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1 Objetivo:

El objetivo de este PON es describir en forma detallada el procedimiento para la operacién del
el Cromatodgrafo Liquido de Alta Eficiencia Thermo Scientific ACCELA.

2 Alcance:

Este PON describe en forma exclusiva la operacion del Cromatégrafo liquido de Alta Eficiencia,
Thermo Scientific ACCELA, para la obtencién de cromatogramas a partir de la aplicacion de
diferentes metodologias que se encuentren desarrolladas en la Seccion de Quimica Analitica.

La version 01 de este procedimiento fue elaborada por la Licda. Elisa B&msantes Oconitrillo.

La version 02 de este procedimiento fue elaborada por la Lic. Guillenmno Rosales Mora.

3 Referencias
3.1 ChromQuest 5.0, Chromatograpy Data System, Usef"Guide, CHROM-97252, Revision A,
March 2008.

3.2 Sawyer, Donald T., Chemistry Experiments faor'Instrumental Methods, John Wiley & Sons, p
350.

4 Equipos y Materiales: Orden alfabético

- Botellas de vidrio para solventes,de 1 L

- Cuaderno de bitacora del_uso del equipo del Cromatografo liquido de Alta Eficiencia
Accela.

- Equipo de filtraciomal, vacio

- Filtro de mémbrana para solventes acuosos: ALBET,"Cellulose Acetate Membrane",
didmetro 47 mm,.0,45 mm de diametro de poro, o similar.

- Filtro de membrana para solventes organicos: Alltech, Nylon 66, 47 mm, 0.45 microm,
100/PK, o similar.

- Gabacha

- Gradilla para secado de cristaleria

- Gradilla para viales

- Guantes desechables

- Jeringas plasticas desechables de 3 ml.
- Lentes de seguridad

- Papel Toalla

- Viales de vidrio de 1,5 ml.
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5 Reactivos y Materiales de Referencia:
- Agua de grifo

- Agua desionizada

- Acetonitrilo calidad HPLC

- Metanol calidad HPLC

- Grasa de vacio

- Disolucién Buffer que corresponda segun metodologia.

6 Condiciones Ambientales:

Las condiciones ambientales temperatura y humedad no afectan los, resultados de este analisis
segun se establece en la Oportunidad de Mejora de la auditoria intesa 2020 ME-2020-006-QUI
y el Comunicado 2020-032-CAL-QUI.

Nota No 1 : La temperatura y humedad deben ser ghedidds Unicamente en caso de que el
sistema de aire acondicionado esté fuera de serviCioSy si se llega a alcanzar los 35°C en
cualquier punto del Laboratorio, cualquiera dez [0S, equipos instalados en el Cuarto de
Instrumentos y en el Cuarto de Espectroscofia=deben dejar de operar y las condiciones
ambientales deben de ser monitoreadas.

7 Procedimiento:

7.1 Filtrado de los Solventes

Nota No 2: Se considerasel sistema de filtracion de solventes constituido por tres piezas de
vidrio y una prensa metalica:

A. Un recipiente que recibe el solvente filtrado, parecido a un erlenmeyer.

B. Un soporte para la membrana de filtrado que a la vez permite la conexién a la bomba de
vacio.

C. Una pieza cilindrica que colocada sobre el soporte del filtro y que sirve para contener el
liguido antes de ser filtrado

D. Prensa metdlica que mantiene unidas las piezas B y C con la membrana de filtraciéon entre
ellas.

Arme el sistema de filtracion al vacio utilizando un poco de grasa de vacio entre las piezas A y
B.

7.1.1 Coloque el filtro de membrana, en la pieza B, sobre la superficie porosa. Utilice el tipo
apropiado de filtro segun la disolucién o solvente sea acuosa u organica.
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7.1.2 Coloque sobre el filtro la pieza C.
7.1.3 Sujete las piezas B y C utilizando la prensa de metal.

7.1.4 Coloque la manguera que esta conectada a la bomba de vacio, a la pieza B.

7.1.5 Vierta en el sistema de filtracidon al vacio una cantidad aproximada de 50 ml del solvente
o disolucion a filtrar y enjuague cuantitativamente.

7.1.6 Vierta el solvente filtrado en la botella respectiva del equipo.
7.1.7 Filtre todos los solventes.

Nota No 3: Para cada solvente se debe de cambiar el filtro segdn corresponda y realizar la
operacion de lavados cuantitativos.

Nota No 4: Los detalles de operacidon especificos de layborpba de vacio deben de ser
consultados en el correspondiente manual de equipo.

7.1.8 Ubicada entre las cuatro botellas de solventés, se encuentra una botella mas pequena
con agua : metanol (80:20), filtre agua desionizada 'y metanol en las cantidades necesarias
para llenar la botella respectiva con dicha disolucion.

Nota No 5: La manguera que sale de dicha\disolucion pasa por ciertas zonas del sistema de
bombeo limpiando y previniendo dafos! La) disolucion debe pasar por la manguera a una
velocidad aproximada de 1 gota por minuto: Para lograr lo anterior abra la llave plastica de la
manguera y con una jeringa con ,aguja, con la aguja dentro del extremo de la manguera,
provoque vacio tirando del embolo, esto hara que la disolucidon fluya, luego con la llave plastica
regule el flujo y coloque el extreme en el recipiente de desechos.

7.2 Encendido del Cromatografo y sus mdédulos:

7.2.1 Encienda cada lunojde los moédulos del equipo, apretando el botdn correspondiente en el
siguiente orden: bomba; auto muestreador, detector.

7.2.2 Encienda la computadora y el monitor de la computadora del equipo.

7.2.3 Espere escuchar el sonido caracteristico de lavado de la jeringa concéntrica del auto
muestreador.

7.2.4 Seleccione en la barra inferior de herramientas del escritorio, el tridngulo pequerio de
color blanco y el icono del software.

7.2.5 Seleccione “stop instrumental controller” e inmediatamente volver a seleccionar “start
instrument controller” para eliminar la X de color rojo sobre el icono.

7.2.6 Proceda a abrir el software, seleccionado el icono “Chromeleon 7” ubicado en el
escritorio de la computadora.

7.2.7 Verifique que las luces de “Communication” de cada uno de los mddulos presenten una
luz verde. En caso de que alguna este naranja cierre el software y repita los pasos del 7.2.4 al
7.2.6 , hasta que realice el ciclo de conexion.
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7.2.8 Seleccione en el menu izquierdo de la pantalla la pestana “Instruments”. En las pestafias
de arriba de la pantalla seleccione “pump module” y verifique el *module status” que el botén
de color verde se encuentre “connected”.

Nota No 6: Si el botén es de color rojo, deslice con el mouse y coléquelo en la posicion de
connected.

7.2.9 Repita el paso 7.2.8 para las pestafias “UV” y “Sampler”.

7.3 Purgado de las lineas del HPLC:

Nota No 7: La bomba del accela debe quedar, luego de su uso, con metanol en su interior
(nunca en acetonitrilo). El orden de la purga de las lineas de los solventes debe ser tal que
evite la precipitacion de sales.

Como cada método puede requerir de fases organicas y acug@sashdiferentes se realizara el
procedimiento, utilizando como ejemplo el caso general en gue ‘se trabaja con fase reversa y
como solvente agua, acetonitrilo, metanol y buffer.

7.3.1 Abra la valvula de purga ubicada en el médulo desbomba.
7.3.2 Seleccione la pestafia “pump module”.

7.3.3 Seleccione “%D"” y digite el valor 100 en_eNespacio correspondiente o deslice la barra
correspondiente.

7.3.4 Seleccione “Purge Off” y en la pantalla.emergente “Ready Checks Results”, seleccione
“Execute despite wargnings”.

7.3.5 Repita los pasos de 7.3.3 a 7.3.4 para las demas lineas en el siguiente orden: “%B”,
“O/OD" y “O/OC".

7.3.6 Digite el valor 0 (cero) en, los espacios correspondientes a: “%B”, “%C"” y “%D".
Verifique que en %A el valor sea~100.

7.3.7 Al finalizar cierre la valvula de purga ubicada en el mddulo de bomba.

Nota No 8: Las botellas)de limpieza del inyector y los sellos deben estar siempre con mezcla
agua : metanol (80720)7ver Anexo 1.

7.4 Acondicionamiento de la columna:
7.4.1 Asegure que la valvula de purga en el médulo de bomba se encuentre cerrada.

7.4.2 Seleccione el Menu izquierdo inferior de la pantalla “Data” y en el directorio de arriba a la
izquierda de la pantalla seleccione la secuencia de acondicionamiento de columna que
corresponda a la metodologia a utilizar.

7.4.3 Seleccione en la pantalla emergente la “fila 1” y copiela en la “fila 2".

7.4.4 Seleccione la fila 1, oprima “delete” y seleccione “Save”.

7.5 Creacion de un Método Instrumental
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7.5.1 Seleccione en el Menu superior “create Instrument Method” y en la pantalla que se
despliega seleccione “next”.

7.5.2 Escriba en la pantalla emergente “General Setting for System”, los valores para los
siguientes parametros segln el método de analisis:“run time” en minutos “pump pressure” en
bar. Pase a la pantalla siguiente con el boton "NEXT".

7.5.3 En la pantalla emergente “General Setting for System”, escriba los valores para los
siguientes parametros segun el método de analisis: Porcentaje para los solventes colocados en
las lineas A, B, C y D, Min PressureLimit, Max PressureLimit, Min Flow y Max Flow. Tome en
cuenta que la presidn estd expresada en el equipo en unidades bar y el flujo en unidades
mt/rntn. Pase a la pantalla siguiente con el boton "NEXT".

7.5.4 Escriba en la pantalla emergente “Flow Gradiente for Pump“s.los valores para los
siguientes parametros segun el método de analisis: flujo, tiempo~y, porcentaje de solvente.
Pase a la pantalla siguiente con el botén "NEXT".

7.5.5 Escriba en la pantalla emergente “General Setting for Sampler”, los valores para los
siguientes parametros segun el método de analisis: inject-speed, loop loading speed, sample
hight, solvent reservoir, solvente speed, post inject flush volume y post inject wash volume.
Pase a la pantalla siguiente con el botén "NEXT".

7.5.6 Escriba en la pantalla emergente “Temperature*Setting for Sampler”, el valor de la
temperatura para la columna y de ser necesario.el\valor de temperatura para las gradillas del
“autosampler”. Pase a la pantalla siguiente con=elboton "NEXT".

7.5.7 Seleccione en la pantalla emergente.*ChannelSetting for UV”, los valores de las
longitudes de onda que se utilizaran para/la deteccion de los analitos. Pasea la pantalla
siguiente con el boton "NEXT".

7.5.8 Seleccione los siguientes parametros para “UV_VIS_| 3D field”: min wavelength y max
wavelength. Pase a la pantalla siguiénte con el botén "FINISH".

7.5.9 En la pantalla emergente_ con el comando “Save” guarde el método.

7.6 Creacion de un Método de Procesamiento de Datos:

7.6.1 Seleccione én el menu superior “Create / Processing Method / Quantitative” y pase a la
pantalla siguiente con’ el boton "next".

7.6.2 Seleccione en el directorio de la pantalla desde la carpeta de métodos el nombre de
método de 7.5.1.

7.6.3 Seleccione en la pantalla emergente, en la pestafia "Detection" el algoritmo de
integracion Cobra y escriba los valores para los siguientes parametros segun el método de
analisis: start time, end time y los otros parametros de integracién que correspondan.

7.6.4 Escriba en la pestafia “Component Table” los valores para los siguientes parametros
segln el método de andlisis: nombre de los compuestos, tiempo de retencion de cada
compuesto ylas concentraciones para cada nivel de calibracion.

7.6.5 Salve los cambios realizados.

7.7 Elaboracién del archivo de secuencia:

7.7.1 Seleccione en el menu superior “Create / Sequence”.
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7.7.2 Seleccione “Next” y en la pantalla emergente “Unknown Injections”: indicar el nUmero de
viales, las inyecciones por cada vial, la posicidon de inicio del primer vial y el volumen de cada
inyeccién.

7.7.3 Seleccione “Next” y escoja los métodos y la preferencia de informe de resultados de la
siguiente manera:

a) En “Instrument Method” desde el botdn “Browse” y seleccione el método instrumental.

b) En “Processing Method” desde el boton "“Browse” y seleccione el método de
procesamiento.

c) En “Reporte Template” desde el boton “Browse” y seleccione el reporte a utilizar.

7.7.4 Seleccione el canal "UV-VS 1” y pase a la ventana siguiente con “Next”.

7.7.5 Realice los comentarios pertinentes para la secuencia, seleccione “Finish”. Salve la
secuencia con el nombre correspondiente a la fecha del dia de inicig.

7.7 .6 Seleccione las filas que llevan un blanco de matriz negativa en-la Columna Type: Matrix y
en la columna de Position coloque la ubicacién del vial corréespondiente a la numeraciéon de la
bandeja en el automuestreador. Debe de colocar el valor ¥ en,las columnas siguientes: Weight,
Dilution y IntStd.

7.7.7 Seleccione las filas que llevan un estandar de«Calibracién en la columna Type: Calibration
Standar, en la columna de Level: el nimero de*nivel de calibracién (1, 2, 3... etc) y en la
columna de Position escriba la ubicacion del vial‘€orrespondiente a la numeracion de la bandeja
del auto muestreador correspondiente para cadaluno.

7.7.8 Coloque para los patrones el valor 14en las columnas siguientes: Weight, Dilution y
IntStd.

7.7.9 Seleccione las filas que llevan una muestra en la columna Type: Unknown y en la
columna de Position coloque lagubicacién del vial correspondiente a la numeracién de la
bandeja en el automuestreador, enlas columna Weight coloque la masa en gramos de cada )
muestra y en la columna Dilution=coloque el factor de dilucién que corresponda.

7.7.10 Seleccione “File /{SaverAs / Afio / Mes / Dia / Nombre de Secuencia / Save”. En caso de
ser necesario cree la carpeta correspondiente.

7.8 Seleccion de SeCtuencia Predeterminada:

7.8.1 Seleccione en el directorio del lado izquierdo de la pantalla Secuencia Base, cambie las
concentraciones de cada estandar, los nombres de blancos y muestras segin corresponda en la
columna “Name”.

7.8.2 Cambie en la columna “Weight” los valores de las masas de cada muestra en gramos
segun corresponda para cada una.

7.8.3 Seleccione “File / Save As / Afio / Mes / Dia / Nombre de Secuencia / Save”. En caso de
ser necesario cree la carpeta correspondiente.

7.9 Ejecucion de Secuencia

7.9.1 Seleccione en la pestana del menu izquierdo “Instruments” y en la barra de pestafias de
la ventana derecha, seleccione “Queue / Add / Secuencias / Nombre de la secuencia del dia /
Add”.
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7.9.2 Seleccione en la misma pantalla “Add / Secuencias / Nombre del dia / Add”.
7.9.3 Seleccione en la misma pantalla “"Add / Secuencias / Cambio de Agua / Add”.

7.9.4 Seleccione en la misma pantalla "Add / Secuencias / Limpieza de Columna / Add / Start”.

7.10 Visualizacion de los resultados de las muestras

Nota No 9: Este procedimiento tiene como finalidad visualizar primero los resultados en
pantalla, para una evaluacion rapida, para evitar la impresion en caso de que se observe una
situacion totalmente anémala. Se parte del supuesto de que para el método en uso, ya se tiene
disefiado un reporte de secuencia.

7.10.1 Seleccione en el menud “Data” la secuencia a procesar, de la siguiente manera:
secuencias / afio/ mes / dia / nombre de la secuencia.

7.10.2 Verifique que todas las inyecciones se hayan realizadossatisfactoriamente. Para esto en
la esquina superior izquierda de la pantalla debe decir “"Run Finished” o revisar en la columna
“UV_VIS1” que haya un pequefio cromatograma en cada filade la secuencia.

7.10.3 Seleccione una inyeccidn para desplegar elmodulo de “Data Processing” y en la barra
de herramientas superior seleccione “Calib & PMZ.,

7.10.4 Seleccione en el menu inferior "Component Table” y en las columnas “Level” dar doble
click para cambiar las concentraciones de~los.estandares utilizados en la pantalla emergente
“Properties Componente Cocaina”, cierre y,guarde.

7.10.5 Seleccione una muestra y seleccione el comando inyeccion y verifique que el pico
cromatografico esté debidamente ‘integrado con tiempo de retencidn e identificacion de la
sustancia analizada.

7.10.6 Seleccione en el meniizquierdo “Report Designer” y en la pestafia “Calibration”
verifique: pendiente, intereepto y coeficiente de correlacion.

7.10.7 Seleccione enelrmenu superior el “camaledn” y enviar a imprimir en formato Cute PDF
Writer / Calibration.

7.10.8 Guarde el\archivo generado de la siguiente manera: Escritorio / PDF / Curvas de
Calibracion / afio / mes / nombre.

7.10.9 Seleccione la pestafia “Summary” y en el menu superior seleccione el “camaledén” y
enviar a imprimir en formato Cute PDF Writer / Summary.

7.10.10 Guarde el archivo generado de la siguiente manera: Escritorio / PDF / Resultados /
afio / mes / dia / nombre.

7.11 Generacion de los reportes de las inyecciones

7.11.1 Seleccione en el menu izquierdo “Rebort Designer” y enviar a imprimir en formato Cute
PDF Writer / Integration.

7.11.2 Guarde el archivo generado de la siguiente manera: Escritorio / PDF / Resultados /
Nombre de inyeccion. Realice este punto para cada inyeccién blanco y muestra.
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7.12 Condiciones finales del equipo

Nota No 10: Recuerde que la bomba no puede quedar en acetonitrilo, debe quedar en
metanol.

7.12.1 Abra la valvula de purga, ubicada en el médulo de bomba.
7.12.2 Seleccione la pestafia “Pump module”.
7.12.3 Seleccione “"%C (Metanol)” y digite el valor 100 en el espacio correspondiente.

7.12.4 Seleccione “Purge Off” y en la pantalla emergente “"Ready Checks Results”, seleccione
“Execute despite wargnings”.

7.12.5 Sustituya el contenido de las botellas de agua y buffer, luego de enjuagarlas con agua
desionizada, por metanol, en cantidad suficiente que cubra el filtro de succion de la linea.

7.13 Apagado del equipo
7.13.1 Cierre el programa “Chromeleon 7”.
7.13.2 Apague el computador y el monitor.

7.13.3 Apague cada uno de los modulos del equipo,apretando el botén negro ubicado en la
parte inferior izquierda de cada uno.

8 Criterios de Aceptacion o Rechazo de Resultados:

Los criterios de aceptacion y rechazo estan definidos en los procedimientos de operacion
normados especificos que involucren el uso-del cromatoégrafo HPLC, con detector de arreglo de
diodos, Thermo Scientific ACCELA.

9 Calculos y evaluacion dexla incertidumbre:

No aplica

10 Reporte de Analisis’y Resultados:

No aplica

11 Medidas de Seguridad y Salud Ocupacional:
11.1 Es obligatorio el uso de gabacha, guantes desechables y lentes de seguridad.

11.2 Cualquier remanente de solvente volatil, utilizado en la preparacién y analisis de las
muestras, se debe descartar por evaporacion en capilla (si el volumen de desecho generado
es menor a 500 mL) o desechar en diatomita (si el volumen de desecho generado es mayor
a 500 mL).

12 Simbologia:

CAL: nomenclatura para el Aseguramiento de la Calidad
DCF: Departamento de Ciencias Forenses
HPLC: por sus siglas en inglés, High Performance Liquid Chromatography.
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P-DCF-ECE-QUI-13

N/A: No aplica

PON: Procedimiento de Operacion Normalizado
SCD: Solicitud de Cambio Documental

SGC: Sistema de Gestion de Calidad

UGC: Unidad de Gestidon de Calidad

UV: Ultravioleta

13 Terminologia:

Blanco Instrumental: Una disoluciéon que contiene Unicamente los reactivos utilizados en la
preparacion de las muestras y que no contiene la sustancia a analizar.

Buffer: Una disolucidon que se opone a grandes cambios de pH{cuando se le adiciona iones

hidronio o hidroxido o cuando se diluye.

Muestra: Disolucidn que se prepara a partir del material de estudio para determinar la

presencia y/o la cantidad de una o varias sustancias«

14 Anexos

No. de Anexo Nombre del Anexo

1

Preparacién de la mezcla agua : metanol (80:20)




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 03 PAGINA: 11 de 11

Procedimiento para el uso y manejo del cromatégrafo P-DCF-ECE-QUI-13
HPLC, con detector de arreglo de diodos, Thermo
Scientific ACCELA

Anexo 1

Preparacion de la mezcla agua: metanol (80:20)

Para preparar un litro de esta disolucion mezcle en un beaker limpio 800 ml de agua
desionizada previamente filtrada y 200 ml de metanol calidad HPLC previamente filtrado,
mantenga siempre la relaciéon 80:20. Se debe mantener en el recipiente al menos 500 ml de la
mezcla. Si el recipiente no contiene liquido la jeringa no se limpiaria entre cada inyeccion,
ademas podria inyectarse aire al sistema.






