDO AL ANALITO

DE MAYOR INTERES.

8.8 Cambiar los valores de Span para ir centrando el valor de la masa (Mass), una
vez centrado cambiar el valor de Mass por el valor obtenido.
e Cambiar el valor de la ganancia (Gain) para observar mejor la respuesta.

Mass Span

Gain

{369.4 1

iE

A Indicacién. Es muy importante gue el pico se visualice centrado, ya que, el

valor de_masa que se designe sera la masa a la cual se cuantificara.

El pico no necesariamente debe de verse estético, es importante que el pico

maximo de respuesta se vea centrado.

Ejemplo: Pico con el
valor obtenido de la
masa
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8.9 Para visualizar el pico aumentar el valor en la funcién Span.

AJUSTE DEL CAPILAR

8.10 Para ajustar el capilar, dirigirse a ES+Source y en la funcion Capillary [kV]
establezca incrementos de 0.5, para ello, de clic sobre la linea cambie el valor y
observe la respuesta. (Si se observa que el pico cae en vez de aumentar,
significa que llego al limite del enlace de voltaje).

A Indicacion. Utilizar el valor minimo posible que de la mejor respuesta.
(El valor sefialado en rojo es la respuesta verdadera y el negro es el valor

propuesto).

F;sam 'tht:' Advancedl Dnagno:ucsl

‘ ‘Soutce Fited { ESK1

. Vohages ,
Capilaty (kV) o [ [—— |

[ o ®

 Temperatures

[Dudvdim Temp(C)  |350 {350 !
Gas Flow

'—Dudvm (LH) J651 {650
Cone L) jo 0
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AJUSTE DEL CONO

8.11 Para Ajustar el cono hacer lo mismo que el ajuste del capilar. De clic en la
linea Cone [V], cambie el valor y observe la respuesta.

A Advertencia. Cuando se tienen mas compuestos en la misma muestra,
solo ajuste el valor del voltaje del Cono para cada uno de los compuestos,
NO cambie el valor ajustado del Capilar porque ya esta optimizado (el valor
del Capilar solo se ajusta una vez).

8.12 Ajustar la temperatura de la camara de ionizacién para evaporar el solvente.

=

-
¥
na

ANALIZAR LOS CUADRUPOLOS

8.13 Establezca la energia del lon para cada compuesto (para cambiar cualquier
valor dar clic en la linea). Teclear las flechas de la computadora para ir
obteniendo la respuesta (Izquierda para Disminuir, Derecha para Aumentar).

Arah e
M Hewohst I
HM Resohs | £

n Energy I - T =
LM Resolution £ I —_—
My C-._.-‘-,‘.{., y, |'n ——— o — — -
lon Eneigy 2 I - —————— e

A Indicacion. Cuando se disminuye hasta un 5% en la respuesta hay que
aumentar 0.5 niveles.
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8.14. Disminuir y aumentar la respuesta hasta que el pico vuelva al previamente
optimizado en el ajuste del capilar o hasta que ya no se observe ningin cambio
en la respuesta.

A Advertencia.
¢ Es importante establecer una energia de colisibn aunque NO se vaya a
fragmentar, esto es para que puedan viajar los iones a través de la celda
de colision; recuerde que la energia del ion es importante ya que es la
energia con la que van a viajar los iones a través del cuadrupolo.
o Encender el Gas Argdn ya que de lo contrario no va haber fragmentacion.

ANCHO DEL PICO

8.15. Una vez optimizados los valores del capilar, el cono y la energia de ionizacion,
observar el ancho del pico; mientras mas ancho este el pico va haber mayor
sensibilidad y menor resolucion, por lo tanto, hay que llegar a un equilibro entre
estos dos.

e Para una cuantificacién adecuada se recomienda ajustar el ancho del pico
entre un valor de 0.6 y 0.8 Dalton.

e Para establecer el equilibrio entre la sensibilidad y la resolucion del pico, en la
columna Span establecer un valor de 1, enseguida dar clic derecho sobre el
pico ir a la opcion Grid y dar clic en Vertical para obtener la cuadricula.
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8.16. Para establecer el ancho del pico, situarse a la mitad de la altura del pico
sumando los cuadros de abajo hacia arriba (el maximo quiere decir que es el
100%) enseguida sume los cuadros del ancho del pico para sefialar los Dalton.

e Por ejemplo, en el pico anterior el ancho es de 5 cuadros lo que indica que al
observar la escala de Dalton que es de 1 el valor serd de 0.5 Dalton por lo
que hay que ensancharlo.

8.17. Para ensanchar el pico, dirijase a la opcién LM Resolution para ensanchar
masas altas y HM Resolution para ensanchar masas bajas

rAnalyser
LM Resolution 1 {200 | |
HM Resolution 1 [1500 | - |
lon Energy 1 j03 | _ |

A Indicacion. El ensanchamiento del pico depende de la respuesta del
Analito, si el Analito da una respuesta muy pequefia es recomendable
ensanchar mas el pico (hasta 0.8 Dalton) siempre y cuando el
ensanchamiento no vaya a tener interferencia con algun compuesto que
pudiera estar muy cerca del Analito o bien que no sobrepase a 1 Dalton con
respecto al siguiente pico. Esto para poder discriminar bien entre un
compuesto y otro ya que de lo contrario se puede sumar la respuesta del
analito con la respuesta del otro compuesto y se perderia la resolucion.
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8.18. Aumentar el valor de Span para ver el pico delgado, enseguida aumentar el
valor de LM Resolution y observar la respuesta. Si el pico se suma con otro
disminuya la respuesta en la funcién HM Resolution.

A Indicacion. La funcion HM Resolution movera la masa del analito, por lo
tanto, para restablecerla y centrar el pico, ir a la columna Mass y ajustar al valor

predeterminado.
Para dar un zoom al pico seleccionar la parte de interés con el botén izquierdo

del mouse y soltar.

A Indicacion. En caso de que el flujo se interrumpa hay que rellenarlo,

\ﬂ
para ello, dirijase a fluidics y de clic al icono Refill the syringe para
rellenar la jeringa, enseguida dar clic en Start infusing

R [®

g Startinfusing——

Infusion Flow Rate W— pL/mn
N

Flow State anusion ;l
| Fil Volume | 250 v L
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INFUSIONAR

8.19. Una vez que se hayan ajustado los valores 6ptimos del pico, ir a la consola

ACQUITY y en la pestafia Binary Solvent Manager en la opcion
Conditions, establecer el flujo de la fase mévil, para ello hacer clic en el nimero

azul y especificar el valor de flujo. Dar clic en el icono @

A Indicacion. Realizar incrementos de flujo de 0.1mL/min hasta el flujo
deseado; en la funcion Performance verificar que el Delta se estabilice para
poder ir cambiando el flujo. Si no se estabiliza el delta indica que hay fuga.

performance
BSM Total volume pumped
T
0.000
pressure ripple (psi, 1 min)
Minimum Maximum Delta
-5 885 890

8.20. Para infusionar la muestra con la fase moévil y permitir que la muestra se
mezcle con los aditivos de la fase maovil para poder ionizar mejor la muestra vaya

Lo

a fluidics (si aun esta corriendo el flujo detenerlo dando clic en el icono ),
en Flow State seleccionar la opcion Combined para combinar la fase mévil con
la muestra y ver si la respuesta incrementa.

ES. che M: I Advanced I [‘Hj«)\-}l'\t S

r~ Flow Control —
5
¥ |8 | ©
i = A Indicacién. Para ver
l Status si la res
puesta es dada por

Infusion Flow Rate  [100 uL/nan algun compuesto de la fase
S " = movil, en la funcion Flow

: State elegir la opcion LC,

Flow State m N si no hay respuesta indica
Fil Volume |:€@ -] pl gue no hay interferencias.
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RESOLUCION A ALGUNOS PROBLEMAS.

e Cuando se observe que el spray no sale del cono, purgar los sistemas por
separado (A / B) para ver si alguno de estos tiene fuga o aire.

0 Revisar los reservorios para ver si los filtros estan en contacto con los

solventes.

o Abrir el administrador de solventes binario, desatornillar las tuberias
por donde pasa el flujo y observar que corra flujo a través de estas.

e Para quitar el error de comunicacibn Communication Failure, Ir a la pestafa
Control>> Reset BSM (resetear el Administrador de solventes binario).

A Advertencia. Siempre verificar para todos los métodos que la energia de la
celda de colision se encuentre cerca de un valor de 3e-3 este es un valor
adecuado que indica que la celda ésta trabajando correctamente.

Analyser MS2 Penning Analyser MS1 Pirani

\ \

Collision Cell Pirani

i
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FRAGMENTACION

8.21. Una vez optimizado los valores del compuesto de interés, proceder a buscar

los fragmentos del compuesto. Rellene la jeringa, y abra el gas Argdn

A Requisito: El gas de colision argon; debe tener una pureza del 99.9%.
Regular el suministro a 50 kPa (0.5 bar, 7 psi).

8.22. Active la funcion MSMS Mode,
opcion y seleccione la funcién Daughter Scan

de clic en la segunda

8.23. En el valor de Set (Ajustar) escribir el valor de la masa del compuesto de
interés.

8.24. En la pestafia ES+Source disminuir el valor de la energia de colisién
(collision) aproximadamente a un valor de 5.

8.25. Desactivar la funcién 1y en el valor de Span dar un valor mayor de 300 ya que
este servira para poder expandir el cuadrante y poder visualizar mejor los
fragmentos de algiin compuesto precursor.

A Indicacion. Para hacer un zoom en cualquier pico de interés seleccionarlo
con el botdn izquierdo del mouse hacer un barrido y soltar el botén enseguida.

8.26. Regresar a la pestafia ES+Source y en la energia de colisién (collision)
realice incrementos de 5 para ir observando la respuesta de los fragmentos,
nétese que al ir aumentando la energia de colision el pico con el que se hicieron
los ajustes (el pico de mayor interés) va ir disminuyendo e ira aumentando los
fragmentos.
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A Advertencia. Recuerde que para buscar compuestos secundarios solo
deben de cambiarse los valores de cono y energia de colision.

8.27. Una vez que se localizada la energia del otro compuesto de interés proceder
hacer la adquisicion de datos, dirijase a la pestafia Acquire >>Start (Adquirir >>

Inicio); o bien, dar clic en el icono Run (Corrida) b

8.28. Enseguida en la opcion Data File Name especificar el nombre del compuesto,
si se desea escribir algin dato extra hacerlo en la opcion Text.

8.29. En la funcién Data (Datos) seleccionar Daughter Scan (exploracion lon hijo).
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8.30. En el formato de datos (Data Format) seleccionar el tipo de adquisicién de
datos ya sea central (Centroid) solo muestra la masa centrada, continuo
(Continuum) muestra todo el espectro o MCA al igual que el continuo muestra
todo el espectro solo que con menos sefial de ruido.

MF«M Centrod

Contnuum
MCA

8.31. En la funcién Time, seleccione el tiempo de duracion de la corrida en minutos
Run Duration (mins), asi como, el tiempo en que se desea que aparezca cada
espectro por segundo Scan Time (s).

8.32. En la funcibn Masses (m/z), en la opcién Set Mass especificar la masa del
compuesto de interés, en la opcion Start Mass seleccionar la masa donde se va
iniciar la corrida y en End Mass donde se desea que termine la corrida (rango de
la corrida) finalmente dar clic en Start.

~Masses [m/2)
Set Mass 3693
Start Mass 100
End Mass 40d

e Observe en la parte inferior derecha de la ventana el escaneé. Cuando este
se termine de completar aparecera el espectro en la pantalla.

scan 10 (function 1) |Pumped
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8.33. Detenga el flujo para poder visualizar el espectro, para ello, dirijase a la funcion

Fluidics.

8.34. Abrir la ventana del MassLynx y dar clic en la pestafia Spectrum enseguida

dar clic en el icono del reloj O para observar el Gltimo espectro adquirido.

e Otra manera de visualizarlo es ir a File y dar clic en Open, en la siguiente
ventana seleccionar el ultimo espectro el cual se encuentra en el cuadro de
File Name, activar la opcién remplazar Replace localizada a la mitad del
lado derecho de la ventana y dar clic en OK.

8.35. Para visualizar mejor los picos realizar un zoom (el zoom muestra el promedio

de los picos).

AT
17592|

A==z

17730

8.36. Para visualizar de nuevo todos los picos dar clic al icono o2
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8.37. Para ver las cuentas totales de todos los picos fijarse en la parte superior

06-May-201312:01 .E

Daughters of

derecha del espectro L—— .ﬁl

8.38. Para ver los picos de una forma mas definida hay que realizar un Smooth, para

ello, dar clic al icono E para evitar que los datos se sobre escriban en la
misma hoja, seleccionar Process y la opcion Smooth.

Automatic Peak Detection...
Refine...
Combune...

Center...

8.39. En la siguiente ventana se muestran las opciones del método de afinado, para
espectros utilizar el algoritmo de Savitzky Golay en las opciones Peak width
(Da) establecer el valor del ancho del pico en Dalton y en Number of smooths
establecer el nimero de afinaciones a realizaran en el pico. Dar clic en Ok.

Peak wadth (Da)
Number of smooths
— Smoothing method
C Mean
" Medan
(¢ Savitzky Golay
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8.40. Dar clic en el icono o2 enseguida realice un zoom seleccionando con el
botdn izquierdo del mouse una parte del pico de interés. En la siguiente ventana
apareceran los espectros totales en crudo y optimizado.

8.41. Una vez obtenidos los espectros proceder a optimizar la energia de colisién de
los fragmentos de interés.

8.42. Dirijase a la ventana MS Tune =L a continuacion inicie el flujo, active la
opcion 3y establezca la funcién Parent Scar (exploracion del lon padre).

8.43. La energia de colision se optimiza con el que fragmento que mayor respuesta
se haya observado en el espectro. Ir a la funcibn ES+Source para poder
establecer la energia optima de colision para la cuantificacion.

8.44. En la opcidon Set (Ajustar) escribir la masa del fragmento de mayor respuesta,
en la opcién Mass escribir la masa del compuesto de interés para poder centrar

el pico.
Funchon Set Mass Span Gan
1 JMS1Scen =] Iss {3633 E |10
~ 2 lOouj-let Scan EI I%Q 3 Iam | 5 I l7‘3
[F 3 |PaentScan ~| 77 3593 5 {25
4 |MS Scan ~] |54 ]1971.61 10 10
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8.45. Dirijase a la funcion 2 (escaneo ion hija) y en Mass escribir la masa del
fragmento que se estd buscando y en Span disminuir el cuadrante para ver
mejor la respuesta aproximadamente en 5, cambiar el valor hasta que se
visualice mejor la respuesta.

Function Set Mass Span Gan
[~ 1 |MS1Scan > |6 [369.3 5 {10
[V 2 |DaughterScan ] [363:3 [177 I5 1 |7
[Z 3 |PaentScan & [177 |369.3 Gl |25

REGLA PARA BUSCAR LOS FRAGMENTOS:

e Para visualizar correctamente un fragmento, en la funcién de Set colocar la
masa exacta del compuesto precursor.

e Escribir en Mass la mitad del valor de la masa del compuesto mas unos
diez o veinte valores de mas.

e Para seleccionar el Span el valor debe de incluir el valor de la masa del
compuesto y la masa del precursor, por lo tanto, el valor del Span debe
ser mayor.

e Para optimizar el fragmento es necesario disminuir el valor del Span para
poder visualizarlo correctamente.

A Indicacion: Cuando se tienen las condiciones para ver la respuesta y en
esta se visualicen picos muy anchos y largos significa que en el sistema a
entrado aire, por lo tanto, es necesario purgar la aguja.

8.46. Una vez visualizado los fragmentos equilibrar la respuesta, para ello, en la
funcion Gain (ganancia), para ambos fragmentos (padre e hija) escribir el mismo
valor por ejemplo 50, nétese que al equilibrarlos la respuesta se ve muy similar.

2 0%e0 20160

- S S0 9 1 'C [ N S o

A Indicacion: En la parte superior izquierda de cada pico se observa el valor
de la respuesta.
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8.47. Para obtener la energia Optima de colision del fragmento, ir a la opcion
ES+Source y en la funcién Collision dar valores hasta que se observe que el
pico se mantiene estable.

8.48. Una vez que se tiene la energia Optima se procede a centrar el pico, vaya a la
funcion Span y disminuya la visualizacion. Centrar el pico en base a la mayor
respuesta en la sefial. Una vez centrado, en la funciéon Set modificar el valor de
la masa por el valor de la masa del fragmento centrado (guiarse con la escala).

A an

A Indicacion. Vea también el valor de la respuesta M si aumenta

es que la respuesta se favoreci6 si disminuye entonces indica que no se eligié
bien la sefial maxima.

Es muy importante centrar la masa en la sefial mas alta ya que de lo contrario
se pierde respuesta.

8.49. Ya que se tiene centrado el pico se procede a equilibrar la resolucion y la
sensibilidad. Modificar los valores del segundo cuadrupolo.
El primer cuadrupolo se modifica solo para optimizar el sistema con el
compuesto de interés. El segundo cuadrupolo se modifica para el fragmento
precursor (ion hijo).

8.50. Poner los mismos valores que en el primer cuadrupolo y proceda a establecer
el ancho del pico.

LM Resohution 2 j2s 1} P
HM Resolution 2 {1500 l -}
lon Energy 2 fos | 3
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8.51. Para optimizar los picos, modifique el valor de Mass por el valor de la masa
que dio mayor sefial, en la funcion Span disminuya y aumente el valor para
establecer y visualizar el ancho del pico. (Ver el apartado “Ancho del pico”)

Functon Set Mass pan Gan
=1 |MS1 Scan ~] [# [3633 [10
[ 2 [osughesScan o] [333 1771 [0
¥ 3 |PaentScan 3 1771 ,3693
[~ 4 IMSScan g 614 J1971 61

I

7 it

=

-

I’ 0

-t X
o

Picos optimizados

8.52. Una vez localizados y optimizados todos los fragmentos de interés dar clic al

icono Save

A Indicaciones:
¢ NO modificar los valores de la energia del cono cuando se requiere ver la
respuesta de algun otro compuesto dentro de la muestra. Cuando
solamente se requiere ver los fragmentos de un mismo compuesto
Unicamente cambiar el valor de la energia de colision.
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e Para llevar a cabo una cuantificacién es necesario solo un fragmento; no
se recomienda cuantificar con dos fragmentos ya que si la respuesta de
uno cambia el resultado varia, por lo tanto, este ya no es confiable.

e Para una identificacion se necesitan dos fragmentos los cuales permitan
caracterizar el compuesto.

e Para localizar a otro compuesto diferente (otro ion padre) hacer lo mismo,
seleccionar la opcibn MS1 Scan, dar clic en el icono MS Mode vy
solamente modificar los valores del cono y la energia de colision y buscar
sus fragmentos.

9. EXPLORACION AUTOMATICA INTELLI START

9.1. Para que el equipo haga una exploracién automatica. Abrir la consola del
ACQUITY, en la pestafia de Xevo TQ MS Detector seleccionar la opcién
IntelliStart.

~ Inteli Start
Manual Optimization
MS Display
Interactive Fuidics

9.2. Enla opcion Type of Analysis (Tipo de andlisis), seleccionar la calibracién con
la que se llevara acabo la optimizacion.

Unit Mass Resolution Unidad de Resolucién de la Masa
High Mass Resolution Resolucién méaxima de la masa
Low Mass Resolution Resolucion minima de la masa
Quantitative Cuantitativo

ok Ll —
~ High MasfResolution

L, Low Mass Resolution
nitative
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9.3. En la opcién Development (Desarrollo), activar la funcibn Sample Tune and
Develop Method para Sintonizar la muestra y desarrollar el método de masas.
e ES+yES- es para seleccionar la polaridad de las moléculas.

Development
.o V] ES+
M S [7] Sample Tune and Develop Method ~ Es-

e

o

9.4. Dar clic al icono Start L_== 1| en la siguiente ventana editar el nombre del
compuesto dando clic en la primera fila, editar la masa del compuesto en la
columna Parent Mass y seleccionar la polaridad de la molécula en la opcion
lon Mode.

9.5. Hacer lo mismo para los demas compuestos que se deseen cuantificar.

IL Compound Kame Parent Mass || loaMode

¥ orcuming 393 4 - |*
¥ aral i 7”:339 gAea= T 5+ (¥
i urou? i "y k) 7 = 54 .
| e T

9.6. Enla funcién de detalles del método (Method Details) activar la funciéon Create
New Sample Tune para la creacion de una nueva hoja para la sintonizacion de
la muestra.

Method Details
@ Create New Sample Tune (7) Load Existing Sample Tune

Sample Tune Name: |evo_TQ OQPQ_VBB801.PRO\ACQUDB\MRM.ipr

9.7. Para editar el nombre de la sincronizaciéon de la muestra dar clic en el botén
editar.

Sample Tune Name: |evo_TQ_OQPQ_VBB801.PRO\ACQUDB\MRM.ipr
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9.8. En la siguiente ventana dirijase a la opcién Computer >> System (C:), abrir la
carpeta de MassLynx, enseguida abrir la carpeta con el nombre del proyecto y
la carpeta ACQUDB. Nombre el archivo y guérdelo.

9.9. Para editar el nombre y guardar el método de desarrollo MRM, dar clic al boton
editar de la funcion Develop MRM method.

9.10. En la siguiente ventana dirigirse a System (C:) abrir la carpeta de MassLynx
enseguida abrir la carpeta con el nombre del proyecto y la carpeta MethDB
finalmente nombre y guarde el método.

9.11. En la funcion Optimization Ranges, seleccionar los Rangos de optimizacion
de voltaje del cono y de la energia de colisién.

143

] )

T
{~m:‘ .;»u‘." 3 3 q
\t‘:“‘n‘,.\§li . AT i — — A

.iq"| Yal

9.12. En la funcion Daughter ion settings, seleccionar cuantas transiciones
(fragmentos) se desean por minuto, asi como especificar cual es el valor del
fragmento de masa mas pequefio a detectar (poner un valor 10 veces menor
del fragmento a detectar) seleccionar el Reservorio que contiene la muestra y
especificar la velocidad del flujo de la muestra, finalmente dar clic en Start.
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e Espere a que termine el andlisis.

9.13. Verificar en la funcion SE+Source, que las funciones del MS Tune se

8

encuentren inhabilitadas

lo que indica que automaticamente el equipo se

esta optimizando. Para ir viendo el espectro conforme se va optimizando dar
clic en el icono del reloj.

@A BEDcaQ|# ¢ o1

e 14 | A

w&mw VBB801
121(12.@)

e e e e
. . » . . . . . . .

s rsrsbhsssabosvsnbosnntonsndonrrabsnnnban
» . ’ ‘ .

) »
sosboccnlovvcdosondannnn Lovoebos
» . . »
N . » »
e I N
* . L »
Tl L LR T porvacgpen
. . - . . » »
Rt A L Ll O B B D il
. . . . . . 0
b --boooo Hawnn B L SR
) » » . . . »
Jeane - -, - wondevnndon “haw
: 2 .
&E - X%

» - » » .
S S e --.'-- L e B N T

Rl T

e- -

REf =
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Recomendaciones:

e Cuando se tengan compuestos con muy poca intensidad (que
estén presentes en la muestra a muy baja concentracién), se
sugiere buscar de uno por uno cada compuesto, ya que, si se inicia
la opcion de IntelliStart este puede no dar una respuesta.

e Para utilizar la opcion de IntelliStar primero se recomienda
visualizar y centrar correctamente la masa en la funciébn de MS
Tune y una vez encontrada ahora si utilizarla ya que esta opcién
facilita el tiempo de analisis.

e Los valores en la respuesta esperados en el MS Tune se
encuentran entre un intervalo maximo de 10e6 y minimo de 8e5 o
9e5. Si los valores son mas bajos se puede tener interaccién con
los niveles de ruido; a menos que el ruido sea muy bajo pueden
tomarse en cuenta.

e Se recomienda trabajar con el MS Tune cuando se tengan
concentraciones al menos de 1ug/mL, ya que, concentraciones
mas grandes producen una saturacion lo que ocasiona que no se
visualicen correctamente los picos. Utilizar concentraciones
mayores 0 menores a la recomendada siempre y cuando la
respuesta no se observe correctamente.

e Para moléculas cuyos fragmentos sean dificilmente ver una
respuesta ya que se tienen masas muy cercanas unas con otras,
se recomienda utilizar los is6topos de los elementos que contiene
la molécula dado que estos pueden influir en ella, por lo tanto, al
seleccionar uno de los is6topos se pueden obtener los fragmentos.

9.14. Una vez terminado el andlisis IntelliStar aparecera el reporte del método. El
software acomoda las respuestas en base a la intensidad de la cuenta de iones
de las transiciones (de mayor a menor intensidad).

& Indicacion: Si en el reporte del método se indica que no se encontrd

respuesta, optimizar nuevamente el valor de la masa.

(Si el andlisis fue exitoso se mostrara una palomita en color verde caso contrario
\?.

MoStrara una cruz L S )
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10. CREACION DE METODOS

CREACION DEL METODO DE INSTRUMENTO.

10.1. Para escribir las condiciones del método de trabajo, abrir la consola del
MassLynx; dirijase a la funciéon de Instrumento y dar clic en la opcion Inlet

Method (método de entrada) L iet Method

Crea IWWWﬂnl Cotemrt e

l
9 O Tow () X A
© Purp On

) trmct Cycle a Flom (o8 'wer! 0
P Resy

Ventana Inlet Method

(@

10.2.  Dirijase a la opcion Inlet (Entrada) Inlet
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10.3. En la funcion General se indicaran las condiciones de trabajo. En el estado
Solvent (Solvente) sefalala bomba a utilizar A1/B1 enseguida busque el
solvente a utilizar desplegando las opciones dando clic en la pestafia. En caso
de no encontrar en la lista el nombre del solvente, dar clic en el icono Editar
y escribir el nombre del solvente que se vaya a utilizar.

:ACOUiWEi_n:ry_gol—veﬁ Managers

Generdl | Data | Analog Out | Everts |

Solverts Pre

A1 ] [0.1% FAn Water Bl

B1 ' ! x Mg
Ammonum Formate

C:fad'ens Corcfom - &

10.4. Dejar los limites de presion (Pressure Limits) como estan sefalados
en el sistema.

 Pressure Limts ———

| Low: IO psi
Seal Wash
High: |15(X)0 psi ﬁ— min

A Aviso. La funcion Seal Wash indica el tiempo en el que se llevara a
cabo el lavado de sellos por ejemplo cada 5min.

oPrecaucién:

e Revisar las especificaciones de la columna. (Ver su respectivo Manual)
e Evite trabajar al nivel de presion maximo de la columna pues se puede
fracturar el compuesto de relleno.
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10.5. En la Funcién Run time especificar el tiempo de la corrida del gradiente
en minutos (min).

Run Time: I5.0U min

10.6. Para latabla de Gradiente de elucién (Gradient), en la primer fila especificar
las condiciones de inicio del gradiente: el flujio Flow (mL/min) y los % de solvente
a utilizar en cada una de las bombas A (acuoso) y B (organico), en la siguiente
fila especificar el tiempo del cambio de solvente Time (min), asi como las
condiciones de flujo y % de solventes. Dar clic en OK.

e Ejemplo de un gradiente lineal.

Gradient

Time Flow = -
(min) (mijmin) %A %B Curve

1 0250 900 10.0

2 |600 0250 100 90.0 :

3 |6.01 0250 900 10.0 5

4

<

& Aviso. La columna Curve, sirve para indicar el tipo de gradiente a utilizar.
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Perfiles de una curva de gradiente ;g

Concentracion final | Nimero Efecto de la Curva
de A en (A+B)
1 Isocratico, Va inmediatamente
a la condicion especificada.
2ab Convexo, Rapidas en alcanzar

la composicion final de la fase
movil. Se utilizan para picos
superpuestos al final del

cromatograma.
6 Lineal (por defecto)
7a10 Concavo, Lentas para alcanzar

la composicion final de la fase
movil. Se utilizan para picos
superpuestos al principio del
cromatograma.

11 Escalonado, Mantiene la
condicion de arranque hasta el
siguiente paso.

Concentracion Tiempo
inicial de A en (A+B)

Figura 39. Perfiles de una curva de gradiente.
Donde A, representa el disolvente mas fuerte y
B, el disolvente mas débil en términos de fuerza
de elucion (g7)

e Para insertar o borrar cualquier dato escrito, seleccionarlo dar clic derecho y
elegir la opcion deseada.

Time Flow
(mn) (miL/man) A
1 0250 90.0 _
6.00 0250 100 o Insert Row / Insertar Filas
e Delete Rows / Borrar Filas
e Cut Rows [ Cortar Filas
5 Insert Row ] ) )
B dengs : e Copy Rows [/ Copiar Fllas
= i e Paste Row [/ Pegar Filas
Copy Rows
Paste Rov

Autosampler]

10.7.  Iralafuncion Autosampler (automuestreador)

10.8. En la pestafia General en la funcion Sample Loop Option, activar el tiempo
de inyeccion de muestra que se va utilizar.
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ACQLJIT\,’ Sample Manager

General | Data | Everts |

)

Sample Loop Option
Apmw j"’:f’ vinw
Patial Loop With Needle Overfil
R4 Loop

D)

Wash Solverts
Weak Columy

[5 S5 Acetontrie Water 600 40 C -

Strong Sampie

{50/50 Acetontdie /Water + | 500 .

AL
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Partial Loop (Loop parcial). Esta opcién se utiliza en situaciones en las
que el tiempo de analisis tiene mas importancia que cualquier otro
aspecto, cuando el volumen de inyeccion de la muestra es muy pequefio.
Inyecta del 10 al 50% del volumen del loop.

Partial Loop With Needle Overfil (Sobrecarga de la aguja de Loop
parcial). Se utiliza de manera general. EIl modo de inyeccion consiste en
meter dos separaciones de aire, una al principio y otra al final; lleva la
muestra con el afan de que ésta no se diluya o no se disperse en la fase
movil.

Proporciona una exactitud superior en Loop parcial, precision y linealidad
para una amplia gama de muestras, incluidos los acidos, las bases fuertes
y débiles, y los compuestos hidréfilos e hidréfobos. Inyecta del 10 al 75%
del volumen del loop.

Full Loop (Loop completo). Se recomienda cuando la exactitud y la
precision sean las preocupaciones principales. Es el modo recomendado
cuando se utilicen columnas de diametro interno de 1.0mm. Inyecta el
loop completo, por ejemplo, 10uL.
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La siguiente tabla muestra los volimenes de inyeccién minimos y maximos de cada

uno de los loops utilizados habitualmente.

Seleccién del modo de inyeccién y del volumen del loop.

Volumen de
inyeccion
de la
muestra

(BL)

Volumen del loop

2uL

5uL

10 pL

20 pL

50 pL?

Intervalo de
inyeccion
(uL) del
modo Partial
Loop (Loop
parcial)

No
recomendado

No
recomendado

No
recomendado

De 1.0
abs.0

De 2.0
a 10.0

De 0O a
25.0

Intervalo de
inyeccion
(uL) del
modo Partial
Loop Needle
Overfil
(Sobrecarga
de aguja de
loop parcial)

De 0.1a0.8

De0.2alb

De 0.5a3.8

De 1.0
a’b

De 2.0
al1l5.0

De 0 a
37.0

Intervalo de
inyeccion
(uL) del
modo Full
Loop (Loop
completo)

10

20 50

a. Elloop de 50 uL se debe utilizar con una jeringa de muestras de 250 pL.

10.9.

En la opcién Wash Solvents (solventes de lavado). En las funciones Weak

(lavado débil) y Strong (lavado fuerte) especificar la cantidad de volumeny el
solvente de lavado a utilizar.

Wash Solvents
Weak

{5/95
Strong

Acetonirie/Water |

—

[SO 50 Acetonitrie/Water « |

~r

VUV

~rn

’
LU
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10.10. En la funcion Temperature, especificar la temperatura de la columna y
la muestra.

e Valor recomendado para la Columna: 30°C.

e Se recomienda No manejar temperaturas menores a 25°C en la columna,
ya que afectara el tiempo de retencién de la muestra, logrando un analisis
mucho mas largo.

e Criterio atomar. Estabilidad de la muestra.

La temperatura de la columna va a depender de la estabilidad de la muestra como en

la rapidez del analisis; va a ayudar a controlar que el tiempo de retencién sea
constante asi como en la separacion de los componentes. Normalmente se manejan
temperaturas entre 25°C y 50°C (el horno llega a una temperatura max. de 80°C).

10.11. En la opcién Sample (muestra), seleccionar la temperatura a la cual va
estar conservada la muestra durante el analisis (dentro del vial). Si la
muestra es muy estable se recomienda trabajar a temperatura ambiente o
por debajo de ella con la finalidad de que el equipo no retenga tanto tiempo
la muestra y el analisis sea mas rapido.

e Sies temperatura ambiente se recomienda apagar la opcion (Off).
e Si se desea conservar en un ambiente fresco se recomienda especificar
15°C.

10.12. Activar la opcion Alarm Band (Margen de Alarma) y especificar un intervalo
de temperatura para que el equipo inyecte la muestra, ya que si la sefialada
en las opciones Sample y Column empieza a fluctuar el equipo no podra
inyectar la muestra hasta que la temperatura se estabilice.

10.13. En la opcion Run Time volver a sefialar el tiempo de la corrida, dar clic en OK

Run Time |5 00 min
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10.14. Para guardar los cambios en la ventana Inlet (entrada) ir a la opcién File

(Archivo) y dar clic en Save As (guardar como).

Buscar la carpeta MassLynx,

enseguida abra la carpeta con el proyecto de trabajo y guarde el método en la
carpeta MethDB.

Save astype: |Method Fies (" wvhp " w2200) |

AAviso. Para ver si los cambios se guardaron correctamente en la parte
superior de la ventana noétese que aparecera el nombre del proyecto con los
tipos de métodos del inyector (wvhp) y de la bomba (w2200).

[

:||C vie

» metcurcumina

File Name

wvhp, metcurcuming.w2200 { Inlet Methoc

W iools  L( Acourty Samopler

10.15. Para activar el método en la ventana Inlet dar clic al icono
activado se escuchara un clic en el equipo).
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METODO DE MASAS (MRM)

&

MS Method

10.16. Abrir la ventana MS Method.

File Edit View Options Toolbars Functions Help
DEEd&@?X
B sr '@ wv  |[@ wsscan |[@ Perenty
rFi’;\t;i’aPeekW

Total Run Time: 7.00 L ad

No. Type b Information

1 - MRM of 3 mass pairs, Time 0.00to 7.00, ES+

Existen varios métodos de masas los mas utilizados son: MRM (cuantificar) SIR,
MS Scan (ldentificar).

El método SIR (Seleccién de registro del lon), es un método de identificacion el
cual se utiliza cuando se desea explicitamente localizar la presencia de una o
varias transiciones determinadas, con la mayor rapidez o con la maxima
sensibilidad posible. En esta modalidad de trabajo se detectan solamente algunas
masas de interés. De esta forma, se aumenta la selectividad del método,
reduciéndose las interferencias.

El método MRM es una relacion entre el cuadrupolo 2 y el cuadrupolo 1 para dar
una respuesta, es decir, es la relacion entre un ion fragmento y su precursor para
decir donde se encuentra, cuando no se fragmenta los dos cuadrupolos buscan la
misma masa, el primer cuadrupolo busca al precursor y el segundo cuadrupolo
busca el ion fragmento y hace la relacion (se busca asi mismo).

El MRM da mejor respuesta porque la relacion sefial ruido es mejor ya que las
impurezas se minimizan.

Los métodos Parents (Padres) y Daughters (Hijas) son métodos de identificacion,
se utilizan para buscar fragmentos.
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El método Neutral Loss es un método para identificar el nacleo en comun cuando
se tiene un grupo de compuestos pertenecientes a una misma familia. Si se tienen

fragmentos en comuln este método sirve.

El método ScanWave MS (Barrido) es un método de identificacion, esta funcion
ayuda al aumento de la respuesta, No es un método de cuantificacion.

El método ScanWave DS (Fragmentos) es un método de identificacién, acumula
la concentraciébn de iones para incrementar la respuesta. Se utiliza para ver
respuestas que no son facilmente visibles, por ejemplo para ver residuos de algun

compuesto.

El método Phosphopeptide es utilizado cuando se trabaja con proteinas.

[B' MRM

10.17. Dar clic en la opcion MRM

los datos correspondientes de cada compuesto.

y a continuacion llene la tabla con

Channels

Compounduam] Parent (m/z) ]oauqmer(m)]Al Dwell (s) ] Cone(v) | Colision (V) {PC| Comments

{ 0.02

Canales de la tabla MRM

e Compound Name Nombre del compuesto.

e Parent (m/z) Masa del lon Padre encontrada en la ventana
MS Tune.

e Daughter (m/z) Masa del lon Hija encontrada en la ventana
MS Tune.

e Dwell (s) Tiempo de adquisicion de datos.
El valor depende de que tan rapido salgan la
moléculas

e Cone (V) Valores 6ptimos de la energia del Cono y la

e Collision (V) Energia de Colision

A Advertencia. Si los valores de la pagina MS Tune NO son los
optimizados, deshabilitar las opciones Use Tune Cone Voltage y Use Tune
Collision Energy y escribir en la tabla los valores optimizados.
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Funciones de los canales de la ventana MRM

e Add Anadir

e Delete Borrar

o Clear All Limpiar Todos
e Undo Deshacer

e Redo Rehacer

o Fill Down Rellenar abajo

10.18. En la funcién Retention Window (Mins), establecer el tiempo de inicio
y término de la corrida.

10.19. Ir a File >> Save As y guardar el método en la carpeta de trabajo ACQUDB.

10.20. Ir a Options (Opciones) y enseguida a Method Events... (Eventos del
método...) habilite la opcibn ENABLE ya que de lo contrario el equipo NO
tomara el flujo del cromatégrafo, si no lo que este especificado en la ventana del
MS Tune. Si en esta no esta especificada la opcion LC no se observara ninguna

respuesta.

10.21. Una vez habilitada la opcion Enable (Permitir), dar clic en OK y guardar los

cambios dando clic al icono Save ! .
(n Ower )
taw /i (w0t ,.W  Suplow Mol U
o i) st  sus2 (0w
Sedch]  NoOherge ¥
Gt & Mo Owarge *
vhmon  NeOhenge = —
Pl Sie (46 E »| Flow State | LC v
Flow Fae pb'ver 50
Faveron NoAckon *
ol MeAcaon v
Voamey 20 >
Satvert Dty Optore
A Prte L
o L e L A
RE AL -
o E ke
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e La parte derecha de la ventana sirve para programar eventos en el masas
cuando se requiere infusionar algo durante la corrida, por ejemplo, si
se desea mandar algo a desechos, adicionar algin modificador o

adicionar un placebo cargado, etc.

En la funcién Points Per Peak (puntos por pico) observar que se tengan entre

12 y 15 datos por sefial cromatografia; esto es, para tener un buen
conocimiento de lo que esta pasando y tener una integracion adecuada.

Para modificar el nUmero de sefiales cromatografias, cambiar los valores de

Dwell (s). Entre méas pequefio sea el valor asignado mayor serén las sefales.

Forts Per Peak

»

Total Bun Tme: |7 00 "}
METODO DE IDENTIFICACION MS SCAN.
10.22. Abrir la ventana MS Method.
. ., E MS Scan
10.23. Seleccionar la funcién MS Scan

10.24. En la siguiente ventana en la funcion Mass (m/z) especificar el intervalo del
Scan; en la funcién Data seleccionar el tipo de adquisicion de datos (Central,

Continué o MCA).

En la opcion Time (Mins) especificar el tiempo de la corrida

y en Scan Time especificar el tiempo de salida de cada espectro por segundo.
Finalmente especificar la energia de voltaje del Cono (Cone Voltage (V)).
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n’_‘k Indicacién. Cuando se tienen fragmentos con variacion en la energia
de voltaje del Cono se recomienda realizar una rampa, para ello, seleccione
la funcion Use Cone Voltage Ramp y en la siguiente ventana especificar el
intervalo de inicioy fin de la bdsqueda asi como el valor de la energia de

cono de cada fragmento.

10.25. Hacer clic en OK.

10.26. Ir a File >> Save As y guardar el método en la carpeta de trabajo ACQUDB.

METODO DE IDENTIFICACION SIR.

10.27. Abrir la ventana MS Method.

SR

10.28. Seleccionar la funcién SIR

10.29. En la siguiente ventana llenar la tabla con los datos correspondientes:

' lonization Mode  [ESe v Compound Mass (1) |A|  Dwell (s) Cone(V) | Comments |
Span B 1 1 [ [0.02 [
Use Tune Cone Voltage |
Retention Window (Mins)

Shart il
End 8
APcl Piobe
Use Tune Page Settings D it e i e
- ((add | [ Dot CleaAll| Undo | [ Redo |  [FilDown]
_OK | Cancel

Canales de la ventana SIR

Compound Name

Nombre del compuesto.

e Mass (m/z)

Masa del lon encontrada en la ventana MS Tune.

e Dwell (s) Tiempo de adquisicion de datos.
El valor depende de que tan rapido salgan las
Moléculas.

e Cone (V) Valores 6ptimos de la energia del Cono.

¢ Comments

Comentario para identificar al compuesto.
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A Advertencia. Si los valores de la pagina MS Tune NO son los optimizados
deshabilitar la funcion Use Tune Cone Voltage (Utilizar el voltaje del cono
del Tune) y escribir en la tabla los valores optimizados.

10.30. En la funcién Retention Window (Mins), establecer el tiempo de inicio
y término de la corrida.

10.31. Ir a File >> Save As y guardar el método en la carpeta de trabajo ACQUDB.

METODO DE LAVADO DE LA COLUMNA.

10.32. Para escribir las condiciones del método de lavado, abrir la consola MassLynx,
dirijase a la funcion de Instrumento y dar clic en la opcion Inlet Method
(método de entrada).

10.33. Dirijase a la opcion Inlet.

10.34. En la funcibn General se indicaran las condiciones de lavado. En el estado
o Solvents, activar las bombas Al / B1, enseguida busque el solvente a utilizar
dando clic en la pestafia, en caso de no encontrar en la lista el nombre del
solvente dar clic en el icono del lado derecho y escribir el nombre del solvente
gue se vaya a utilizar.

10.35. Dejar los limites de presiéon (Pressure Limits) como estan sefialados en el
sistema.

AAviso. La funcién Seal Wash indica el tiempo en el que se llevara
acabo el lavado de sellos, por ejemplo, cada 5min.

10.36. En la Funcion Run time especificar el tiempo (min) para el lavado de la
columnay el equipo.

e Se recomiendan minimo 20 minutos de lavado para garantizar una buena
limpieza.

10.37. Para la tabla de Gradiente de elucion (Gradient), en la primer fila especificar
las condiciones de inicio de gradiente: el flujo Flow (mL/min) y los % de
solvente a utilizar en cada una de las bombas A (acuoso) y B (orgénico),
en la siguiente fila Time (min) especificar el tiempo del cambio de solvente,
asi como, las condiciones de flujo y % de solventes; una vez escritos dar clic en
OK.
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e Para el lavado de una columna se recomienda realizar diferentes
gradientes, por ejemplo, en proporciones 70:30 solvente acuoso-solvente
organico, 50:50 solvente acuoso-solvente organico, 30:70 solvente
acuoso-solvente organico, Yy finalmente 10:90 solvente acuoso-solvente
organico.

A Importante:
e Para saber que solventes utilizar en el lavado de la columna, revisar
su respectivo Manual de uso.
e Para calcular el tiempo y flujo de lavado de la columna (ver Manual de
uso), o bien, utilizar las formulas siguientes.
e Para detener el flujo Flow (mL/min), es recomendable siempre
disminuirlo poco a poco hasta un flujo de cero.

10.38. Para guardar los cambios en la ventana Inlet (entrada) ir a la opcién File
(Archivo) y dar clic en Save As (guardar como). Buscar la carpeta MassLynx,
enseguida abrir la carpeta con el nombre del proyecto de trabajo y guardar el
método en la carpeta MethDB.

Ecuacion para calcular el volumen de la columna.
V = L
Donde:

V : Volumen de columna en mL

r : Radio de la columna en cm

L: Longitud de la columna en cm

Para calcular el tiempo de equilibrio

(Volumen de la columna) (10 a 20 veces el volumen de la columna*)

*Depende de las especificaciones descritas en el Manual de la columna.
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11. COLOCACION DE LAS MUESTRAS Y ARRANQUE DE LA SECUENCIA

CARGA DE LAS PLACAS DE MUESTRAS EN EL SISTEMA ADMINISTRADOR DE

MUESTRAS.

El sistema administrador de muestras ACQUITY UPLC admite hasta dos
placas ANSI/SBS que se adaptan por la puerta frontal. La plaza izquierda se
denomina posicién 1y la derecha posicién 2.

11.1. Abrir la puerta del sistema administrador de muestras ACQUITY UPLC.

A Indicacion. Para evitar que el compartimiento de muestras se congele,
abrir la puerta s6lo cuando sea necesario. (Al abrir la puerta se permite la
entrada de aire humedo en el compartimiento de muestras, lo que provoca

la condensacion y congelacion).

11.2. Oprimir el botdn de la bandeja de la placa mientras se tira de ésta hacia afuera.

11.3. Colocar las muestras en la placa de muestra correspondiente (1/ 2).

11.4. Adaptar las placas en la bandeja de manera que la posicion del pocillo
A,1 se encuentre en la esquina posterior derecha y el borde delantero de la placa
guede detras del tope de la parte frontal del transportador.

A Indicacion. A representa el numero de Fila 1.
1 representa la posicion del vial.

Placa de
muestras

Botodn

Bandeja de
aplaca

A, posicion
de pocillo 1
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11.5. Deslizar la bandeja en el sistema administrador de muestras hasta que haga
clic en su sitio.

0 Precaucién. Las placas deben estar colocadas correctamente para
evitar dafios en la aguja de toma de muestras.

11.6. Cerrar la puerta del compartimiento de muestras. Un mecanismo que se
encuentra en la puerta garantiza la posicion correcta de las placas al cerrarse la
puerta.

11.7. En laconsola ACQUITY UPLC, seleccionar Sample Manager (Sistema
administrador de muestras), en la ventana de informacién del sistema hacer clic
en Configure >> Sample Organizer (Configurar >> Organizador de muestras).

11.8. En elcuadro de dialogo Sample Organizer Configuration (Configuracion
del organizador de muestras), seleccionar el organizador de muestras en
la lista de nuUmeros de serie y después hacer clic en OK.

11.9. El organizador de muestras detectara automaticamente las bandejas que
contienen placas e iluminara los indicadores LED correspondientes.

A Regla. Las placas y las bandejas se pueden cargar antes o después de
configurarlas en la aplicacion de datos, pero se deben configurar antes de
analizar las muestras.
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Una vez que se comience la inyeccion, no se debe abrir la puerta del

sistema administrador de muestras. Abrir hasta que se termine la

inyeccién de la muestra.

PANTALLA OPCIONAL CONTRA LUZ DEL SISTEMA ADMINISTRADOR DE

MUESTRAS.

A Indicacién. Si las muestras son sensibles a la luz se recomienda

instalar una pantalla de espuma contra
compartimiento de muestras.

luz sobre el exterior de la ventana del

Ventana del compartimento
de muestras

Pantalla de espuma contra la luz
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ARRANQUE DE LA SECUENCIA

11.10. En la ventana MassLynx, dar clic al icono Nuevo j para crear la secuencia
de muestreo.

11.11. Dar clic en el primer recuadro de la fila File Name (nombre de la muestra)
y escribir el nombre de la primera muestra.

11.12. En la siguiente columna File Text escribir algo que identifigue a la muestra
. Por ejemplo, la concentracién.

11.13. En la columna MS File dar clic derecho, seleccionar Rush, buscar el método
de Masas y dar clic en Open.

11.14. En MS Tune File dar clic derecho >> Rush y abrir el método de trabajo.

11.15. En la columna Inlet File dar clic derecho >>Rush, seleccionar el método
de instrumento.

Alndicacién. Si por alguna razon el método no se enlaza, verificar que haya
sido guardado en la carpeta correcta.

11.16. En la columna Bottle especificar la posicion del vial (nimero de la bandeja,
letra, posicion del vial, ejemplo 1: A, 1); finalmente en la columna Inject Volume
escribir el volumen de inyeccion.

Spectrum OCwomatogram Map Edit~ Samples~

[ [ FloWName | FlaTedt | MSFie  [MS TuneFie| Iriet Fio | Bome | iegect Vokame |

1 cscumeral!  100ng =i ) CaCITS  metCaCumIng 1A2 S 000

2 lcucuewmel 100ng wl cucumre CaCUTINe  melCucumIng 1A2 S 000
_“M S00ng_mi e CUCUTINg | MelCUICUmING 1AS S 000
'-_l_—amﬂ S0ng_mi cucumnal CUCUTIE  TelCUICUS 1AS 5 000
Tacu:uwd S00ng_mi CpCLITasT CECUTINE  MetOICUING 1A 5000

£ |cucumneldt S0Ong m CUCETN_Mem CACUTING  MelCurCcUng 1AS S 000
—7_<cucuv.£7 S00ng_mi CUCUTING_mem Cucumng  metouscumne_S0 1AS S 000
T «cu:w-dﬁ 200rg_mi CUCUTING_Pem CaCumng  metoscumnad)_70 1A3 S 000
8 |cucumneds 200ng_mi CUCUMING_mem Oscumne  metourcumnad0_60 1A3 5000
'_TO_ .m:m'-.’; Ing CUCUTING_ten Coucumng | metoucumnaedl_60 1A 7 SO0
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11.17. Para adicionar mas filas, dar clic derecho en cualquier posicion de la
tabla y seleccionar la funcion adicionar Add (Afiadir). En la siguiente ventana
establezca la cantidad de puntos a adicionar y hacer clic en Ok.

11.18. Editar cada punto con el nombre y datos correspondientes.

L Consejos:

¢ Cuando se va inyectar por primera vez una muestra se recomienda llevar
acabo la primera corrida de la curva de manera aleatoria, con la finalidad
de observar mejor la salida de los compuestos de interés.

e Para insertar una columna, seleccione una fila de clic derecho y en
seguida elija la opcién Insert. Seleccione la nueva columna, de clic
izquierdo y elija la funcion Customize Display... (Personaliza pantalla...)
en la siguiente ventana seleccionar la funcion deseada y dar OKk.

e Para introducir mas muestras en la secuencia; seleccione el recuadro de
la primer fila y barra hacia abajo con el mouse, enseguida de clic derecho
y elija la funcién Fill Series (ajuste adecuado, sirve para dar un numero
consecutivo de muestras) o Fill Down (ajuste hacia abajo, es para copiar
o mismo).

11.19. Para guardar la secuencia, dirijase a File>>Save As... (Archivo >>Guardar
como) busque la carpeta del proyecto de trabajo y de un nombre al archivo
a guardar.

11.20. Para correr las muestras, dar clic en el icono Run 4 en la siguiente
ventana sefialar de que muestra a que muestra se va a correr y dar clic en Ok.
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A Indicacidon. Una vez que comience la corrida checar que la presion se
mantenga constante, para ello revisar la ventana del ACQUITY.

11.21. Para ver el cromatograma, dar clic en la pestafia Chromatogram y enseguida

. ..,
dar clic en el icono del reloj y al icono

e

11.22. Para ver todas las transiciones en la ventana del cromatografo, dirijase
a la opcién Display (Mostrar) y dar clic en Mass (Masa). En
ventana seleccionar Select All >> Ok (Seleccionar todas >> Aceptar).

la siguiente

Masa de los
compuestos

3 393> 177.11 [curcumng)

A Indicacion. Esperar a que empiece la nueva corrida para indicar el
cambio ya que de lo contrario se quedaran guardados los datos anteriores.
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Ventana del Cromatograma.

A Consejos:

Para quitar alguna transicion de la ventana del cromatograma; seleccione

la transicién a eliminar dando clic izquierdo y presione la tecla Delete.

Para hacer un Zoom (Acercamiento) del cromatograma, con el botén

izquierdo del mouse seleccionar de forma horizontal un intervalo del pico y

soltar el botén

e Para visualizar el espectro de las transiciones, seleccionar el pico de

interés dando clic derecho.

e Para juntar varios espectros en una misma hoja; seleccionar el pico
de interés, minimizar la ventana del espectro, enseguida seleccionar el
siguiente pico y minimizar la ventana. Repetir este procedimiento hasta
seleccionar el ultimo pico, finalmente maximizar la ventana.

e Para pausar el cromatograma dar clic al icono del reloj, para reanudar

la visualizacion dar clic de nuevo en el icono

)
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11.23. Para comparar una muestra con otra, dar clic en File >> Open (Archivo >>
Abrir). Seleccione el archivo deseado, active la funcion Add (Afadir) y hacer

clic en Ok

A Alternativa. Para afiadir de un solo paso todas las muestras deseadas en
la ventana del cromatograma; dirijase a la ventana MassLynx, seleccione las
muestras y hacer clic en la pestafia Chromatogram.
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11.24. Para realizar un Smooth en el pico,

Consejos.
Si desea realizar alguna funcion a todos los cromatogramas, dar clic en el

icono del mundo o

cromatogramas dar clic en el icono

Smooth.

ir a lafuncion Process >> Smooth

(Proceso >> Suavizado) en la siguiente ventana especifique el nimero de
Smooth que desee realizar.

Por ejemplo si desea realizar un Smooth a todos los

y en seguida a Process >>

Si desea reemplazar alguna funcién hecha en cualquier cromatograma, dar

clic al icono Replace

[ 4

(Reemplazar).

11.25. Para ver la integracion de los picos, vaya a la pestafia Process >> Integrate

11.26. Para observar el punto de deteccion, hacer clic en el icono del reloj

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacion.

icono x

de Ruido).

>> Integrate (Proceso >> Integrar >> Integrar).

O

y al

dirijase a la funcién Process >> Signal To Noise (Proceso >>Sefal
Seleccione el ancho de los picos de interés, nétese que enseguida

aparecera el valor de la sefal (Signal) en el recuadro de la funcibn Range
(Rango) de la ventana Signal To Noise. Seleccione un poco de la linea base, el
valor aparecera en la opcién Noise (Ruido) de la ventana Signal To Noise.

Dar clic en OK.
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213
1.26 2.32
125 150 175 200 225

Seleccidn del ancho del pico de interés.

FUNCION RADAR.

11.27. Para observar las transiciones del método MRM con el método MS Scan,
seleccionar y correr la(s) muestra(s). En la ventana del cromatografo dar clic

al icono © y dirjjase a la funcién Display >> Tic.

11.28. Cuando comience el escaneo dirijase a la funcion Display y de clic en Mass,
en la siguiente ventana escribir la masa del fragmento a buscar. Hacer clic en Ok

11.29. Para visualizar por separado cada una de las transiciones dentro de la misma
hoja del cromatograma, seleccione el cromatograma del método MS Scan
dando clic izquierdo, dirijase a la funcién Display >> Mass y escriba la masa
del fragmento.

YT IO EL TR T
L2 VR ...,m] vz 5
/ —

» o [ A Método
s VY MS Scan

- —a way o -
= /‘
l Método
MRM
-~
)
| | "‘ W‘ !
[ ! ,
al".," \,J.;'VI‘ A ! 1" |*
,"‘rr."t' v I '
“w L e 1. % AR 3 e o “w 150 1% e e = e '.‘]
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CORRER METODO SIR.

11.30. Abrir la pagina MS Tune y activar la funcion MS Mode y desactivar el gas
Argén para evitar la fragmentacion.

11.31. Correr la(s) muestra(s).

[€

11.32. Abrir la ventana del cromatograma y dar clic en el icono del reloj

o

y al icono

11.33. Ir a Display >> Mass >> Select All (Mostrar >> Masa >> Seleccionar Todo).

Suspender el Método.

e Para detener el método, dirijase a la ventana Inlet Method y hacer clic

&

en el icono en forma de llave
clic en el icono Stop Iil

, regresar a la ventana MassLynx y hacer

a2

e Para pausar la corrida de clic en el icono en forma de llave después

de clic en el icono Pause de la ventana MassLynx.

4 Realizar este procedimiento, ya que de lo contrario el equipo tiende a
bloquearse y habra que resetear el ACQUITY Process.

Tipos de cromatogramas:

Tipo de cromatograma

Total lon Current (TIC)
(Total de lones
existentes)

Descripcion
Por lo general, el tipo predeterminado de
cromatograma abierto en MassLynx, un

cromatograma TIC puede ser pensado como un
espectro sintetizado representado graficamente en el
tiempo. Se muestra la suma total de iones detectados
(de cualquier masa) durante el periodo del MS Scan.

Base Peak Intensity
(BPI)
(Intensidad Pico Base)

Un cromatograma BPl es una variante de un
cromatograma TIC. Traza, para cada exploracion
durante todo el periodo del MS Scan, la intensidad de
sbélo el ion mas abundante en el momento de la
exploracion. Se ignoran todos los demas iones menos
abundantes, detectados al mismo tiempo.

Mass (Masa)

Un cromatograma de masas muestra la corriente
iGnica resultante de s6lo una masa especificada.
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Mass (continuacion) El cromatograma de masa puede reducir la
complejidad y hacer que sea mas facil identificar un
componente conocido.

Analog (Analdgico) Durante una adquisicion, MassLynx puede almacenar
informacion analdgica obtenida a partir de una fuente
auxiliar, tal como un detector de UV. Si los datos
analégicos se ha adquirido se puede visualizar
utilizando un cromatograma analégico.

Para mostrar los diferentes tipos de cromatogramas:

Para visualizar este tipo Haga esto
de cromatograma

1. Dar Clic en Display >> Tic (Mostrar >> Tic).

TIC 2. Dar Clic en la funcién para la que desea visualizar
el cromatograma.

3. Dar Clic en OK.

BPI 1. Dar Clic en Display >> Tic (Mostrar >> Tic).

2. Dar Clic en la funcion para la que desea visualizar
el cromatograma.

3. Seleccionar BPI Chromatogram.

4. Dar Clic en OK.

Mass 1. Dar Clic en Display >> Mass (Mostrar >> Masa).

2. Escriba la masa (m / z) del compuesto de interés en
el cuadro Description (Descripcion).

3. Dar Clic en la funcién para la que desea visualizar
el cromatograma.

4. Dar Clic en OK.

1. Dar Clic en Display >> Analog (Mostrar >

Analog Analégico).

2. Dar Clic en la funcién para la que desea visualizar
el cromatograma.

3. Dar Clic en OK.
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Ventana del Espectro.

Nombre del archivo Funcion
de datos Tiempo del escaneo (Tipo de método)

e [t Cwpley Syoc
F A B
[P {sticide Mix
P03 1362519 1 i ESe
£5 9913 y 19a%
1004 g
25 850
303
"
104 852450
61 60 120 7966 135 8344186 a0y 195 B2 X7 N05 WAB21T 397 o9
0 Y ’ NESSCHIFIES XIS SR PSS N
25 9913
100 y
. 63 066 1249119 156 8349 S
> 2138955 e
68 NS0 100 s L 195 9764 s —
1709145 *7= o X7 828
o IS T > T 4 T T . ~ vty Y 4 -~ &‘;13:‘ o I
€0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
I
Indicador de Numero de iones
seguimiento activo detectados en el pico
mas grande

A Alternativa: Para mostrar parte del espectro.

¢ Haga clic en Display >> Range >> From (Mostrar >> Rango >> A partir
de) en la siguiente ventana, establecer un intervalo de busqueda de los
valores de masa.

e Para volver a ver a todo el espectro, dar clic en Display >> Range >>
Default (Mostrar >> Rango>> Predeterminado) y haga clic en Ok.
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Una serie de caracteristicas estan disponibles para mejorar la apariencia de su
espectro, que le ayudaran a analizar los resultados con mayor eficacia.

Funciones para Procesar los Espectros:

Proceso

Descripcién

Haga esto

Refine (Clarificar)

Elimina autométicamente los iones de
base de un espectro, con lo que podran
ser mas facilmente identificados - por
busqueda de la biblioteca, por ejemplo.
El proceso Refine opera sobre los
datos del modo centrado solamente.

Dar Clic Process
>> Refine

Combine
(Combinar)

Produce un solo espectro restando los
espectros de base promedio de la
media de los espectros de un pico TIC.
Las exposiciones de exploracion
combinado mejoran la sefal-ruido y
dan mayor precision de la masa.

El proceso de espectros Combine
opera en datos de modo continuo o
centrado.

Dar Clic Process
>> Combine

Smooth
(Suavizado)

Reduce el ruido de alta frecuencia
presente en un espectro, ayudando asi
a su interpretacion.

Los datos deben ser suavizados antes
de la medicibn de masa que se
pretende con el proceso Center, de lo
contrario picos de ruido se pueden
utilizar para crear picos.

Dar Clic Process
>> Smooth

Integrate
(Integrar)

Localiza picos espectrales, dibuja las
lineas de base y calcula areas de los
picos. El espectro de integracion
funciona sobre el rango de masas del
espectro.

Dar Clic Process
>> |ntegrate

Center (Centrar)

Utiliza todos los puntos a través de un
pico en un rastro continuo para calcular
la masa del centro del pico.

El proceso de centrado se puede
utilizar para etiquetar cada pico con la
masa calculada, o para producir una
sola barra de cada pico en un espectro
continuo.

Dar Clic Process
>> Center

Mass measure
(Masa medida)

Realiza una combinacion de
sustraccion de base, suavizado, y
centrado en un comando.

Clic Process >>
Mass Measure
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12. CREACION DEL METODO DE PROCESAMIENTO DE DATOS

12.1. En la ventana MassLynx, seleccione la funcion TargetLynx y enseguida de
clic en el icono Edit Method (Editar Método).

]

12.2. Abrir una hoja en blanco dando clic en Nuevo

a para afiadir un nuevo compuesto.

12.3. De clic al icono Add New Compound

12.4. Para definir las propiedades del nuevo compuesto, dar clic al icono User
Defined Properties (Propiedades definidas por el usuario) y llenar los datos que

sean requeridos.

12.5. En la opcién Compound Name escribir el nombre del compuesto de interés.

12.6. Para poner los datos de adquisicion Acquisition Function Number ir al
cromatograma y seleccionar la mitad del ancho del pico con el bot6n derecho del

mouse. Enseguida minimizar la ventana.

Enseguida a parecerdn de manera automatica los valores del pico en la tabla
User Defined Properties.

Di2AGuB %S

User Defined Properties Value
Compound Name curcumna
|
I Acquistion Function Number 1
" Quantdication Trace 3693>1TT 1
Predicted Retention Time 2.0650
Retention Time Window (muns) ¢ 00350

Update Method Times Using Multiple Samples? B4 NO

Concentration of Standard: Level Fixed
Concentration of Standard 0.0000
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Acquisition Function Number

Adquisicién del numero de

funcion

Quantification Trace

Sefial de Cuantificacion de la
transicion

Predicted Retention Time

Prediccion del tiempo de
Retencion

Retention Time Window (mins)+

Ventana * el 5% con respecto al
Tiempo de Retencién (minutos)

Level

Concentration of Standard:

Nivel de concentracion del
estandar

Concentration of Standard

Concentracion del estandar

12.7. Para sefalar el nivel de concentracién del estandar (Concentration of
Standard: Level) dar clic en la pestafia Fixed (Fijo) y seleccionar de las
opciones una concentracion (Elegir de acuerdo al orden alfabético).

12.8. Para colocar la columna del nivel de concentracion del estandar en la corrida;
en la ventana MassLynx seleccione una fila, de clic derecho con el mouse
y elija la funcién Customize Display (Personalizar pantalla) en la siguiente
ventana busque la concentracion requerida y hacer clic en OK.

e Aparecerd la nueva columna, por ejemplo Con A, en ella escribir la

concentracion del estandar.

12.9. Dar clic al icono Compound Properties (Propiedades del compuesto)

2]

EEEAGSR% S
Compound Properties Value
Compound Name curcumna
Acguistion Function Number 1
¥93I>1TT N

Quantdication Trace

Locate Peak Using

Locate Peak Selection

Predicted Retention Time
Retention Time Window (mins) ¢
Relatnve Retention Time Reference

Response Uses
Response Type

Retention Time
Nearest
2 0650
0.0350

None

Area
External (absolute - no mtemal standards)
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12.10. Para seleccionar como va hacer buscado el pico, dar clic a la pestana
Retention Time (Tiempo de retencién) de la opcion Locate Peak Using
(localizacion del pico) y elegir la funcion deseada.

12.11. Enlaopcién Locate Peak Selecction (Seleccion del pico) dar clic a la
opcién Nearest y elegir la funcién deseada:

Nearest - - - En base al més cercano
Largest - - - En base al mas grande
First - - - El primero que encuentre
Last - - - El ultimo que encuentre
Totals - - - Todos

Group Totals - - - En base a un Grupo

12.12. En la opcién Response uses elegir el modo de cuantificacion de las
muestras, para cambiar dar clic en la barra derecha; por ejemplo, en base
al Area. En la opcién Response Tipo (Tipo de cuantificacion) sefialar si es por
estandar interno o externo.

12.13. Dar clic al icono Calibration Properties (Propiedades de la calibracion) “a
y en la opcion Stock Concentration Factor (Factor de concentracion del Stock)
escribir el factor de dilucion.

12.14. En la funcion Polynomial Type seleccionar el tipo de comportamiento de la
curva (Promedio RF factor de respuesta, Lineal, Cuadratica, Cubica, Factor de
respuesta Manual RF).

Polynomal Type

Caltration Ongn

Wesghting Function
Quadratic
Cubsc

Propagate Calibration Parameters? |Quartic
Manual RF

12.15. En las opciones Calibration Origin (origen de la calibracién), seleccionar la
funcién: Incluir, Excluir o Forzar el Cero (Include / Exclude / Force).

La funcion Weighting function es la ponderacion con respecto al peso
y la funcidbn Propégate Calibration Parameters (Programar parametros de
calibracion) sirve para propagar lo mismo a los demas componentes.
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12.16. Para ver las propiedades de la integracién dar clic al icono Integration

J
Properties !’g e indique el modo de integracion de los datos si es por
Threshold Parameters o Apex Track.

e Threshold (Umbral). Especifica una intensidad minima de picos para el
algoritmo a considerar. Se especifica como un porcentaje de la intensidad del
pico mas intenso en el espectro.

e Apex Track. Es una derivada con respecto a la linea base, define si una
respuesta es un pico o es ruido, sirve para definir los limites de cuantificacion;
se utiliza para concentraciones muy pequefas por ejemplo para 1ng.

12.17. Activar la opcion Yes (Si) para indicar el uso de la funcibn Smooothing
(Suavizado), enseguida establezca los parametros de la optimizacion.

- S
. ol Smoothing Enabled? YE
Parametros de Optimizacion
(Smmoth Parameters) BM Parameters
: Mean
Método de Smmothing m Method 1
Iteraciones del Smmothing m Rerations
Ancho de Alisamiento - 2
Apex Track Enabled? & NO
Parametros Estandar de 1on Parameters
Deteccion del Pico BW Peak Detection g 0
Amplitud de ruido de pico Peak+o pes ¥ .
apico _< Balance 0.0000
Equilibrio e
Division Spitting 0.0000
Detectar el umbral del Threshold 0.0000
hombro del pico Detect Shoulder Peaks 8
Reducir la cola Reduce Tad 0.0000
Reducir la altura U
L Reduce Height 0.0000
[¥] Threshold Parameters

12.18. Paraincluir mas compuestos, dar clic en el icono Add New Compound y
seguir los pasos del 12.4 al 12.6.

&Indicacién. Solamente cambiar el nivel de concentracion del estandar

(Concentration of Standard:

Level) cuando se trabaje con diferentes

compuestos y concentraciones diferentes. Para ello, seguir los pasos 12.7y 12.8
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12.19. Dar clic a File >> Save As y guarde el Método de Proceso en la carpeta
MethDB del proyecto de trabajo.

PROCESAMIENTO DE DATOS DE MUESTRAS (ESTANDAR).

12.20. Para sefialar el nivel de concentracion del estandar (Concentration of
standard) en la ventana MassLynx, seleccione una fila, de clic derecho y
elija la funcion Customize Display. En la siguiente ventana active la opcion
Sample Type (TYPE) (Tipo de Muestra), hacer clic en OK.

12.21. En la nueva columna Sample Type, seleccione la funcion Standard
(Estandar).

12.22. Seleccione los estandares y dirijase a la funcibn Process Samples

P

(Procesador de muestras) [Eecesg Ss| v qe clic en OK.

12.23. En la siguiente ventana, verificar que en la funcion Quantify (cuantificar)
From Sample --- To Sample (a partir de la muestra --- a la muestra) estén
sefaladas las muestras seleccionadas y en la funcibn Method (Método) se
encuentre sefialado el método de procesamiento deseado.

12.24. En la lista del lado izquierdo seleccionar las operaciones a realizar (Integrate
Samples (Integrar muestras), Quantify Samples (Cuantificar muestras),
Calibrate Standards (Calibrar estandares) y dar en OK.
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12.25. En la siguiente ventana se mostraran los resultados de la integracion y

de la cuantificacion.

curcummna 11 L1 1A2 50 2214 | 290691

curcume 12 200ng = TAS | S0 | 2214 | seadss|  27690] 27680| 20502e2
curcuseng 13 Wdeg_m 1AL 50 2214 TH0314 38575 3575 28854e2
curcumng 14 L] 1AS 50 2214 | WT4T $32%6 S2%6] 401172

pound name.
orrelation coefficient r = 0.999865, r2 = 0999729

bration curve: 182.28 * x « 4408.21
esponse type: External Std Area
type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None

200+ X

1.00-

000

-1.00

g

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacion.

301

Curva

Cromatograma

Pag. 92 de 157




Numero de cédigo:

Laboratorio de Ensayos de | MAN-OP-02
Desarrollo Farmacéutico Revision: 0 Q

Fecha de aplicacion:
Febrero-2015

Fecha de vencimiento: | LEDEFAR
Febrero-2018

Manual de Operacidn para el
equipo de espectrometria de
masas Xevo TQ

12.26. Para observar los resultados de cada muestra dar clic al icono Next Sample

12.27. Para ver la cuantificacibn de cada compuesto dar clic al icono Siguiente

L |
.;’ i o Anterior ?

12.28. Para observar y editar diferentes parametros dentro del gréfico, hacer clic
derecho sobre éste y dirifjase a la funcion Options (Opciones): Summary
(Resumen), Chromatogram (Cromatograma), Spectrum  (Espectro),
Calibration (Calibracién), Overview (Visién de conjunto), Colors and Fonts
(colores y fuentes).

Ventana de las Opciones de Calibracién

W hmace
¥ Sow Resdss
¥ Show Reporee Curve
Disgtey RF Caltrstion By Ports
Sow OC Ports
yww’mmamn&mw

Opciones de la funcién Calibracion

Header Encabezado

Show residuals Mostrar residuales

Show response curve Mostrar curva de respuesta

Display RF Calibration By Points Pantalla de calibracion de radiofrecuencia
Por puntos

Show QC Points Mostrar puntos de control de calidad

Highlight Calibration Point Resaltar Calibracion Punto relacionado

Associated with the Current Sample con la muestra actual
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12.29. Para optimizar el valor de la integracion dirijase a la pestaia Edit >>
Method (Editar >> Método). Seleccione el nombre del compuesto de interésy
en la opcién Predicted Time Window (mins) Ventana = con respecto al
Tiempo de Retencién (minutos) cambie el valor, cierre la ventana y guarde los

cambios.

12.30. Para ejecutar los cambios en el sistema, dirijase a la pestafia
Processing >> Execute (Procesar >> Ejecutar), en la siguiente ventana indicar
el tipo de proceso requerido (Integrar, Calibrar, Cuantificar, etc.) dar en OK

observe los cambios en el grafico.

Extract Extraer

Update Method Times | Actualizacion Método Tiempos
Update lon Ratios Ratios de actualizacion de lon
Integrate Integrar

Calibrate Calibrar

Quantify Cuantificar

Blank Subtract Restar blanco

e Para editar las propiedades de la calibracion, dar clic en Edit >> Properties.
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12.31. Para guardar el Método de Procesamiento dar clic en File (Archivo),
seleccionar la funcion Export >> Calibration (Exportar >> Calibracion)
buscar la carpeta del MassLynx y en seguida la del nombre del proyecto,
abra la carpeta de la curva CurveDB, establezca un nombre y de clic en Save
(Guardar).

PROCESAMIENTO DE LOS DATOS DE MUESTRAS.

12.32. Para procesar las muestras hacer lo mismo que los estandares, seleccione

las muestras y en la columna Sample Type especifique la funcién Analyte

(Analito); dirijase a la funcion Procces Sample y Desactive la funcién Calibrate

(Calibrar), al hacer esto automaticamente se habilita la funcién Curva (Curve)
dar clic derecho en dicha funcién seleccione el método y de clic en Ok.

12.33. Para optimizar la integracion, dirijase a la funciébn Edit >> Method y
cambie el valor de prediccién en la opcién Predicted Time Window. Cierre
la ventana y guarde los cambios.

12.34. Para ejecutar los cambios, dirijase a la pestafia Processing >> Execute
Desactive la funcion Calibrate y finalmente de clic en OK.

12.35. Para guardar el Método de Procesamiento dar clic en File (Archivo),
seleccionar la funcion Export >> Calibration (Exportar >> Calibracion) buscar la
carpeta del MassLynx y en seguida la del nombre del proyecto, abra la carpeta
de la curva CurveDB, establezca un nombre y de clic en Save (Guardar).
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13. CREACION DEL REPORTE

13.1. Para very editar el reporte dirijase a File (Archivo) y seleccione la funcion
Report Format.. (Formato del Reporte).

13.2. En la pestafia General, en la opcién Header edite y escriba el encabezado,
en la opcién Footer escriba el pie de pagina.

13.3. Seleccionar el modo de impresion Hard Copy (Copia impresa) o Soft Copy
(Copia temporal Adobe PDF).

13.4. En la funcién Page Numbering, especifique el tipo de numeracion de paginas
Apply Page Numbers (Aplicar Numeros de Pagina): Individual Report
Numbering Numeracion Individual del Informe / Continuous Numbering
(Numeracién Continua).

13.5. En la funcién Print Margins especificar los margenes de impresion: Top
(Superior) / Bottom (Inferior) / Left (Izquierdo) / Right (Derecho).

13.6. Para editar el reporte habilite cualquier pestafia dando clic en la funcién
Enable (Permitir) realice los cambios necesarios y de clic en OK.

e Por ejemplo, para editar el reporte de la curva de calibracién seleccionar
la pestafia Calibration Report dar clic en Enable y seleccione las
opciones necesarias (Orientacién del grafico y Graph Size (tamafio del
grafico).

»g' - Optaors Graph Sie
@ & Potrat ¥ Header R Gaph To Page Wicth
¥ Show Resd als 50 h
i ¥ Show Resporse Cusve Wit )
jmﬂfw&puﬂx RG To Page Heght
&v- GC Ports
Heght: 34 nchies)
ok [ Cancel He
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Opciones de la Funcién Reporte de Calibracion

e Header Encabezado

e Show Residuals Mostrar residuales

e Show Response Curve Mostrar respuesta de la curva

e Display RF Calibration By Mostrar la respuesta factor de la calibracion
Points por puntos

e Show QC Points Mostrar el control de calidad de los puntos

13.7. Para maodificar y guardar el formato de presentacion de una tabla, dirijase
a las opciones File >> Apply Layout... (Aplicar disefio).

13.8. Para aceptar o rechazar los datos que se hayan modificado dirijase a las
opciones File >> Accept Dataset (Archivo >> Conjunto de datos).

13.9. Si se desean modificar las propiedades de la calibracion dirijase a la pestafia
Edit >> Properties en la siguiente ventana modifique las propiedades.

13.10. Los iconos sirven para ver las diferentes pantallas (graficos o tablas) en

el reporte.
e ——
|4 ama@elgg##-ldf y-|B
Y A 4
Abrir / Guardar Observar los resultados Observar la cuantificacion Proceso
Un Archivo de cada muestra. de los compuestos. de los
datos.
PICS Sefiala el espectro de Toggle Overview Bar,
la segunda transicion. Sirve sirve para ver los valores
para identificar y confirmar de todos los compuestos.
que se tiene el compuesto i Imprimir
de interes. .
" \' Orientacion de las graficas
Visualizar la Curva 3 ;
y el Cromatograma. Tabla de (Horizontal / Vertical).
Resultados
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13.11. Para modificar las propiedades de cualquier columna en el reporte, hacer
clic derecho en la columnay seleccionar la opcion Edit Column Properties
(Editar propiedades de la columna). Elegir las funciones deseadas y dar clic en
OK.

13.12. Para ver el reporte con los cambios realizados dirijase a File>> Print Preview
(Archivo >> Vista preliminar). Para visualizar las péaginas del Reporte de clic
en la pestafia Next Page (Pagina Siguiente) o Prev Page (Pagina Anterior).

13.13. Para modificar las propiedades de la barra de tareas del menu inicio, dar
clic derecho sobre el reporte y seleccionar la opcién necesaria: Taskbar
(Barra de Tareas), Start Menu (Menu de inicio) o Toolbars (Barra de
herramientas). Active la funcion requerida y hacer clic en Apply >> OK (Aplicar
>> Aceptar).

13.14. Para guardar el Reporte en formato PDF, dirijase a la opcion Print Impresion.
En la barra de busqueda, elija la opcion PDF (Reader), hacer clic en OK y
después seleccionar la carpeta para guardar el documento.

14. STANDBY PUESTA EN ESPERA DEL INSTRUMENTO.

14.1. Para dejar el equipo en espera (Standby) siempre hay que fijarse que el flujo se
encuentre en cero, para ello ir a la consola del ACQUITY y dar clic en la opcién
Binary Solvent Manager, en la opcion Conditions (Condiciones) verifique
que el flujo se encuentre marcado 0.000 mL/min (en caso contrario bajar el
flujo poco a poco).

conditions
il Al 0.0 %
[ Q,QQQ mL/min ] B1 100.0 %
gasser: Vent Valve:
0.43 psila
(2] System
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14.2. Regresar al menu de la consola ACQUITY vy dar clic en la opcién
Sample Manager apague el horno, dirigirse a la funcion Temperature de
clic en el numero azul y en la siguiente ventana Set Parameter (Ajuste de

Parametro) indique una temperatura de cero o de clic en el icono - una vez
hecho esto aparecera en la pantalla la indicacion de Off.

14.3. Una vez que se tiene el flujo y la temperatura en OFF, ir a la consola MS Tune
>> Fluidics, en la funcion Flow State (Estado de flujo) seleccione la opcion
Waste (Residuos) para mandar a desechos todo lo que haya quedado en el
sistema.
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Lol

14.4. Dar clic en el icono Standby [5tandby para poner al equipo en espera.

0(1-"_ ﬂn;'I

14.5. Finalmente apagar los gases
el monitor.

, Mminimizar las ventanas y apagar

15. PURGADO DEL SISTEMA XEVO TQ

A Indicacion. Dependiendo del tipo de soluciones utilizadas, el sistema de
administracion de solventes del instrumento puede requerir mas de un ciclo de
purga para minimizar el arrastre.

15.1. Abrir la ventana MassLynx y en la funcién Instrument (Instrumento) buscar y
abrir la ventana del MS Tune.

15.2. Abrir el gas nitrégeno 0 para evitar que el flujo del cromatégrafo de
liguidos pase al equipo del Masas y pueda causar algun dafio en el equipo.

15.3. Dirijase a la pestafa Fluidics (flujo) para sefialar las condiciones del purgado.
15.4. En la funcién Reservois (reservorio) seleccione el estado de Wash (lavado).
15.5. En la funcién Flow State (estado del flujo), seleccione Waste (desechos).

15.6. En la funcion Infusion Flow Rate establezca el flujo de infusion y en la funcion
Fill Volume sefiale el volumen de llenado.

15.7. Dirijase a la consola del ACQUITY UPLC System y verifique que el flujo
del Sistema de administracién de solventes binario (Binary Solvent Manager)
este apagado y en la funcion Flow Path (Trayectoria del flujo) este sefialado
Refill (Rellenar).
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. ACQUITY UPLC Consale [Local} - [Syst

i ACQUITY UPLC System

i loge

0 System Slabs

Peve TQ MS Detector:
finstrument in standby

[E=Ex
Comirel Configure  Maintain Troubleshoot Help ACOU|
nwtn..ngy
Binary Solvenl Manager Sample Manager
Y ) E’
A1 Colamn: 22+ %€
- S == Flow
50 1000 ot 7
. 250 %
0.000 mt /min off S
4 [ e [
B1 Room 24.0 °C =
= Cperata
Xevo TG M5 Detector 5
AP
£
Flow Patl Refill L
Source Temperature 150 °C
Desolvation Temperature 54 °C
Cone Gas 0 Uhe
Desolvation Gas 0 L/he

15.8. Desactivar el Standby dando clic al icono Operate (Funcionar).

anjE]

15.9. Para purgar dar clic al icono Purge the Fluidics system (Purgar el sistema de

fluidos).

[ Waters Xevo TQ WS Defecior- ClSNINISIRENGY

File View JonMode Calibration Gas Vacuum Ramps
N3 H S| i 12 |8 & b
ES+ Source Fludics 'Advancedl Duagno:ncsl

Flow Conlrol

Q| | &€

infusion Flow Rate [0  pl/min

Reservor [Wath +]

ouse (<]

Fill Volume 250 v
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16. VENTEAR EL EQUIPO

& Indicacién. Cuando se va dejar el equipo fuera de funcionamiento por un
largo periodo de tiempo (mayor a 15 dias), es recomendable Ventear el equipo
y apagar totalmente todos los sistemas.

& Advertencia. Nunca apagar los switch de los sistemas antes de ventear el
equipo, ya que, si se apagan primero se puede dafar las bombas asi como el
sistema eléctrico.

16.1. Abrir la ventana MassLynx y en la funcion Instrument (Instrumento) abrir la
ventana de la funcién MS Tune.
16.2. Dirjase a la pestafia Vacuum y de clic en la funcibn Vent...

[

e

16.3. Una vez que comience el venteo ir a la funcion Diagnostics (Diagnéstico), y en
la funcion de Vacuum (Vacio) monitoree los valores de las funciones Source
Turbo Speed (%) (Velocidad Turbo de la Fuente) y Analyser MS 1 Turbo
Speed (%) (Velocidad Turbo del Analizador MS1). Los valores de estas
funciones irdn bajando hasta alcanzar valores entre 5y 0 una vez que termine en
la parte inferior de la ventana aparecera la indicacién Vent en vez de Pumped.

File View lonMode Calibration Gas Vacuum Ramps Setup Acquire Help
& b > | B , | ]
IS H SO 2R e I o

ES-che{ Fhadcs I Advanced Disgnostics

Sowce Gas Flow Rates

Capllay Voage fV) 000 Corm Gas (L) (N
Coplbary Cumert o) 000 Deschatonfm) 0
CoronaValage kY] 000

Coeons Cumert () [000 Yacuum

Corn V) B Source Tuibo Speed (%) [100
Eractav) A8

poehaety) 17| | Analyser MS1 Turbo Speed (%) ’TUU

Repele Volags kY] 000
Repeter Cutent fu) 300 Vacuwnm HEEEEEE
Colisicn Cel

Entrarce V) [08 Fl:k: = s

tate 500
Eav) |08 i
State et - Select puege 10 recx
Detector
Mukgle: (V] [0 | P {

Sowce Recogrion = Putrp Ovemde Inactres m E .

SouceD (V) {259 Pumped Standby

16.4. Proceder a apagar todos los sistemas: Cromatbgrafo, el Masas, la
Computadora y el gas nitrégeno.
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17. COLOCACION DE LA COLUMNA.

A Advertencia. Para la colocacion de una columna es necesario siempre
utilizar guantes libres de polvo mientras se realiza este procedimiento.

17.1. Quitar el seguro para desbloquear la puerta del horno de columnas y después,
tirar de esta hacia usted. La puerta se abre hacia abajo.

17.2. Tirar de la cubierta posterior y después inclinar hacia abajo la bandeja de
columnas.

Seguro de
la puerta

Cubiertadela
bandejade la
columna

‘ Puertadel horno
para columnas
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17.3. Para colocar la columna, primero se deben retirar los conectores de ambos
extremos de la columna.

A Advertencia. Colocar la columna siempre fijAndose que la trayectoria del
flujo se dirija del muestreador hacia el detector de masas. (La direccion del
flujo viene marcada en la columna).

17.4. Acoplar la entrada de la columna al conector de acero inoxidable.
17.5. Acoplar a la salida de la columna el capilar de entrada del espectro de masas.

Para ello, enrosque el conector un poco en la columna y asegure de introducir el
capilar hasta el tope, una vez introducido enroscar completamente.

17.6. Situar la columna en la bandeja.

17.7. Cerrar la cubierta de la bandeja de la columna y posteriormente la puerta del
horno para columnas.

17.8. Acoplar el soporte del chip de la columna al receptor del lateral del horno de
columnas.
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Instalar una precolumna.

Se puede instalar una precolumna entre el inyector y la columna analitica para
protegerla de la contaminacién con particulas de muestras y sustancias con un
alto grado de retencion. La precolumna es una columna corta que normalmente
se rellena con el mismo material que la columna analitica y suele tener el mismo
diametro interno. Una precolumna elimina las particulas contaminantes de las
muestras por adsorcion.

La precolumna se debe sustituir cuando se contamine o cuando la presion del
sistema ascienda por encima de los niveles esperados.

18. CAMBIO DE LOOP

Sustituir el loop cuando esté atascado o cuando su capacidad no sea la apropiada
para las necesidades cromatograficas.

0 Precaucién. Al colocar un Extended Loop, el volumen del loop se convierte
en el volumen total del inyector.

Para evitar el ensanchamiento de la banda o un arrastre excesivo, comprobar que
se ha vuelto a instalar el loop de muestra instalado previamente con la orientacion
exacta con la que estaba instalado anteriormente, de manera que el mismo
extremo entre en el mismo puerto.

& Advertencia: El volumen del loop no debe sobrepasar el volumen de la
jeringa, de ser asi, realizar un cambio de jeringa.

& Advertencia: Es necesario siempre utilizar guantes limpios y libres de polvo
mientras se realiza este procedimiento.

18.1. Sacar la bandeja de fluidos del sistema administrador de muestras.

o Precaucion. Para evitar que se retuerzan, no tirara de los tubos del
dispositivo de deteccién de volumenes (puerto 2) ni de la aguja de toma de
muestras (puerto 3).

18.2. Sostener el loop de muestras y tirara de la valvula de inyeccion hacia afuera.

18.3. Utilizar una llave fija de 1/4pulg para quitar los conectores de los puertos 1y 4
de la valvula de inyeccion.
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Conectores del loop de muestras en la valvula de inyeccién.

Conector del

Puerto 1
Conector del
Puerto 4 g
\ V\ Salida de la
columna
Bucle de /
muestras

Entrada desde
la bomba

18.4. Retirara el bucle de muestras y los conectores.

18.5. Si se va a redtilizar el bucle de muestras, se debe identificar cada extremo
con el puerto al que estaba conectado.

A Indicacion. Si se sustituyé el cartucho de la valvula de inyeccion, no se
deben instalar loops de muestras usados en el cartucho nuevo.

18.6. Colocar el loop de muestras y sus conectores en una bolsa a prueba de
contaminacion.

18.7. Desempaquetar el bucle de muestras y las conexiones de recambio.

S

o Precaucion. Para evitar fugas, se deben extraer los anillos antes de
instalar el loop de muestra.

18.8. Extraer los anillos del loop de la muestra.
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0 Precaucion.

e Para evitar el volumen muerto en el sistema, comprobar que los
extremos del loop estén completamente insertados en los puertos de
la valvula de inyeccion antes de mover los Peek.

e Utilizar anicamente loops ACQUITY UPLC aprobados por Waters.

18.9. Deslizar un peek de dos piezas y el tornillo de compresion por un extremo del
loop de muestras, y fijar el extremo al puerto 1 de la valvula de inyeccién.

18.10. Apretar con las manos la conexién y, a continuacion, apretar % de vuelta mas
con la llave fija.

18.11. Extraer el conector e inspeccionar el peek para comprobar que no se haya
movido.

Peek  Tubo Peek Tubo

f N/ f A/
— = =i
Correcta Incorrecta

18.12. Repetir el paso 17.8 al 17.10 para el otro extremo del loop de muestra y para
el puerto 4 de la vélvula de inyeccion.

18.13. Reinstalar el conector del loop de muestra en los puertos 1y 4 de la valvula.

0 Precaucion.

o Para evitar que se retuerzan, no empujar los tubos del dispositivo de
deteccién de volumenes (puerto 2) ni de la aguja de toma de muestras
(puerto 3).

e Para evitar el ensanchamiento de la banda o un arrastre excesivo,
comprobar que se ha vuelto a instalar el loop de muestras con
orientacion exacta con la que estaba instalado anteriormente, de
manera que el mismo extremo entre en el mismo puerto.

18.14. Volver a colocar la valvula de inyeccion en la posicion cerrada.

o Precaucion. Se debe proceder con cuidado para no aplastar el loop ni el
conducto del dispositivo de deteccion de volimenes.

18.15. Deslizar la bandeja de fluidos para cerrarla.

18.16. En la consola ACQUITY UPLC, seleccionar Sample Manager (Sistema
administrador de muestras).
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18.17. Hacer clic en Maintain >> Calibrate System Volume (Mantenimiento >>
Calibrar volumen del sistema) para caracterizar los volumenes del sistema
nuevo.

19. CAMBIO DE LA JERINGA DE MUESTRAS.

Las burbujas de aire afectan negativamente a la presion del sistema, la linea base, el
volumen y el area de picos. Eliminar las burbujas de aire, golpeando con cuidado la
jeringa mientras se retrae el émbolo, como cuando se ceba la jeringa de muestras.

Sustituir la jeringa de muestras cuando se produzca cualquiera de estas situaciones:
El extremo del émbolo de la jeringa esta desgastado o descolorido.

Se desea modificar el tamafio de la jeringa.

La jeringa tiene una fuga o produce burbujas de aire

La jeringa no supera la prueba de fugas.

A Advertencia: Es necesario siempre utilizar guantes limpios y libres de polvo
mientras se realiza este procedimiento.

19.1. Enla consola ACQUITY UPLC, seleccionar Sample Manager (Sistema de
gestion de muestras) en el esquema del sistema.

19.2. Hacer clic en Maintain >> Replace >> Sample syringe (Mantenimiento >>
Reemplazo >> Jeringa de muestra). Esto activa un asistente que desplaza la
jeringa a la posicién mas baja.

19.3. Extraer el tornillo estriado que sujeta la jeringa de muestras al soporte del
montaje de la jeringa.

Valvula de la jeringa de muestras

Abrazadera estriada

Jeringa de muestras

Tornillo estriado
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19.4. Desenroscar la jeringa de muestras en sentido contrario a las manecillas del
reloj hasta que se separe la valvula de la jeringa de muestras.

o Precaucién. Para evitar romper la jeringa, no se debe sujetar por el
cilindro de vidrio. La jeringa siempre se debe sujetar por la abrazadera
estriada.

19.5. Desempaquetar la jeringa de muestras de recambio.

Vélvula de la jeringa de muestras
Abrazadera estriada
Soporte de montaje

Soporte de rosca
Embolo de la jeringa

19.6. Rellenar parcialmente a mano la nueva jeringa con solvente de lavado suave
para eliminar las burbujas de aire.

Requisito. Comprobar que se han eliminado todas las burbujas de aire.

19.7. Retraer el embolo de la jeringa de forma que su extremo se deslice por el
poste de rosca del soporte de montaje de la guia de la jeringa.

19.8. Enroscar parcialmente la nueva jeringa de muestras en la vélvula.
19.9. Apretar de forma manual la jeringa de muestras.

19.10. Instalar y apretar de forma manual el tornillo de rosca que fija el embolo de la
jeringa de muestras al soporte de montaje.

19.11. Dirijase a la consola ACQUITY UPLC y en la funcién Control, ejecutar la
opcién Reset (Reajustar), esperar a que la jeringa se acomode.

19.12. En la funcién Prime Syringes (Purgar jeringas), ejecute la opcion Sample
syringe Only (Purgar solo la jeringa de muestras), hasta que no haya burbujas
en la jeringa de muestras.

A Indicacion. Dar pequefios golpes en la jeringa de muestras al apretar el
émbolo para eliminar el aire.
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SUSTITUCION DE LAS JERINGAS DE LAVADO.

Sustituir las jeringas de lavado cuando el extremo del émbolo de la jeringa
presente fugas, esté desgastado o descolorido, 0 no supere la prueba de fugas.

19.13. Sacar la bandeja de fluidos del sistema administrador de muestras.

19.14. Extraer los tornillos estriados que fijan los émbolos de las jeringas de lavado a
los soportes de montaje de las jeringas.

19.15. Mirando hacia las jeringas de lavado, desenroscar cada jeringa en sentido de
las manecillas del reloj hasta que se separe del soporte de montaje.

0 Precaucion. Para evitar romper la jeringa, no se debe de sujetar por el
cilindro de vidrio. La jeringa siempre se debe sujetar por la abrazadera
estriada.

19.16. Empujar el cuerpo de la jeringa para liberar el soporte de montaje superior y
extraer la jeringa.

19.17. Desempaquetar cada jeringa de muestras de recambio.

19.18. Rellenar parcialmente a mano las nuevas jeringas de lavado con solvente de
lavado suave o fuerte para eliminar las burbujas de aire.

19.19. Empujar hacia abajo el émbolo de las jeringas de lavado de forma que el
extremo del émbolo se deslice por el poste de rosca del soporte de montaje de la
guia de la jeringa.

Abrazadera estriada Soporte de montaje
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19.20. Enroscar todas las jeringas de lavado nuevas parcialmente en el soporte de
montaje.

19.21. Apretar a mano las jeringas de lavado.

19.22. Instalar y apretar a mano el tornillo de rosca que fija el cuerpo de las jeringas
de lavado al soporte de montaje.

0 Precaucion. Se debe proceder con cuidado para no aplastar el conducto
del dispositivo de deteccion de volimenes.

19.23. Deslizar la bandeja de fluidos para cerrarla.

Conducto del

dispositivo de
deteccién de
voliumenes

19.24. Ejecutar la opcion System Prime (Purgado del sistema) hasta eliminar las
burbujas de la jeringa.

MODIFICACION DE LOS PARAMETROS DE CONFIGURACION DE LA JERINGA
DE MUESTRAS.

Para configurar el sistema para un tamafo de jeringa diferente del actual.

19.25. En la consola ACQUITY UPLC, seleccionar Sample Manager (Sistema de
gestién de muestras) en el esquema del sistema.

19.26. Seleccionar Configure >> Volumes (Configurar >> Volumenes).
19.27. En el cuadro de dialogo Volume Configuration (Configuracion del volumen),

seleccionar el tamafio de jeringa de muestras adecuado de la lista y, a
continuacion, hacer clic en OK.
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20. CAMBIO DE LA AGUJA

Se recomienda sustituir la aguja de inyeccién si:

e El sistema administrador de muestras no alcanza la presién de transferencia
de muestras.
La aguja esta doblada.

¢ El extremo de la aguja esta dafiado.
La aguja esta taponada.

20.1. En la consola ACQUITY UPLC, hacer clic en Sample Manager (Sistema
administrador de muestras), seleccionar Maintain >> Change needle (Mantener
>> Cambiar aguja).

Aparecera un mensaje que solicitara la extraccion de la placa de muestras de la
derecha del compartimiento del sistema administrador de muestras.

20.2. Abrir la puerta del sistema administrador de muestras. Tirara hacia afuera de
la bandeja derecha y extraer la placa de muestras.

20.3. Tras extraer la placa de muestras de la bandeja, hacer clic en OK en la
ventana de mensajes de la consola ACQUITY UPLC.

20.4. Sacar la bandeja de fluidos del sistema administrador de muestras.

20.5. Tirar hacia al frente la valvula de fluidos y desatornillar el conector del
dispositivo de inyeccion del puerto 3 del inyector.
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Conector del

puerto 3 \

20.6. Extraer el conector de la aguja.

20.7. En el compartimiento de muestras, aflojar el tornillo del soporte de montaje de

la aguja.

A Indicacion. Las agujas de perforacion extendidas presentan un tornillo
de ajuste manual de plastico gris o de acero inoxidable en el soporte de

montaje de la aguja.

Mecanismo de coordenadas tridimensionales

Cierre de

la aguja T—~—__|

Tornillo I

de ajuste < *
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20.8. Tirar del cierre de la aguja para liberar el cilindro del montaje de la aguja de su
cavidad de montaje.

Marcador

___Cavidad de montaje

Cierre de la aguja

Cilindro de montaje

(==

20.9. Sacar el extremo de la aguja de la guia de plastico blanca situada en la parte
inferior del mecanismo XYZ.

A Advertencia. Para evitar heridas por puncién o dafios en el extremo de la
aguja, no se debe tocar o presionar el extremo.

20.10. Extraer el dispositivo de inyeccién del compartimiento de muestras.
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Dispositivo de inyeccion de muestras (Aguja)

Conector =

Manguito adaptador

Tapon protector Manguito de sujecion

Cilindro de montaje

Extremode —,
la aguja R S

Para instalar el dispositivo de inyeccién.

20.11. Insertar el extremo de la aguja en el tubo de la guia al inyector.

Tubo de la guia de la
aguja

Tubo del dispositivo de .~
inyeccion

20.12. Empujar cuidadosamente el dispositivo de inyeccion hacia el interior del
compartimiento de muestras.

20.13. Desde el interior del compartimiento de muestras, sujetar el tubo del
dispositivo de inyeccién que entra en la camara desde la parte superior.

20.14. Extraer el tapdn protector del extremo de la aguja.

20.15. Sostener la aguja por el cilindro de montaje y, con el extremo de la aguja
apuntando hacia abajo, insertar su extremo en la guia de plastico blanca situada
en la parte inferior del mecanismo XYZ.
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Vista trasera

Extremo de la aguja

R

*

»
>

-
—
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-
X
-k
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-k
-
-
-
-
-

20.17. Empujar el cierre de la aguja hacia adelante para fijar el dispositivo de
inyeccion.
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20.18. Formar un bucle de forma que la seccién del tubo con el manguito de sujecién
negro pueda fijarse mediante el tornillo.

0 Precaucion. Para evitar dafiar el médulo, no se debe colocar el loop de

tubo suelto sobre el marcador Z.

-
-
-
T -
-
-
-
-

k|
Al

AT-
of

20.19. Conducir el tubo a lo largo de la muesca por debajo del marcador Z. Como se

muestra en la figura siguiente:

Marcador Z — &}

J

Muesca 77

Buclesuelto -
de tubo

MarcadorZ——"7/

Musea="T|

/]
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20.20. Alinear el tubo de forma que la seccidn que se encuentra justo a la izquierda
del manguito de sujecién encaje en la muestra de detras del tornillo.

20.21. Apretar el tornillo de forma que sujete la seccién del tubo con el manguito
negro.

Aguja

e
il
"'rul,l

Tornillo que se ajustable

Seccién del tubo con
manguito negro

20.22. Comprobar que el tubo de la aguja esté completamente insertado en el puerto
3, en la valvula de inyeccion, e introducir el conector en el puerto, apretandolo
firmemente.

20.23. Cerrar la puerta del sistema administrador de muestras.

20.24. En la Consola ACQUITY UPLC, hacer clic en Control >> Prime syringes
(Control >> Purgar jeringas).

20.25. Seleccionar Sample syringe and wash syringes (Jeringa de muestras y
jeringas de lavado) en el cuadro de didlogo Prime Syringes (Purgar jeringas).

20.26. Escribir 1 en el cuadro de texto Number of cycles (Nimero de ciclos).
20.27. Hacer clic en el boton OK. El estado del sistema de gestion de muestras

indicard "Priming" (Purgando). Cuando haya finalizado el purgado, el estado
volvera a "ldle" (Sin actividad).

Recomendacion. Calibrar el eje Z de la aguja tras sustituir el dispositivo de
inyeccion de muestras y caracterizar la junta de la aguja.
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CARACTERIZACION DEL SELLO DE LA AGUJA.

La funcién de caracterizacién del sello de la aguja busca la posicion en la que la
aguja alcanza un acoplamiento en el bloque de la estacibn de lavado. La
caracterizacion del sello de la aguja es fundamental para obtener un rendimiento
aceptable del sistema administrador de muestras.

Realizar este procedimiento después de sustituir y/o ajustar estos elementos:

e La aguja de la muestra o cualquier pieza del dispositivo de inyeccion
Los marcadores de la aguja (Z) o de la aguja de perforacion (Zp) (inicial y
de la parte superior de la placa)

e Algun sensor inicial o de la parte superior de la placa

e Estacion de lavado

Requisitos:
e Comprobar que el sistema administrador de muestras se lave antes de
caracterizar el sello de la aguja.
e Este procedimiento se realiza antes de calibrar la aguja y los volimenes del
bucle.

20.28. Hacer clic en Maintain >> Characterize >> Needle seal (Mantenimiento >>
Caracterizar >> Sello de la aguja).

20.29. Hacer clic en Start (Iniciar). Comenzara la caracterizacion y el estado del
sistema administrador de muestras serd "Characterizing seal" (Caracterizando
el sello).

Resultado. Cuando finalice la operacion, aparecerd el panel Results
(Resultados).

20.30. Si la caracterizacion no se realiza con éxito, se debe examinar la aguja para
comprobar que esta bien instalada. Realizar cualquier ajuste necesario y, a
continuacion, caracterizar el sello de la aguja de nuevo. Si no se tiene éxito,
consultar la ayuda en linea de la Consola ACQUITY UPLC.

20.31. Sila caracterizacion se realiza con éxito, hacer clic en Close (Cerrar).
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CALIBRAR EL EJE Z DE LA AGUJA.

Es necesario calibrar el eje Z de la aguja siempre que se sustituya la aguja de la

muestra.

20.32. Hacer clic en Maintain >> Calibrate needle Z axis (Mantenimiento >>

Calibrar eje Z de la aguja).

20.33. En el cuadro de diadlogo Calibrate Needle Z Axis (Calibrar eje Z de la aguja),
hacer clic en Start (Iniciar) y, a continuacién, en OK (Aceptar) en la ventana de

confirmacion.

Calibrate Needle L Axis

Kevpad Displacement e keystroke:
@Golmm O10mm
Start
Chse
Results
Z cffsek: m

20.34. Usar el botén +Z para que la aguja descienda hasta menos de 1 mm de la

superficie de la bandeja.

20.35. Cambiar el incremento de desplazamiento a 0.1 mm y descender la aguja de
toma de muestras hasta que practicamente toque la superficie del soporte de la

bandeja de muestras.

A Indicacion. Para colocar la aguja correctamente de un modo sencillo y
eficaz, deslizar una tarjeta de crédito por debajo de la aguja. A continuacion,
descender la aguja hasta que entre en contacto ligeramente con la tarjeta,

pero sin impedir su movimiento.

Aguja de la muestra a
punto de tocar la
superficie de la bandeja
de muestras o tocando
la tarjeta de visita.
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20.36. Hacer clic en Save (Guardar).
Resultado. Se abrird la ventana de confirmacion.

20.37. Hacer clic en Yes (Si).

21. SONDA ESI

EXTRAER LA SONDA ESI.

AA Advertencia. Las conexiones del sistema LC, la sonda ESI y los
componentes de la fuente pueden estar contaminados con materiales toxicos
y/o con riesgo bioldgico. Es necesario utilizar siempre guantes sin talco
resistentes a compuestos quimicos para llevar a cabo este procedimiento.

AAdvertencia. La sonda y la fuente pueden estar calientes. Para evitar
lesiones por quemaduras, se debe tener mucho cuidado al llevar a cabo este
procedimiento.

21.1. Poner el instrumento en modo de espera (Standby) (Consultar “Standby
puesta en espera del instrumento”)

21.2. Desconectar el tubo de conexiéon de la sonda ESI.

Tubo de
conexion

Conector

0 Precaucion. Sujetar fuertemente el conector del tubo de conexién de la
sonda ESI, ya que éste, esta sujeto al capilar de la sonda ESI y se puede
llegar a desmontarse o bien puede provocar mal funcionamiento eléctrico.
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21.3. Desconectar el cable de la sonda ESI del conector de alto voltaje.

21.4. Desconectar el anillo de bloqueo de la sonda.

A Advertencia. El extremo de la sonda ESI esta afilado. Para evitar
heridas por puncién, la sonda se debe manipular con cuidado.

21.5. Extraer cuidadosamente la sonda ESI del regulador de la sonda.

21.6. Siesta disponible, ajustar el manguito protector al extremo de la sonda ESI.

Sonda ESI, montada sobre |la cubierta de la fuente

Regulador Vernier de la Sonda

Tubo de conexion

Cable de la sonda ESI Anillo de blogueo de la

sonda

Regulador vertical de la

Conector de alto voltaje
sonda

Ventana de la fuente
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INSTALAR LA SONDA ESI

AA Advertencia. Las conexiones del sistema LC, la sonda ESI y los
componentes de la fuente pueden estar contaminados con materiales toxicos
y/o con riesgo biolégico. Es necesario utilizar siempre guantes sin talco
resistentes a compuestos quimicos para llevar a cabo este procedimiento.

A Advertencia. La sonda y la fuente pueden estar calientes. Para evitar
lesiones por quemaduras, se debe tener mucho cuidado al llevar a cabo este
procedimiento.

21.7. Poner el instrumento en modo de espera (Standby) (Consultar “Standby
puesta en espera del instrumento”)

21.8. Retirara el manguito protector, si lo hay, del extremo de la sonda ESI.

21.9. Con el extremo de la sonda mirando hacia delante, deslizar con cuidado la
sonda ESI en el orificio del conjunto del regulador de la sonda, comprobando que
la clavija de posicionamiento de la sonda quede alineada con el orificio de
posicionamiento del conjunto del regulador de la sonda.

Clavija de soporte de
posicionamiento de la
sonda ESI

&
(}]'\
. NN
="
— =4

Orificio del conjunto del
regulador de la sonda

N --:-'-j- _\
@Xﬁ%\_ Orificio de posicionamiento
il j{"s\ %‘J‘.\ del conjunto del regulador
) de la sonda

|

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacion. Pag. 123 de 157

332



Laboratorio de Ensayos de
Desarrollo Farmacéutico

Manual de Operacidn para el
equipo de espectrometria de
masas Xevo TQ

Numero de cédigo:

Fecha de aplicacion:
Febrero-2015

MAN-OP-02
Revision: 0

Fecha de vencimiento: | LEDEFAR
Febrero-2018

21.10. Apretar el anillo de bloqueo de la sonda para sujetarla en su sitio.

Anillo de bloqueo de la
sonda

0 Precaucién. Para evitar la fuga de nitrégeno, se debe apretar por

completo el anillo de blogueo de la sonda.

21.11. Conectar el cable de la sonda ESI al conector de alto voltaje.

21.12. Conectar el tubo de conexiéon de la sonda ESI.

0 Precaucion. Sujetar fuertemente el conector del tubo de conexion de la
sonda ESI, ya que éste, esta sujeto al capilar de la sonda ESI y se puede
llegar a desmontarse o bien puede provocar mal funcionamiento eléctrico.

Si se sustituye el tubo que conecta la valvula divisora con la sonda ESI seguir

los siguientes pasos:

21.13. Abrir la puerta de acceso a la vélvula de fluidos.

A Advertencia. Para evitar una descarga eléctrica, no se deben utilizar
tubos de acero inoxidable para conectar la valvula divisora a la sonda ESI;
utilizar los tubos de PEEK suministrados con el instrumento.

21.14. Conectar el puerto 2 (puerto superior) de la valvula divisora a la sonda ESI
utilizando tubos con un didmetro interno mayor o igual a 0.004 pulg.

Recomendacion. Para reducir el ensanchamiento de picos, se debe utilizar un
tubo de 0.004 pulg. de diametro interno para los caudales < 1.2 mL/min; para los
caudales > 1.2 mL/min se debe usar un tubo de 0.005 pulg. de diametro interno.
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Requisito. Se debe tener la precaucion de reducir al minimo la longitud del
nuevo tubo que se coloque. De este modo se minimizan los tiempos de demora y

la dispersion.

0 Precaucion. Comprobar que el tubo no queda atrapado cuando se cierra

la puerta de acceso a la valvula de fluidos.

21.15. Cerrar la puerta de acceso.
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22. SONDA APCI

INSTALAR LA SONDA APCI

AA Advertencia. Las conexiones del sistema LC, la sonda APCI y los
componentes de la fuente pueden estar contaminados con materiales toxicos
y/o con riesgo biologico. Es necesario utilizar siempre guantes sin talco
resistentes a compuestos quimicos para llevar a cabo este procedimiento.

AAdvertencia. La sonda y la fuente pueden estar calientes. Para evitar
lesiones por quemaduras, se debe tener mucho cuidado al llevar a cabo este
procedimiento.

22.1. Poner el instrumento en modo de espera (Standby) (Consultar “Standby
puesta en espera del instrumento”)

22.2. Con el extremo de la sonda mirando hacia delante, deslizar con cuidado la
sonda APCI en el orificio del conjunto del regulador de la sonda, comprobando
gue la clavija de posicionamiento de la sonda quede alineada con el orificio del
conjunto del regulador de la sonda.

Orificio del conjunto del
regulador de la sonda

Clavija de posicionamiento
de la sonda APCI

e

22.3. Apretar el anillo de bloqueo de la sonda para sujetarla en su sitio.

o Precaucion. Para evitar la fuga de nitrégeno, se debe apretar por
completo el anillo de bloqueo de la sonda.

22.4. Conectar el tubo de conexion de la sonda API.
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EXTRAER LA SONDA APCI

AA Advertencia. Las conexiones del sistema LC, la sonda APCI y los
componentes de la fuente pueden estar contaminados con materiales toxicos
y/o con riesgo bioldgico. Es necesario utilizar siempre guantes sin talco
resistentes a compuestos quimicos para llevar a cabo este procedimiento.

Advertencia. La sonda y la fuente pueden estar calientes. Para evitar
lesiones por quemaduras, se debe tener mucho cuidado al llevar a cabo este
procedimiento.

22.5. Poner el instrumento en modo de espera (Standby) (Consultar “Standby
puesta en espera del instrumento”)

22.6. Desconectar el tubo de conexiéon de la sonda APCI.

Tubo de conexion

Anillo de bloqueo
de la sonda

22.7. Desconectar el anillo de bloqueo de la sonda.

22.8. Extraer cuidadosamente la sonda APCI del regulador de la sonda.
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23. LIMPIEZA DEL CONO

El conjunto del cono de muestras (que se compone del cono de la muestra, la junta
térica y la boquilla del gas del cono) se puede extraer para limpiarlo sin romper el
vacio del instrumento.

Limpiar el cono de la muestra y la boquilla del gas del cono cuando se cumplan estas
condiciones:
e Elcono de la muestray la boquilla del gas del cono estan visiblemente sucios.
e Se han descartado causas relacionadas con la cromatografia liquida (LC) y
las muestras que expliquen la disminucién de la intensidad de la sefial.

AA Advertencia. Los componentes de la fuente pueden estar
contaminados con materiales téxicos y/o con riesgo biologico. Es necesario
utilizar siempre guantes sin talco resistentes a compuestos quimicos para
llevar a cabo este procedimiento.

AAdvertencia. La fuente puede estar caliente. Para evitar lesiones por
guemaduras, se debe tener mucho cuidado al trabajar con la fuente del
instrumento abierta.

A Advertencia. Para evitar heridas por puncién, se debe tener cuidado
cuando se trabaja con la cubierta de la fuente abierta, ya que la sonda ESI
tiene una punta afilada.

DESMONTAJE DEL CONO

23.1 Abrir la consola MassLynx y hacer clic en MS Tune para expandir la ventana
del Espectro de masas TQ Xevo.

23.2 Hacer clic en la pestafia Advanced (Avanzado) y activar la funcién Enable
Manual Controls (Permitir Control Manual). Hacer clic en el recuadro de la
opcién Sourse Temp (Temperatura de la fuente) e indique una temperatura de
30°C.

23.3 Poner el instrumento en modo de espera (Standby) (Consultar “Standby
puesta en espera del instrumento”)

Recomendacion. Esperar 5 minutos para permitir el enfriamiento del cono.
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23.4 Tirar del asa de liberacién de la cubierta de la fuente hacia afuera y abrir la
cubierta.

23.5 Cerrar la valvula de aislamiento de la fuente moviendo la llave en sentido
contrario a las manecillas del reloj, hasta una posicion vertical.

23.6 Sujetar el mango de la boquilla del gas del cono y utilizarlo como palanca
para girar 90 grados el conjunto del cono de muestras, moviéndolo desde la
posicion vertical hasta una posiciéon horizontal.

Conjunto del cono de
muestras

Mango de la
boquilla del
gas del cono
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23.7 Deslizar y separar el conjunto del cono de muestras del conjunto de bloque de

iones.
Conjunto del
cono de
. muestras
Conjunto
de Bloque
de iones

23.8 Tomar la llave Allen, la cual se localiza en la parte superior, lado derecho de
la caja de seguridad.

23.9 Deslizar la abrazadera hasta el extremo de la llave Allen.

Abrazadera
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23.10 Para la extraccion de cono, inserte la abrazadera en el anillo del cono de la
muestra.

o Precaucion. El cono de la muestra es fragil. Nunca se debe apoyar sobre
Su punta, siempre apoyar sobre su base.

23.11 Girar y levantar la llave con la abrazadera para retirar el cono de la muestra
del conjunto del cono de muestras.

Junta térica

Cono de la

muestra > 0

A Indicacion. Si la junta térica muestra sefiales de deterioro o dafios, sustituir
por una nueva.

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacion. Pag. 131 de 157

340



Laboratorio de Ensayos de
Desarrollo Farmacéutico

Manual de Operacidn para el
equipo de espectrometria de
masas Xevo TQ

Numero de cédigo:
MAN-OP-02

Revision: 0

Fecha de aplicacion:
Febrero-2015

Fecha de vencimiento:

Febrero-2018

23.13. Desenroscar Yy extraer el mango de la boquilla del gas el cono si este se

encuentra sucio.

LIMPIEZA DEL CONO.

Material necesario

Guantes sin talco, resistentes a compuestos quimicos.

Recipientes de vidrio del tamafio adecuado para sumergir completamente los
componentes cuando se lleva a cabo la limpieza. Se deben utilizar solamente
utensilios de vidrio que no hayan estado previamente en contacto con
surfactantes.

Metanol de calidad HPLC (o superior).

Agua de calidad HPLC (o superior).

Acido formico.

Bafio de ultrasonidos

Gas inerte libre de aceites (nitrégeno o argén) para secar (el secado con aire
comprimido es optativo).

Pinzas de plastico

Escobilléon pequefio y suave

23.14. Sumergir por separado el cono de la muestra, el gas del cono y el mango de
la boquilla del gas del cono (si éste ultimo se encuentra sucio) en vasos de vidrio
que contengan una solucién de acido férmico al 0.1%

\ i 3 {/

0 Precaucion. El cono de la muestra es fragil. Nunca lo coloque sobre la
punta, siempre colocarlo sobre su base.

23.15. Colocar los vasos en un bano de ultrasonido durante 15 minutos.
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23.16. Enjuagar los componentes sumergiéndolos por separado en vasos de vidrio
gque contengan agua y colocar los vasos en el bafio de ultrasonido durante 15
minutos.

23.17. Eliminar cualquier resto de agua de los componentes, para ello, sumergir por
separado los componentes en vasos de vidrio que contengan metanol vy
posteriormente colocar los vasos en el bafio de ultrasonido durante 15 minutos.

o Precaucion. Inspeccionar cada componente, si persiste la contaminacion
regresar al bafio de ultrasonido.

o Precaucion. Para evitar que se vuelvan a contaminar de los
componentes, utilice guantes resistentes a los quimicos, para el resto de este
procedimiento.

23.18. Transcurrido el tiempo, retirar con cuidado los componentes de los vasos y
secarlos con gas nitrégeno o aire comprimido.

o Precaucion Utilizar pinzas de plastico para el manejo de los
componentes.
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Si persiste la contaminacién de los componentes seguir los siguientes
pasos:

23.19. Lavar con metanol el conjunto del cono de muestras y cepillar suavemente
utilizando un escobillén.

o Precaucion. Evitar el rayado del conjunto del cono de muestras.

23.20. Lavar con metanol el cono de la muestra y cepillar suavemente utilizando un
escobhillén.

o Precaucion. Evitar el rayado del cono de la muestra.

23.21. Secar con aire comprimido cada uno de los componentes.

o Precaucion. Utilizar pinzas de plastico para el manejo de los
componentes.
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MONTAJE DEL CONO DE MUESTRA

0 Precaucion. Para evitar la contaminacion del conjunto del cono de
muestras, utilice guantes resistentes a los quimicos y libres de polvo para el
resto de este procedimiento.

23.22. Ajustar la junta térica (O-ring) en el cono de la muestra. (Colocar una nueva
junta térica en el caso de que se haya desechado).

23.23. Adaptar cuidadosamente el cono de la muestra en el conjunto del cono de

muestras.
Junta térica 4®

Cono de la muestra

Conjunto del cono de muestras

Mango de la boquilla

del gas del cono L R > )

AJUSTAR EL CONJUNTO DEL CONO DE MUESTRAS A LA FUENTE

23.24. Tirar del asa de liberacion de la cubierta de la fuente hacia afuera para abrir la
cubierta.

23.25. Comprobar que la valvula de aislamiento de la fuente éste en la posicion de
cerrada.

23.26. Sostener el conjunto del cono de muestras de manera que el mango de la
boquilla del gas del cono esté orientado horizontalmente y en la parte superior.
Enseguida deslizar el conjunto del cono de muestras en el conjunto del bloque
de iones.
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23.27. Sujetar el mango de la boquilla del gas del cono para hacer girar 90 grados el
conjunto de cono de muestras, moviendo el mango hacia abajo desde una
posicion horizontal a una posicion vertical.

23.28. Abrir la vélvula de aislamiento de la fuente. Gire 90 grados moviendo de una
posicion vertical a una posicion horizontal.

23.29. Cerrar la cubierta de la fuente.

23.30. Esperar a que haga su prueba de presion, se deberan escuchar dos disparos
de purga.

o Precaucion. Si no se escuchan los dos disparos de purga indica que se
encuentra mal cerrada la cubierta de la fuente.

23.31. En la consola del instrumento MS Tune, ajustar la temperatura a 150°C.

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacion. Pag. 136 de 157

345



Numero de cédigo:

Laboratorio de Ensayos de | mAN-OP-02
Desarrollo Farmacéutico  [novision: 0 Q

Manual de Operacién para el | Féchade aplicacion:

equipo de espectrometria de | F€brero-2015
auip masastevo TQ Fecha de vencimiento: | LEDEFAR

Febrero-2018

24. INSTALAR LA AGUJA CORONA

Cuando se utiliza la sonda APCI es necesario instalar la aguja corona en la fuente
de ionizacion.

AA Advertencia. Los componentes de la fuente pueden estar
contaminados con materiales téxicos y/o con riesgo biolégico. Es necesario
utilizar siempre guantes sin talco resistentes a compuestos quimicos para
llevar a cabo este procedimiento.

24.1. Poner el instrumento en modo de espera (Standby) (Consultar “Standby
puesta en espera del instrumento”)

24.2. Tirar del asa de liberacién de la cubierta de la fuente hacia afuera para abrir la
cubierta.

24.3. Retirara el tapon de cierre del montaje de la aguja corona.

| ___Tapén de cierre de la
aguja corona

24.4. Desempaquetar la aguja corona.

A Advertencia. Para evitar heridas por puncion, sujetar del mango la aguja
corona.

24.5. Ajustar el mango de la aguja corona en el contacto de montaje, asegurando
gue el mago de la aguja corona éste montado de forma segura y que la punta de
la aguja se alinea con la abertura del cono de muestra.

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacion. Pag. 137 de 157

346



Numero de cédigo:

Laboratorio de Ensayos de | mAN-OP-02
Desarrollo Farmacéutico  [novision: 0 Q

Manual de Operacién para el | Féchade aplicacion:

equipo de espectrometria de | F€brero-2015
auip masastevo TQ Fecha de vencimiento: | LEDEFAR

Febrero-2018

Abertura del
cono de muestra

24.6. Cerrar la cubierta de la fuente.

EXTRAER LA AGUJA CORONA

AA Advertencia. Los componentes de la fuente pueden estar
contaminados con materiales toxicos y/o con riesgo biolégico. Es necesario
utilizar siempre guantes sin talco resistentes a compuestos quimicos para
llevar a cabo este procedimiento.

24.7. Poner el instrumento en modo de espera (Standby) (Consultar “Standby
puesta en espera del instrumento”)

24.8. Tirar del asa de liberacion de la cubierta de la fuente hacia afuera para abrir la
cubierta.

24.9. Extraer la aguja corona tirando de ella hacia adelante.

A Advertencia. Para evitar heridas por puncion, sujetar del mango la aguja
corona.

24.10. Guardar la aguja corona en su empaque.
24.11. Colocar el tapon de cierre en el montaje de la aguja corona.

24.12. Cerrar la cubierta de la fuente.
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25. TRANSFERIR METODOS DE HPLC A UPLC

La funcibn ACQUITY UPLC Columns Calculator (Calculadora de columnas), se
utiliza para transferir las condiciones de un método HPLC a un método UPLC.

/
25.1. Hacer clic en el icono ACQUITY UPLC Columns Calculator g

25.2. Seleccionar el tipo de calculo del sistema: Isocratic Separation (Separacion
Isocratica) o Gradient Separation (Separacién en Gradiente).

e SEPARACIONES ISOCRATICAS
Seleccion de las condiciones de HPLC existentes

25.3. Seleccionar los datos de: Longitud de la columna (Column Length), diametro
de la columna (Column Diameter), tamafio de particula (Particle Size) y masa
del componente (MW of Sample).

25.4. Seleccionar la velocidad de flujo (Flow Rate mL/min), la temperatura
(Temperature Celsius) y el factor de retencion (Retantion Factor K)

slwe  Facly
ol 88
[rUmn]  [Celma] )

25.5. Elegir la composicion de los solventes, % de solvente acuoso y % solvente
orgéanico (Metanol / Acetonitrilo).

25.6. Sefalar las Unidades de presion en la opcion Pressure Units (bar, PSI 6 MPa)

25.7. En la funcién Injection Volume, sefialar el volumen de inyeccion (uL).
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25.8. Una vez sefialadas las condiciones hacer clic en la opcién Calculate (Calcular).

Click here for your ACQUITY UPLC® column choices

[ Colcuite | Pims | Reses | et |

25.9. Enseguida en la opcion Results With Existing Column se observaran los
resultados de los valores de los platos tedricos (N - Plates), el tiempo de corrida
(Run Time — min) y la presién (Pressure - PSI).

Observar las condiciones de la columna para el Método UPLC.

25.10. Condiciones de igual eficiencia (Conditions of Equal Efficiency),
condiciones de méxima eficacia (Conditions of Maximum Efficiency) y
condiciones para el analisis a un tiempo mas corto (Conditions of Shortest
Analysis Time).

Column Length  (cm) » Longitud de la columna
Run Time (min) » Tiempo de la corrida
Flow Rate (mL/min) » Velocidad de flujo
Pressure (PSI) » Presion
Column ID (mm) » Diametro interno de la columna
Inj. Volume (uL) » Volumen de inyeccion
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e SEPARACION EN GRADIENTE
Seleccion de las condiciones de HPLC existentes.

25.11. Seleccionar los datos de: Longitud de la columna (Column Length), diametro
de la columna (Column Diameter), tamafio de particula (Particle Size) y masa
del componente (MW of Sample).

25.12. Seleccionar la velocidad de flujo (Flow Rate mL/min), la temperatura
(Temperature Celsius) y el volumen de inyeccion (Injecction Volume).

25.13. En la opcién Organic Modifier in B, elegir la composicion de solvente
organico.

25.14. Sefalar las Unidades de presion en la opcién Pressure Units (bar o PSI).

Gradient Separations
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Tiempo (min) y al porcentaje de solvente organico (%B).

25.15. En la tabla de gradiente anotar los valores correspondientes al cambio del

25.16. Indicacion. Los valores de las demas funciones se dan de manera automatica.

0.00 060 50 50 0.00
0.00 060 50 50 0.00
20,00 060 ﬁh % 20,00

' | B

Recomendacién. En las condiciones Init Cond. e Init Hold es recomendable
dejar un valor de cero en la funcion Time.

25.17. Hacer clic en la funcion Calculate (Calcular) para ver los resultados.

Observar las condiciones de la columna para el Método UPLC.

Length (cm) Longitud de la columna

ID (mm) Diametro interno de la columna
Flow (mL/min) | Velocidad de flujo

Peak Capacity Capacidad del pico

Run Time (min) Tiempo de la corrida

Pressure (PSI) Presion

Injection Volume (uL) Volumen de inyeccién

Detailed Gradient Profile Detalle del perfil de gradiente
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27. SIMBOLOS DE ADVERTENCIA

Los siguientes simbolos de advertencia avisan de los riesgos que se pueden producir
durante el funcionamiento o el mantenimiento de un instrumento componente.

A Advertencia. Riesgo general de peligro

Advertencia. Riesgo de quemaduras producidas por contacto con

superficies calientes).

Advertencia. Riesgo de lesiones por objetos punzantes.

A Advertencia. Riesgo de exposicidén a sustancias téxicas.

Advertencia. Riesgo de exposicion a agentes biolégicos que pueden

suponer un grave peligro para la salud.

SIMBOLO DE PRECAUCION

0 El simbolo de precaucién significa que el uso correcto o indebido de un
instrumento puede causar dafios al instrumento o poner en peligro la integridad

de una muestra.
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28. ANEXO A

© CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LOS SOLVENTES.

A Advertencia: Para evitar los riesgos implicitos a la manipulacion de
compuestos quimicos, se recomienda cumplir siempre con las buenas practicas
de laboratorio cuando se trabaje con el sistema, se manipulen solventes o se
cambien tubos. Leer las hojas de datos sobre seguridad de materiales referentes
a los solventes que se van a utilizar.

1. Solventes limpios
Los solventes limpios proporcionan resultados reproducibles y permiten un
mantenimiento minimo de los médulos.

Los solventes sucios pueden producir ruido en la linea base, pueden obstruir los
filtros del recipiente de solventes, los filtros de entrada y los conductos capilares.

2. Calidad de los solventes
Para obtener los mejores resultados posibles se deben utilizar solventes de calidad

HPLC/MS, el requisito minimo es calidad HPLC. Es necesario filtrar los solventes a
través de un filtro de membrana apropiado.

O Recomendacion: comprobar que el solvente seleccionado es compatible
con las recomendaciones del fabricante o el proveedor del filtro de membrana.

3. Preparacién de los solventes

Mediante una preparacion adecuada de los solventes, principalmente mediante
filtracion, se pueden evitar muchos problemas de bombeo.

o Recomendacion: siempre se debe utilizar material de vidrio &mbar para
inhibir el crecimiento microbiano.

4. Agua

Se recomienda utilizar Unicamente agua procedente de un sistema de purificacion de
agua de alta calidad. Si el sistema de agua no proporciona agua filtrada, se debe
filtrar con un filtro de membrana de 0.2 ym antes de utilizarla.
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D Precaucion: el uso de agua al 100% puede producir crecimiento microbiano.
Se recomienda cambiar las soluciones que contengan agua al 100% cada dia. Si
se aflade una pequefia cantidad de solvente orgénico (~10%) se evita el
crecimiento microbiano.
5. Utilizar soluciones bufér
Ajustar el pH de los bufér acuosos. Filtrarlos para eliminar el material insoluble y, a
continuacién, mezclarlos con los modificadores organicos adecuados. Tras utilizar un
bufér, se debe enjuagar la bomba mediante un rellenado en himedo de, al menos,
cinco volumenes del sistema con agua destilada o desionizada de calidad HPLC.

Si la bomba ha estado parada durante mas de un dia, debe enjuagarse con una
solucion de metanol/agua al 20% para evitar el desarrollo de microorganismos.

@ Precaucion: algunas soluciones bufér pueden ser incompatibles con los
espectrometros de masas. Se recomienda consultar la documentaciéon que
acompanfa al instrumento para conocer las soluciones bufér compatibles.

A Indicacion: para evitar las precipitaciones salinas, la concentracion de
las soluciones bufér no volatiles no debe ser superior a 100 mM.

6. Solventes bufér

Al utilizar un bufér, se deben elegir reactivos de buena calidad y filtrarlos a través de
un filiro de membrana de 0.2 um.

(D Recomendacion: para evitar el crecimiento microbiano, se debe cambiar
el 100 % de la fase movil acuosa cada dia.

Recomendaciones sobre los solventes

A Indicacion: es posible utilizar algunos solventes de fase normal en el
sistema si se llevan a cabo las modificaciones apropiadas.

7. Directrices generales sobre los solventes
Se deben seguir siempre las siguientes directrices generales sobre solventes:

* Utilizar material de vidrio ambar para inhibir el crecimiento microbiano.
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* Filtrar los solventes. Las particulas pequefias pueden bloquear los conductos
capilares del sistema. Filtrar los solventes también mejora el rendimiento de la
valvula de retencion.

8. Solventes recomendados

* Agua

* Metanol

* Acetonitrilo

* Mezclas de acetonitrilo/agua
* Mezclas de metanol/agua

* Isopropanol

9. Otros solventes

Se pueden utilizar los solventes siguientes. Sin embargo, se debe tener en cuenta
gue estos solventes pueden reducir el tiempo de vida util del instrumento. Si se
utilizan habitualmente los solventes de esta lista, se recomienda instalar el kit de
compatibilidad con hexano/THF.

* Tetrahidrofurano (THF)
* Hexano
* Hexafluoroisopropanol (HFIP)

Notas:
& 1 - 4% de soluciones acuosas de HFIP para aplicaciones de
oligonucledtidos.
& El HFIP no se debe utilizar nunca en los solventes de lavados fuertes y
suaves, ni en el lavado de las lineas de flujo.

Al cambiar los solventes de fase reversa habituales se debe tener en cuenta la
polaridad del solvente. Aclarar el sistema con un solvente de polaridad intermedia
(como isopropanol) antes de introducir solventes no polares como el THF o el
hexano.

10. Aditivos/modificadores

» Acido etilendiaminotetraacético al 0.1% (EDTA)
« Acido hexafluorobutirico al 0.1%

* Trietilamina (TEA) al 0.1 %

« Acido trifluoroacético (TFA) al 0.1 %

« Acido férmico al 0.2%

* 10 mM de bicarbonato de amonio

* 10 mM de bufér de fosfato
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* 50 mM de acetato amonico
* 50 mM de hidréxido de amonio

11. Disolventes de la muestra

* Acetonitrilo

» Mezclas de acetonitrilo/agua
* Dimetilformamida (DMF)

* Dimetilsulféxido (DMSO)

* Isopropanol

* Metanol

* Mezclas de metanol/agua

* Agua

0 Recomendacién: no utilizar soluciones bufér para lavar las agujas.

12. Agentes de limpieza

« Acido fosférico (£30%)
* Hidroxido de sodio (£1M)

13. Solventes NO permitidos

Se deben evitar los siguientes solventes:

* Solventes que contengan halégenos: flior, bromo o yodo.
* Acidos fuertes. (Utilizarlos s6lo con una concentracion baja, <5%, a menos
gue sea como agentes de limpieza. Evitar utilizar acidos como fases moviles

cuando su pH sea <1.0.)

* Los compuestos peroxidables como los éteres de calidad UV, THF no
estabilizado, dioxano y diisopropiléter. (Si se tienen que utilizar compuestos
peroxidables, es necesario comprobar que se filtran a través de Oxido de
aluminio seco para adsorber los perdxidos que se han formado.)
*Soluciones que contengan concentraciones elevadas de agentes complejantes
como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Recomendaciones sobre el sistema ACQUITY UPLC

e El THF y el hexano se pueden utilizar como fase movil en los sistemas
ACQUITY UPLC. Sin embargo, como ocurre con muchos solventes que no
contienen agua, pueden acortar la vida util del sistema y el instrumento
comparados con los equipos que utilizan solventes de fase reversa habituales.
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e Cuando se utilice THF no estabilizado, se debe comprobar que el solvente
sea reciente. Las botellas de tetrahidrofurano que se hayan abierto
previamente contienen peroxidos, que son contaminantes y producen deriva
en la linea base.

e Por lo general, no es recomendable utilizar cloroformo, diclorometano, acetato
de etilo ni tolueno en los sistemas ACQUITY UPLC. No obstante, se pueden
utilizar estos solventes en disoluciones débiles (<10%) como aditivos,
disolventes de la muestra o modificadores.

e Cuando se utiliza THF o hexano, se deben instalar tubos de acero inoxidable
y minimizar el uso de los componentes PEEK.

e Los solventes acuosos no deben permanecer en un sistema cerrado ya que
se utilizan como substrato para las colonias microbianas. Los microbios
pueden obstruir los filtros del sistema y los conductos capilares. Para evitar su
prolilferacion, se debe agregar una pequefia cantidad (~10%) de un solvente
organico tales como acetonitrilo o metanol.

¢ No se recomienda utilizar acido metanosulfénico en los sistemas ACQUITY
UPLC.

Recomendaciones sobre el sistema administrador de solventes binario

e El sistema de lavado de las lineas no debe secarse nunca, especialmente
durante las separaciones que utilizan una fase mévil polar.

e El alcohol isopropilico o las mezclas de metanol y agua, como un 20% de
metanol/agua, son solventes de lavado de las lineas efectivos para las
mezclas de solventes de THF.

o Para las aplicaciones de fase reversa, utilizar soluciones de lavado de las
lineas acuosas con un componente organico débil (por ejemplo: metanol/agua
en una proporcion de 1:9).

e No utilizar soluciones de lavado de las lineas de flujo orgénicas al 100%.

Recomendaciones sobre el sistema administrador de muestras

e Instalar la aguja de acero inoxidable (numero de referencia 205000362) en el
sistema de gestion de muestras cuando se utilice THF o hexano.

e No utilizar concentraciones de THF o hexano superiores al 10% como
solvente de lavado suave.

e Se admite el uso de disolventes de la muestra organica habituales como el
dimetilsulféxido (DMSO) y la dimetilformamida (DMF).
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14. Miscibilidad de los solventes

Antes de cambiar los solventes, se debe consultar la tabla siguiente para determinar
su miscibilidad. Se deben tener en cuenta los efectos siguientes:

* Los cambios en los que se empleen dos solventes miscibles se pueden realizar
de manera directa. Los cambios en los que estén involucrados dos solventes que
no sean totalmente miscibles (por ejemplo, de cloroformo a agua), requieren un

solvente intermedio, como el n-propanol.

* La temperatura puede afectar a la miscibilidad de los solventes. Si se esta
trabajando con una aplicacion a alta temperatura, se debe tener en cuenta el
efecto de la temperatura sobre la solubilidad del solvente.
+ Las soluciones bufér disueltas en agua se pueden precipitar cuando se mezclan

con solventes organicos.

Cuando se cambia de una solucién bufér fuerte a un solvente organico, se debe
enjuagar a fondo el sistema con agua destilada antes de incorporar el solvente

organico.
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14.1. Utilizacién de los valores de miscibilidad (nUmeros M)

Los valores de miscibilidad (nimeros M) se deben utilizar para predecir la
miscibilidad de un liquido con un solvente estandar.

Para predecir la miscibilidad de dos liquidos, se debe restar el valor M mas bajo del
valor M mas alto.

e Si la diferencia entre los dos valores M es de 15 o inferior, los dos liquidos
son miscibles en todas las proporciones a 15 °C.

¢ Una diferencia de 16 indica una temperatura de solucién critica entre 25y 75
°C, con 50 °C como temperatura Optima.

¢ Sila diferencia es de 17 o mas, los liquidos son inmiscibles o su temperatura
de solucién critica se encuentra por encima de los 75 °C.

Algunos solventes no se pueden mezclar con los solventes que se encuentran en
ambos extremos de la escala de lipofilicidad. Estos solventes reciben un valor M
doble.

e EIl primer valor, siempre inferior que 16, indica el grado de miscibilidad con
solventes muy lipofilicos.

e El segundo valor se aplica al extremo opuesto de la escala. Si la diferencia
entre estos dos numeros es grande, el solvente presenta un grado limitado de
miscibilidad.

Por ejemplo, algunos disolventes fluorocarburos no se pueden mezclar con todos los
solventes estandar y presentan nimeros M de 0 a 32. Dos liquidos con nimeros M
dobles son generalmente miscibles entre si.

Un liquido se clasifica en el sistema de valores M mediante pruebas de miscibilidad
con una serie de solventes estandar. Luego se suma o se resta un término de
correccion de 15 unidades al valor limite de miscibilidad.

15. Estabilizadores de solventes
No se debe dejar que se sequen los solventes que contengan estabilizadores, como
THF con hidroxitolueno butilado (BHT) en la trayectoria de flujo del sistema. Si la
trayectoria de flujo, incluida la celda de flujo del detector, estd seca, se puede

contaminar con los residuos de los estabilizadores, por lo que debera someterse a
una limpieza profunda para recuperar las condiciones iniciales.
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16. Viscosidad de los solventes

Por lo general, la viscosidad no es importante cuando se trabaja con un solo solvente
0 con una presion baja. No obstante, con una cromatografia en gradiente, los
cambios de viscosidad que tienen lugar cuando se mezclan los solventes en distintas
proporciones pueden producir cambios de presion durante el andlisis. Por ejemplo,
una mezcla de agua/metanol 1:1 produce una presion dos veces mayor que el agua
o el metanol por separado.

Si no se conoce hasta qué punto afectaran al andlisis, los cambios de presién se
debe controlar la presion durante el proceso.

17. Seleccién de la longitud de onda
Las tablas de esta seccion proporcionan los valores limite de UV para:

e Solventes comunes

e Fases moviles mezcladas

18. Valores de corte de UV para solventes comunes
En la tabla siguiente se muestran los limites de UV para algunos solventes
cromatograficos habituales (se trata de la longitud de onda a la que la absorbancia
del solvente es igual a 1 UA). El funcionamiento a una longitud de onda cercana o
por debajo del valor limite aumenta el ruido de la linea base debido a la absorbancia

del solvente.

Longitudes de onda del valor de corte de UV para solventes cromatograficos
comunes:

Eluyente Valor de corte de UV (nm)
Acetona 330
Acetonitrilo 190
Dietilamina 275
Etanol 210
Izopropanocl 205
Eter izopropilico 230
Metanol 205
n-Propanol 210
Tetrahidrofurano (THF) | 230
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19. Fases moviles mezcladas

La tabla siguiente contiene los valores de longitud de onda limite aproximados para
otros solventes, soluciones amortiguadoras, detergentes y fases moviles. Las
concentraciones de solventes representadas son las que se utlizan con mas
frecuencia.

Si se desea utilizar una concentracion diferente, se puede determinar la absorbancia
aproximada utilizando la ley de Beer, ya que la absorbancia es proporcional a la
concentracion.

Valor de Valor de
Fase mévil corte de | Fase movil corte de
UV (nm) UV (nm)
Acido acético, 1% 230 Cloruro de sodio, 1 M 207
Acetato de amonio, 10 mM 208 Citrato sédico, 10 M 295
Bicarbonato aménico, 10 mM | 190 Duodedlsulfato de sodic | 190
Polioxietileno (35) lauril éter | 190 Formiato sédico, 10 mM | 200
(BRId 35), 0.1%
3-[(3-colamidopropil)- 215 Trietilamina, 1% 235
dimetilamonio]-1-
propanosulfonato) (CHAPS)
0.1%
Fosfato diaménico, 50 mM 205 Acido triflucroacético, 190
0.1%
(Etilendiamina) sal disédica 190 TRIS HCI, 20 mM, 202, 212
del Acido tetraacético (EDTA pH 7.0, pH 8.0
disddico), 1 mM
4-(2-hidroxietilo)-1-4ado 9295 Triton™ X-100, 0.1% 240
piperazinataetanosulfénico
HEPES), 10 mM, pH 7.6
Acido clorhidrico, 0.1% 190 Reactivo A PIC® de 200
Waters, 1 vnal/litro
Acido morfolinoetanocsulfénico | 215 Reactivo B-6 PIC de 295
MES), 10 mM, pHE.0 Waters, 1 vial/litro
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Valores de corte de la longitud de onda para diferentes fases maoviles: (cont.)

Valor de Valor de
Fase movil corte de | Fase movil corte de
UV (nm) UV (nm)
Fozfato potasico, Reactivo B-6 PIC de 190
monobasico, 10 mA 190 Waters, UV baja,
dibasico, 10 mM 150 1 viallitro
Acetato zodico, 10 mM 205 Reactivo D-4 PIC de 190
Waters, 1 viallitro

20. Absorbancia de la fase movil

En esta seccién se muestran las absorbancias a diferentes longitudes de onda para
las fases moéviles mas utilizadas. La fase movil se debe elegir con precaucion para
reducir el ruido de la linea base.

La mejor fase movil para una aplicacion determinada es la que es transparente en las
longitudes de onda de deteccion elegidas. Una fase movil de estas caracteristicas
garantiza que cualquier absorbancia se deba Unicamente a la muestra. La
absorbancia de la fase mavil también reduce el rango dinamico lineal del detector en
la cantidad de absorbancia que se sustrae en la puesta a cero automatica. La
longitud de onda, el pH y la concentracion de la fase movil repercuten en su
absorbancia. En la tabla siguiente se pueden ver ejemplos de diferentes fases
moviles.

Las absorbancias que se muestran en la tabla siguiente se basan en una longitud de
la trayectoria de 10 mm.
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Absorbancia de la fase moévil medida con referencia a aire o agua

Abzorbanciz 212 longitud de onda especificada(nim)

200 205 (210 |215 220 (230 |240 |260 |260 |20

Eluyentes
Leetoratnilo 005 (003 (002 {001 {001 [=001|— _ - _
Metanol (no 206 |100 (063 |0.37 |0.24 (011 |005 (002 |<001)|—
deggaaficado)
Metanol 191 |076 (036 021 |016 006 (002 |=001|— —
(deggaaficad)
Iaopropanol 180 |0e8 (034 (024 |019 (008 |004 |003 002 (002

Tetrahidrofuwranone | 2.44 (257 [231 [180 |[154 |084 (D42 021 |009 |005
egtabibzade (THF,
reciente)

Tetrahidrofwranone  |[=225 [=25 [225 (=25 |=25 |=25 |[=25 |=25 [25 145
egtabibizade (THF, ne

reciente)

Acidos y bases
Acido acético, 1 % 261 |283 [261 |243 [217 |0B87 |014 |001 |=001|—

Ae1do clorhidrico, 011 (002 |=001|— — — - = |- —
0.1%

Aeido foaforio, 0.1% | <001 [— — — - = = e s i
Leido triflworoacétion [ 1.20 |078 | 054 034 |0.22 |006 [<002|<001 (— —

Foafato diamorae, 185 |067 (015 002 [=001 [— - - |- —
50 mh

Tretilamina, 1 % 233 242 (2580 |245 [237 (196 |050 (012 |004 =001
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{continuacion)

Absorbancia ala longitud de onda especificada (nm)

200

|2DE 1210 |215 |22D [230 |24D

|25EI |250

]28]

Tampones W sales

Acetato amoraco,
10 mM

1.838

094

053

0.29

015 (002 =001

Bicarbonato amoraco,

10 mhM

0.41

0.10

001

=001

Etilendimmina) sal
disddica del acido
tetraacético (EDTA
dizddico), 1 mM

007

0.08

0.04

003 |003 (002

ooz (002

o0z

4.(2 hdroxe-
tilo)-1- acado
piperazinatastamo-
aulforaco (HEPES),
10mM, pH T8

2.45

2.50

2.7

2.08

150 |0.28 |[003

=001 | —

Acido morfolincetano.
aulforaco (MES),
10mM, pH 6.0

2.42

2.38

189

0.80

045 |006 |=001

Foafato potaam,
monobamco (KH. PO,
10 mhi

0.03

=001

Foafato potaaco,
dibdaco, (K;HFPO,),
10 mM

0.53

018

0.08

0.0m

=001 [— —

Acetato addico, 10 mh

1.85

096

052

0.30

0.15 |003 [=001

Cloraro de sodio, 1 M

2.00

167

0.40

0.10

=001 [— —

Citrato sidico, 10 mM

2.48

284

2.31

202

149 (0b4 |012

003 (002

0m

Formiato sddico,
10 mM

1.00

073

053

0.33

020 (003 (<001

Foafato addico,
100 mM, pH 6.8

1.99

0.75

0.19

0.06

002 |001 (001

001 (001

=0.01

TnaHCI, 20 mM,
yHTO

1.40

07

0.28

0.10

004 [<001|—

TrisHCI, 20 mM,
pH 3.0

1.80

1.90

0.43

013 |=001 |—
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(continuacidn)

Absaorbancia ala longitud de onda especificada (nm)

200 (205 (210 (215 |220 |230 |240 |20 |20 |2%0

Reactivos PIC"de Waters

PIC &, 1 viallL 067 |029 |013 |005 (003 |002 |002 |002 |002 (<001
PICE6,1 wal 246 |250 (242 (226 |183 |063 |007 |<0D1|— |-
PICBG,UVbgs,  [001 |<00l|— (= |= = [= |= |= |=
| nalll

PICD4, 1 vialll 003 |003 |003 |003 |002 |0O2 (002 (002 |0DO02 |0OO1
Detergentes

BRIJ 35, 1% 006 |003 |002 |002 |002 {001 <001 |= |= |=
3-[(3-colamdo- 2.40 232 |1.48 (080 (0.40 (008 |004 (002 (002 (001
propil) dimetilamorio |

1 -propane sulfon ato)

(CHAPS),0.1%

Dodecil aulfato de 002 |001 [<00Ll]|= |= [= [|= [= [|= |[=
aodio (3D9), 0.1%
doctilfero] poletox: [2.43 |250 (243 |2.42 (237 |23T (080 |025 (067 |142
lato (Triton”
X100y, 0.1%

Monolmurato de sorbs. (021 |0.14 (011 |0.10 (009 (006 (005 (004 |004 (003
tano pohometileno
(Tureen™ 20, 0.1%

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacion. Pag. 156 de 157

365



Numero de cédigo:

Laboratorio de Ensayos de | MAN-OP-02
Desarrollo Farmacéutico Revision: 0 Q

Manual de Operacién para el | Féchade aplicacion:

equipo de espectrometria de | F€Prero-2015
A masastevo TQ Fecha de vencimiento: | LEDEFAR

Febrero-2018

REFERENCIAS.

1. Guia técnica para elaborar manuales operativos. Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia. INEGI, México. 2013.

2. Norma Mexicana IMNC. Sistemas de gestion de calidad. Fundamentos y
vocabulario. Instituto Mexicano de Normalizaciébn y Certificacién. 1SO
9000:2005. NMX-CC-9000-IMNC-2008.

3. Lo6pez, R. (2013).Curso de Espectrometria de Masas [Video] LEDEFAR.
UNAM.

4. VIM: 2008, International vocabulary of metrology — Basic and general
concepts and associated terms.

5. WATERS CORPORATION. (2010). Espectrometro de masas Xevo TQ de
Waters. Guia de Mantenimiento y descripcion general. Revision C.

6. WATERS CORPORATION. (2009). MassLynx Online Information System.

7. WATERS CORPORATION. (2010) Sistema ACQUITY UPLC Guia de
Funcionamiento. Revision E.

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacion. Pag. 157 de 157

366



Numero de cédigo:

Laboratorio de Ensayos de | INST-EQ-010
Desarrollo Farmacéutico Revision: 0

Instructivo de encendido para | Fécha de aplicacion:

el equipo de espectrometria de Febrero-2015 _
masas XEVO TQ Fecha de vencimiento: LEDEFAR

Febrero-2018

OBJETIVO. Describir de manera detallada las operaciones necesarias que se deben de
llevar a cabo para el encendido del equipo de espectrometria de masas XEVO TQ
después de haber sido venteado.

1. Encender el gas nitrégeno pulsando el boton verde (Encendido/Apagado) del
suministro.

0 Precaucion. No se debe permitir que la presion del suministro de nitrégeno
descienda por debajo de los 100 psi. El nitrégeno debe tener una pureza minima
del 95%.

2. Encender los sistemas del cromatégrafo: el Administrador de Muestras (Sample
Manager) y el Administrador de Solventes Binario (BSM) pulsando el Switch de
Encendido/Apagado que se encuentra en la parte superior izquierda de cada sistema.

&Aviso. Es recomendable encender primero el Sample Manager ya que
este establece la comunicacién con todos los demas sistemas (posee la tarjeta de
comunicaciones).

3. Encender el sistema Xevo TQ MS pulsando el Switch de Encendido/Apagado situado
en la parte superior del lado izquierdo del panel frontal del espectrémetro de masas.

A Indicacién. Cada instrumento del sistema emite tres sefiales auditivas y realiza
una serie de pruebas de puesta en marcha.

4. Prenda la computadora y en la Consola ACQUITY UPLC, seleccionar Control > Leak
Sensors (Control > Sensores de fugas) para activar los sensores de fugas.

NOMBRE DE USUARIO Y CONTRASENA DE LA COMPUTADORA.
User Name: waters Password: waters

5. Dar doble clic al icono NetEvaluator que se encuentra en la pantalla del escritorio o
bien buscarlo en el buscador de Windows.

6. Hacer clic en la funcibn Start y espere aproximadamente 3 min para que se
sincronicen los sistemas XEVO-TQMS, ACQ-SM y ACQ-BSM.

& Observacion.
e Verificar que en la columna de estado (Status) se muestre PASS (pasar).

e Para monitorear fijarse en los Pings, los cuales deben cambiar cada
milisegundo.
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e Si alguno de los sistemas no se sincroniza, dar clic en la funcién Rescan
(reescanear). En caso de no sincronizarse consultar la seccién “Solucion
de Problemas para la sincronizacion de los sistemas” en el Manual de
Operacion del Equipo (MAN-OP-02).

7. Regresar a la pantalla del escritorio y dar clic al icono de la consola MassLynx para

57

ver el cromatdgrafo de masas.

MassLynx
V4l

8. Ir a la funcién Instrument (instrumento) y enseguida dirijase a la funcion MS Tune

@

para abrir la ventana de Xevo TQ MS Detector.

9. Seleccione la pestafia Diagnostics (diagnésticos) y en la funcién Vaccum (vacio),
supervisé que las funciones “Source turbo Speed” (fuente de velocidad turbo) y
“Analyser MS1 Turbo Speed” (analizador MS1 de velocidad turbo) se incremente la
velocidad hasta llegar al 100%. Una vez que termine en la parte inferior de la ventana
aparecera la indicacion Pumped en vez de Vent.

10. Esperar aproximadamente 24hrs para que el sistema se acondicione completamente
y pueda utilizar el equipo.
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OBJETIVO. Describir los pasos que deben de llevarse a cabo para purgar el sistema de
espectrometria de masas XEVO TQ.

PURGADO DEL MASAS

A Indicacion. Dependiendo del tipo de soluciones utilizadas, el sistema administrador de
solventes del instrumento puede requerir mas de un ciclo de purga para minimizar el arrastre.
Todos los solventes, incluida el agua deberan de tener calidad MS y deberan ser filtrados y
desgasificados antes de ser utilizados.

1. Abrir la ventana MassLynx y en la funcién Instrument (Instrumento) buscar y abrir la

ventana del MS Tune.
2. Abrir el gas nitrégeno para evitar que el flujo del cromatdgrafo de liquidos pase
al equipo del Masas y pueda causar algun dafio en el equipo.

3. Dirijase a la pestafa Fluidics (flujo) para sefialar las condiciones del purgado.
4. En lafuncion Reservois (reservorio) seleccione el estado de Wash (lavado).
5. Enlafuncién Flow State (estado del flujo), seleccione Waste (desechos).

6. En la funcién Infusion Flow Rate establezca el flujo de infusion y en la funcién Fill
Volume sefiale el volumen de llenado.

7. Dirijase a la consola del ACQUITY UPLC System vy verifique que el flujo del Sistema
de administracién de solventes binario (Binary Solvent Manager) este apagado y en
la funciéon Flow Path (Trayectoria del flujo) este sefialado Refill (Rellenar).

[ oy e corete o D E———
Contrel Configure Maintain Troubleshoot Help A it/
i-. Msirtenance Counters QQE!B
S n m Binary Solvent Manager sample Manager
[ A1 2 Column 2804 °€ LA
- oy ST Flow
1 5 v 100.0 off
e mrc B
000 mi/min SropF e
£ o) E2)
B1 oom 24.0 °C
— Oper=te
¥evo TQ MSDeleclor
AR
= —— Est (-5
Q Syatem Stake <
Ikeve TQ MS Detector: Flow Path Refill e
frestryTicat o staary Source Temperature 150 °C
Desohation Tempera ture 54 °C
Cone Gas 0 Lhr
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8. Desactivar el Standby dando clic al icono Operate (Funcionar).

k|

9. Para purgar dar clic al icono Purge the Fluidics system (Purgar el sistema de fluidos).

[ Waters Xevo TQ WS Dt CNS R

File View lonMode Calibration Gas Vacuum Ramps
NS HS 00:(- N R b

£S+ Source Fluidics |Advuted| Dlagno:nctl

Flow Control

’2

| ||| €

Purge the fluidics system
Status W‘l'll":}J
infusion Flow Rate  [5.0 pl./mn
Reservou ‘Wa:h 'I
Fowsit TN ]

Fill Volume {250 vl pl
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OBJETIVO. Mostrar el procedimiento de limpieza de los filtros de las columnas
cromatogréficas para eliminar las particulas adheridas en los filtros.

1. LIMPIEZA DE FILTROS DE LA COLUMNAS.

A Advertencia: Es necesario siempre utilizar guantes limpios y libres de polvo
mientras se realiza este procedimiento.

1.1. Colocar la columna sobre una superficie plana y retirar los conectores de ambos
extremos de la columna.

1.2. Con ayuda de una llave inglesa desatornillar la tuerca de uno de los extremos
de la columna.

0 Precaucion. Para no dafiar la columna, asegurese de colocar la llave inglesa
en la posicion correcta.

1.3. Con mucho cuidado retire la tuerca y el filtro del extremo de la columna.

. ¥

e |

— Tuerca

Filtro de la columna
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1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

0 Precaucion: Tenga cuidado con el manejo y posicion de las piezas
especialmente con el filtro.

Cubrir con papel parafilm el extremo de la columna para evitar la evaporizaciéon de
la silice.

Repetir los pasos 1.2 al 1.4 para el otro extremo de la columna.

Sumergir por separado los filtros y las tuercas en vasos de vidrio que contengan
agua milli-Q.

(Filtros) (Tuercas)

Colocar los vasos en un bafo de ultrasonido durante 10 minutos.

Retirar el agua de los componentes y sumergir por separado los componentes en
vasos gque contengan metanol, a continuacion colocar los vasos en bafio de
ultrasonido durante 10 minutos.

A Aviso. Si los filtros o las tuercas se encuentran demasiado sucios, sustituir el
metanol por &acido acético al 10% vy llevar a bafio de ultrasonido durante 10
minutos, enseguida enjuagar los componentes con agua milli-Q y sonicar durante
10 minutos (cambiar el agua hasta que el olor a acido acético desaparezca).

Retirar los componentes de los vasos y secarlos con aire comprimido.
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1.10. Retirar el papel parafilm de uno de los extremos de la columna (a), enseguida
limpiar cuidadosamente las orillas de la columna con papel libre de pelusas (b) y
procederd colocar el filtro sobre la silice (c).

(@)l

@)

1.12. Colocar la columna sobre una superficie plana y enseguida asegurar la tuerca
utilizando una llave inglesa.

1.13. Repetir el paso 1.10 al 1.12 para el otro extremo de la columna.

1.14. Colocar los conectores en cada uno de los extremos de la columna.
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RECOMENDACIONES GENERALES PARA EL MANTENIMIENTO DE LAS
COLUMNAS CROMATOGRAFICAS (HPLC/ UPLC)

1. Hacer circular el flujo de solvente en el sentido indicado por la flecha impresa
en la columna.

2. Utilizar solventes, soluciones bufér y aditivos de alta calidad (especificos para
HPLC o MS), desgasificados y filtrados. Esto Ultimo es particularmente
importante cuando se utilicen "bufér".

3. Mantenga al minimo el volumen muerto del camino que recorre la muestra.
Con columnas de 4 o0 4,6 mm de didmetro interno utilice tuberias de 0,010" o
0.007" de diametro interno (o el minimo compatible con el equipamiento que
se cuenta) y minimice la longitud entre inyector, columna y detector. Si se
utiliza columnas de 2,1 mm de diametro interno utilice tuberias de 0,007" o
0,005".

4. Usar fases moviles con pH entre 2 y 7,5. Los enlaces siloxano, aun cuando
son estables en la mayoria de los ambientes, pueden hidrolizarse a valores
de pH extremos.

5. Filtrar las muestras antes de su inyeccion.

6. Salvo que se conozca de antemano la inexistencia de particulas o
compuestos que puedan quedar retenidos irreversiblemente en la columna,
es altamente recomendado el uso de precolumnas.

7. Euvite utilizar presiones por encima de las recomendadas en el manual de la
columna ya que la Silice puede fracturarse. De la misma manera, evite todo
golpe mecanico sobre la columna.

8. Siempre que sea posible evite la presencia de sales de halégenos en la fase
movil. Estas inducen la corrosién de las superficies de acero inoxidable
cuando quedan dentro de la columna. Si las debe utilizar, asegurese, antes
de guardar la columna, que estas sales sean rigurosamente eliminadas con
agua grado HPLC y luego con solventes organicos apropiados. La
desgasificacion de la fase movil para eliminar el Oxigeno también es
recomendable para esta situacion.

9. Antes de comenzar con la separacion, es recomendable equilibrar
adecuadamente la columna con la fase movil a utilizar. Las columnas de fase
unida ("bonded phase") requieren aproximadamente 20 volumenes de
columna (aprox. 50 mL), mientras que las de silice no unida requieren
aproximadamente 60 volimenes de columna.

10. Las columnas deben mantenerse a temperatura constante si se quiere evitar
que varien los tiempos de retencion.
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La aplicacion de temperatura ayuda en muchas ocasiones a mejorar la
selectividad, reproducibilidad y resolucion. En estos casos la temperatura
méaxima recomendada es de 70°C. Temperaturas mayores pueden producir
la hidrélisis de fases unidas y también acortar la vida de la columna.

Las columnas pueden deteriorarse por diversas razones, como la
contaminacion, el cambio de polaridad debido a la perdida de actividad o una
perturbacion en la geometria de la columna. La contaminacion puede
producirse en el cuerpo de la columna, a causa de la union irreversible de un
componente a la fase estacionaria 0, mas frecuentemente, debido a la
retencion de materia extrafia en la parte superior de la columna. Soélo es
necesario prestar atencion a las columnas si el deterioro de la resolucion es
analiticamente significativo. Si es necesario puede quitarse el extremo
superior de la columna; a continuacion se quita el "filtro" de retencion, se lava
y se inspecciona el relleno de la columna.

El problema mas grave es la pérdida de sensibilidad de una columna por
razones que varian ampliamente segun el tipo de columna (intercambio de
iones, silice, FR, fase unida). Se debera tratar de limpiar la columna
introduciendo en ella el disolvente utilizado habitualmente en el analisis, y si
con esto no se consigue una mejora, se utilizara un disolvente de distinta
polaridad, teniendo presente la necesidad de elegir un disolvente miscible y
la naturaleza del relleno de la columna. Introducir por detras el disolvente no
da buenos resultados, ya que altera el relleno y hace que el flujo de
disolvente sea desigual.

Rendimiento de las Columnas

El rendimiento y la calibracion de las columnas varian segun con los componentes
gue se separan y miden. Sin embargo, de ordinario la calibracion puede realizarse
utilizando compuestos puros y midiendo distintos parametros, como el tiempo de
retencion, la desviacion de la resolucion y el nimero de platos teoricos.

La asimetria del pico eludido proporciona informacion sobre las condiciones
de la columna y el estado del "filtro" en la cabeza de ésta. Un pico
asimétrico puede deberse al excesivo numero de sitios activos, a la
desactivacion de la columna, a la formacion de un tunel dentro de ésta, a un
flujo demasiado rapido o a la utilizacién de un disolvente inadecuado.

El nimero de platos tedricos de la columna mide la eficiencia de ésta.

Cuanto mas alto sea este nimero, mas eficiente sera la columna y mayor
sera la separacion entre los dos compuestos.
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Como recomendacion general, si se utilizan fases modviles que contengan
"bufér" o reactivos de apareamiento ionico (PIC) es muy importante que esas
fases moviles sean eliminadas completamente de la columna antes de su
almacenaje. Debe lavarse la columna con al menos 5 volimenes de columna
con agua grado HPLC y con solventes organicos que no contengan "bufér" o

reactivos PIC.

Las condiciones de almacenamiento mas comunes para columnas HPLC con
base de silice son las siguientes:

e Columna Fase Reversa (C18, C8, Fenilo, etc.): Usar 65% Acetonitrilo +

35% Agua

e Columna Fase Normal (Silice, Nitrilo, Amino, etc.): Usar Isopropanol

e Columnas de Intercambio I6nico (SAX, SCX, etc.): Usar Metanol (lavar la
columna con 50 mL de Agua antes de fluir el Metanol)

TROUBLESHOOTING

Resolucion de Problemas

En la siguiente tabla se sefalan los problemas cromatogréficos, las posibles
causas y las acciones correctivas propuestas para solucionar los posibles
problemas del sistema ACQUITY UPLC.

Problema

Posible causa

Medidas correctivas

Linea base

No aparece ningun pico
en la linea base.

No hay flujo de solvente.

1. Comprobar los frascos
de solvente y asegurarse
de que contienen solvente.

2. Comprobar que el flujo
es > 0.

La lampara del detector no
esta encendida.

Encender la lampara. Si
no se enciende, sustituirla
por una nueva.

Longitud de onda
incorrecta en el detector.

Verificar la configuracion
de la linea base.
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No aparece ningun pico
en la linea base (cont.)

Fuga en la trayectoria del
solvente.

Verificar las conexiones.

La fase movil esta
absorbiendo una
cantidad excesiva de
rayos UV a las longitudes
de onda seleccionadas.

* No realizar el analisis
con longitudes de onda
tan bajas.

* Reducir la
concentracion del aditivo
de la fase movil.

« Utilizar un aditivo o un
solvente distinto con
menor absorbancia en la
longitud de onda elegida.

Posicién incorrecta del
vial.

Colocar el vial en la
posicién correcta.

Vial incorrecto.

Sustituir el vial por uno
correcto.

Inyector no inyecta.

Purgar las jeringas de
muestras.

Parametros del método
incorrectos.

Establecer los
paradmetros del método
correctos.

Ruido constante
prolongado de la linea
base (aprox. entre 10
minutos y 1 hora).

Fluctuaciones de la
temperatura ambiente.

Estabilizar la temperatura
ambiente.

Ruido constante de la
linea base a corto plazo

(entre 30 y 60 segundos).

Fluctuaciones del flujo.

Buscar posibles fugas.

Ruido de radiofrecuencia.

Eliminar la interferencia.

Ruido aleatorio de la
linea base.

Aire en la celda de flujo
del detector.

Enjuagar la celda de flujo
del detector para eliminar
el aire.

Se ha detectado una
burbuja.

Purgar el sistema
administrador de
solventes.

Contaminacién de los
solventes.

Cambiar los solventes.
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Ruido aleatorio de la
linea base (cont.)

Columna contaminada.

Limpiar o sustituir la
columna

Celda de flujo sucia.

Limpiar la celda de flujo.

Ruido de radiofrecuencia.

Eliminar la interferencia.

La fase movil esta
absorbiendo demasiado
a las longitudes de onda
seleccionadas.

* No realizar el analisis
con longitudes de onda
tan bajas.

* Reducir la
concentracion del aditivo.

» Utilizar un aditivo o un
solvente distinto con
menor absorbancia a la
longitud de onda elegida.

base.

Columna no equilibrada.

Equilibrara la columna.

Deriva rapida de la linea

Se ha dejado calentar al
detector.

Dejar que el detector se
caliente hasta que la
linea base se estabilice.
El tiempo variara en
funcion de la longitud de
onda y de la sensibilidad.

Contaminacion de
solventes (deriva rapida o
lenta).

Cambiar los solventes.

Fluctuaciones del flujo
(deriva rapida o lenta).

Purgar la bomba, sustituir
las lineas de la bomba,
comprobar las valvulas.

Longitud de onda
incorrecta para el
solvente.

Comprobar que el
solvente no presente
absorbancia a la longitud
de onda utilizada.

Deriva lenta de la linea
base.

Fluctuaciones de la
temperatura ambiente.

Estabilizar la temperatura
ambiente para poder
estabilizar el detector.
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Deriva lenta de la linea
base (cont.)

Celda de flujo sucia.

Limpiar la celda de flujo.

Existe una diferencia
de absorbancia entre

las fase moviles Ay B.

Equilibrar la absorbancia
de las dos fases moéviles
reduciendo la
concentracion de los
aditivos en la fase movil
con mayor absorbancia.

Nota: de este modo, la
fase movil diferira
ligeramente respecto al
aditivo.

Hay una fuga en las
conexiones de entrada y
salida de la celda de
flujo.

Apretar los conectores.

Anomalias Cromatograficas

Ensanchamiento de la
banda, forma del pico
poco definida o perdida
de la resolucién de la
columna.

La columna esta sucia,
defectuosa o
contaminada.

1. Enjuagar la columna
con un solvente organico
limpio y tener cuidado de
no precipitar las
soluciones bufér.

2. Si el problema
persiste, limpiar la
columna utilizando los
procedimientos de
limpieza y regeneracion
gue se describen en el
Manual de la columna.

3. Si el problema
persiste, sustituir la
columna.

Volumenes o solventes
de lavado incorrectos.

Cambiar los volimenes
y/o los solventes de
lavado.

Fluctuaciones de la
temperatura.

Establecer una
temperatura de columna
adecuada.
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Disminucion de los
tiempos de retencion.

Flujo incorrecto.

Modificar el flujo.

Composicién del solvente
incorrecto.

Cambiar la composicion.

Temperatura de la
columna demasiado alta.

Reducir la temperatura
de la columna.

Fase moévil incorrecta.

Utilizar la fase movil
correcta.

Columna contaminada.

Limpiar o sustituir la
columna

Columna incorrecta.

Utilizar la columna
correcta.

El disolvente de la
muestra puede ser mas
fuerte que la fase movil
inicial.

* Diluir la muestra en una
solucién menos
concentrada.

* Inyectar menos
cantidad.

Tiempos de retencién
erraticos.

Burbuja de aire en el
cabezal de la bomba.

Purgar el sistema
administrador de
solventes.

Fallo en las valvulas de
retencion.

Limpiar o sustituir los
cartuchos de entrada de
las valvulas de retencion.

Filtros de solvente
obstruidos.

Limpiar o Sustituir los
filtros.

El tiempo de equilibrado
tras el gradiente puede
ser insuficiente.

Especificar un tiempo de
equilibrado mas largo.

Volimenes o solventes
de lavado incorrectos.

Cambiar los volimenes
y/o los solventes de
lavado.

Fluctuaciones de la
temperatura.

Establecer una
temperatura adecuada.
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Continuacion.

Picos planos. La concentracion o Disminuir la
volumen de inyeccion de | concentracion de la
la muestra superan el muestra o el volumen de
voltaje de salida del inyeccion.
detector.
Flujo incorrecto. Modificar el flujo.

Composicién del solvente | Cambiar la composicion
Aumento en los tiempos | incorrecto. del solvente.
de retencion.

Fase movil incorrecta. Utilizar la fase movil
correcta.

Columna contaminada. Limpiar o sustituir la
columna

Columna incorrecta. Utilizar la columna
correcta.

Fuga del fluido » Comprobar que no haya

(disminuye el flujo). fugas en las conexiones.

* Realizar la prueba de
caida de presion estatica.

La columna esta 1. Enjuagar la columna
obstruida. con un solvente organico
limpio y tener cuidado de
no precipitar las
soluciones bufeér.

Aumento en la presion
del sistema.

2. Si el problema
persiste, limpiar la
columna utilizando los
procedimientos de
limpieza y regeneracion
gue se describen en el
Manual de utilizacion y
mantenimiento de la
columna.

3. Si el problema
persiste, sustituir la
columna.
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Aumento en la presion
del sistema (cont.)

El tubo esta taponado.

Comprobar
sistematicamente el tubo
efectuando e
interrumpiendo las
conexiones.

Disminucion en la presion
del sistema.

Fuga del fluido.

Comprobar que no haya
fugas en las conexiones.

Flujo incorrecto.

Modificar el flujo.

Perdida de eficacia de la
columna.

El sistema no esta
estabilizado o equilibrado
guimicamente.

Equilibrar la columna con
un minimo de 10
volumenes de columna
de la fase movil que se
va a utilizar. Si se utiliza
un método de gradiente
automatizado, comprobar
gue se estan utilizando
tiempos de equilibrado
suficientes y
reproducibles entre las
inyecciones.

Ejemplo: para una
columna BEH ACQUITY
UPLC de 2.1 x 100 mm,
pasar aproximadamente
2.5 mL de solucion a 0.5
mL/min durante unos 5
minutos.

Consultar también: El
Manual de utilizacion y
mantenimiento de la
Columna.

Volumenes o solventes
de lavado incorrectos.

Cambiar los volimenes
y/o los solventes de
lavado.

Fluctuaciones de la
temperatura.

Establecer una
temperatura adecuada.
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Perdida de eficacia de la
columna (cont.)

La columna esta sucia,
defectuosa o
contaminada.

1. Enjuagar la columna
con un solvente organico
limpio y tener cuidado de
no precipitar las
soluciones bufér,

2. Si el problema
persiste, limpiar la
columna utilizando los
procedimientos de
limpieza y regeneracion
gue se describen en el
Manual de mantenimiento
y utilizacioén de la
columna.

3. Si el problema
persiste, sustituir la
columna.

Errores de
reproducibilidad.

Errores en la integracion.

Verificar la integracion.

Problema en el sistema
administrador de
muestras.

Corregir las anomalias
del sistema administrador
de muestras.

Volimenes o solventes
de lavado incorrectos.

Cambiar los volimenes
y/o los solventes de
lavado.

Rango de volumen
incorrecto para el tipo o
el método de inyeccion.

Cambiar el rango de
volumen.

Pérdida de sensibilidad.

Fuga en el sistema
administrador de
solventes.

Corregir las anomalias
del sistema administrador
de solventes.

Muestra degradada,
contaminada o mal
preparada.

Utilizar una muestra
nueva.

Columna contaminada.

Limpiar o sustituir la
columna.

Perdida de eficacia de la
columna.

Limpiar o sustituir la
columna.
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