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1. OBJETIVO

Describir el modo de operacion y verificacion del Cromatégrafo Liquido de Alta
Eficacia (HPLC) con detector de Fluorescencia (FLD)

2. ALCANCE
Se aplica a los equipos marca Agilent, modelo 1260 Infinity Il

El sistema LC en linea Agilent 1260 Infinity Il Prime consta de los siguientes
componentes:

- Bomba flexible 1260 Infinity Il

- Juego de gestor de muestras en linea 1260 Infinity Il

- Gestor de muestras en linea 1260 Infinity Il

- Vélvula de muestreo externa: Accionamiento de valvula universal, equipado con
una valvula FI de 3 posiciones y 6 puertos

- Termostato multicolumna
- Detector de fluorescencia
- Gabinete de disolventes

3. SIGLAS Y DEFINICIONES

3.1.Siglas
a) ITR : Instructivo de trabajo
b) DLQ : Direccién de Laboratorios Quimicos
c) LRPM : Laboratorio de Residuos de Plaguicidas y Micotoxinas
d) UMEL : Unidad de Mantenimiento de Equipos de Laboratorio.

3.2.Definiciones

a) Instructivo (ITR): son los documentos que describen las actividades
paso a paso que se realizan en una etapa de un proceso y son
complementarias a los procedimientos.

b) Formularios (FOR): son documentos con formato (fisico o digital)
preestablecido

c) Calibracion: es el conjunto de operaciones que establecen, en
condiciones especificadas, la relacion entre los valores de una magnitud
indicados por un instrumento de medida o un sistema de medida, o los
valores representados por una medida materializada o por un material de
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referencia, y los valores correspondientes de esa magnitud realizados por
patrones.

4. RESPONSABILIDAD

Es responsabilidad del Responsable de la Unidad de Mantenimiento de Equipos de
Laboratorio y de los técnicos que operan el equipo, verificar el adecuado
cumplimiento de este instructivo.

5. ACTIVIDADES
5.1 Buenas Practicas

5.1.1 Tareas diarias / semanales
5.1.1.1 Tareas diarias

5.1.1.1.1 Sustituir de disolventes y botellas de disolvente para fases méviles en
funcién de agua/tampon.

5.1.1.1.2 Sustituir los disolventes y las botellas de disolvente para la fase movil
organica a mas tardar cada dos dias.

5.1.1.1.3 Comprobar la presencia de disolvente de lavado de sellado.

5.1.1.1.4 Purgar cada canal con disolvente fresco a 2,5 - 3 mL/min durante 5 min
antes de operacion.

5.1.1.1.5 Equilibrar el sistema con la composicion y el caudal del método
subsiguiente.

5.1.1.2 Tareas semanales

5.1.1.2.1 Cambiar el disolvente de lavado de las juntas (isopropanol al 10 % en
agua) y la botella.

5.1.1.2.2 Si se utilizaron aplicaciones con sales, lavar todos los canales con agua y
eliminar manualmente los posibles depdsitos de sal.

5.1.1.2.3 Inspeccionar los filtros de disolvente en busca de suciedad u
obstrucciones. Cambiar si no sale caudal de la linea de disolvente cuando
se retira de la entrada del desgasificador.

5.1.2 Encendido / Apagado de labomba
5.1.2.1 Preparar labomba
5.1.2.1.1 Utilizar una fase maévil nueva o diferente (segin sea necesario).

5.1.2.1.2 Purgar cada canal con 2,5 - 3 mL/min durante 5 min. Abra la valvula de
purga manual
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manual o utilizar el comando de purga, dependiendo del tipo de bomba.
5.1.3 Parada prolongada del sistema
5.1.3.1 Lavar el sistema con agua para eliminar el tampon.

5.1.3.2 Retirar todas las muestras del muestreador y almacénelas de acuerdo con
las buenas practicas de laboratorio.

5.1.3.3  Utilizar los disolventes recomendados para almacenar el sistema.
5.1.3.4 Apagar el sistema.
5.1.4 Preparar labomba
5.1.4.1 Purgar
Utilizar la funcién Purga para:
- llenar la bomba
- cambiar un disolvente,
- eliminar burbujas de aire en tubos y cabezales de bomba.
5.1.4.2 Acondicionar
Utilizar la funcién Acondicionar
- diariamente al arrancar la bomba

- para minimizar la ondulacion de la presion disolviendo las burbujas de aire en los
cabezales de la bomba.

5.1.4.3 Lavado de juntas-SEAL WASH

Seal Wash garantiza la maxima vida util de la junta. Utilizar Seal Wash:
- Cuando se utilicen tampones con elevadas concentraciones de sal

- Cuando utilicen disolventes volétiles con aditivos no volatiles

5.1.5 Como tratar los disolventes

5.1.5.1  Utilizar s6lo botellas limpias.

5.1.5.2 Cambiar diariamente los disolventes de base acuosa.

5.1.5.3 Seleccionar el volumen de disolvente que se utilizard en 1 o 2 dias.
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5.1.5.4 Utilizar unicamente disolventes de grado HPLC y agua filtrada a través de
filtros de 0,2 pm.

5.1.5.5 Etiquetar correctamente las botellas con el contenido de la botella y la
fecha de llenado/fecha de caducidad.

5.1.5.6 Utilizar filtros de entrada de disolvente.

5.1.5.7 Reducir el riesgo de crecimiento de algas: utilizar botellas marrones para
disolventes acuosos, evitar la luz solar directa.

5.1.6 Seleccionar los canales para la valvula de gradiente
5.1.6.1  Utilizar los canales inferiores (A y/o D) para las soluciones tampon.

5.1.6.2 Enjuagar regularmente todos los canales de gradiente con agua para
eliminar posibles depésitos de sal. salinos.

5.1.6.3 Comprobar la compatibilidad de los tampones y los disolventes organicos
para evitar precipitaciones.

5.2 Puesta a punto
5.3Encendido del equipo
Encender todos los médulos mediante los botones de encendido frontales.

Cadigo de color:

Verde: Ok
Naranja: Standby A
Rojo: Error

. . _ LMTHPLC.O1
Posterior a esto ingresar al icono (onling)

5.4Creacion de método

Ingresar a la opcion Method cada uno de los modulos del Software, Dando clic
secundario sobre cada pestafa:

Sampler
Quat Pump
Column

FLD




ST, Cédigo: ITR-LRPM-128
§ % Emisor: DGT-DL-DLQ-LRPM
: a)@ s USODELLCAGILENT 1260 INFINITY Il | Versién: 01
%, j’ Vigente: 17/08/2023
© Vegerp A Pagina: 6 de 11

Ingresando a la opcion method , especificar las condiciones de cada uno para la
metodologia a utilizar

5.5Pasos Pre-Secuencia

Realizar lavados(purga) a los canales que se van a utilizar y estabilizar
posteriormente el equipo por 15 min con el método seleccionado

5.6Creacion de secuencia

Para crear secuencia ir a la pestafia Sequence — Secuence Table y cargar los
datos solicitados

Si ya se ha purgado y estabilizado el equipo previamente, proceder a presionar el
botén RUN

5.6.1 Shutdown

Cuando el proceso de lectura durase mas tiempo o no se pueda revisar
constantemente el equipo, programar el Shutdown ingresando a la opcion Secuence
Parameters, en su apartado Shutdown —tildar la casilla Post-Sequence
comand/macro y elegir la opcion Shut Instrument Down y presionar el boton OK




\g\o\*‘““‘"““'s% Cédigo: ITR-LRPM-128

§ 2 Emisor: DGT-DL-DLQ-LRPM

?; aOs ¢ | USODEL LC AGILENT 1260 INFINITY Il | Version: 01

%, SENAVE %es” Vigente: 17/08/2023

© Vegerp (¢ Pagina: 7 de 11
5.7Analisis de Datos Al
5.7.1 Integracion
LMT.HPLC.01

Para integrar lo obtenido ir al icono (offlin€) posicionarse sobre la carpeta que

contiene a la corrida realizada y una vez que se observen los cromatogramas
presionar el icono de Integration — Edit Integration y realizar los ajustes
necesarios, posicionandose sobre cualquiera de las lecturas desplegadas,
preferentemente uno de los puntos de la curva:

T

Eventos de Integracion

ue
Té t Skim Mode | New hal |
3.00
00

Tai Peak Skim Height Ratio :
Front Peak Skim Rato 6.

o
<
8
3
=

Specific Events For Signal:

FLD Default -

Area Height Width __ Area% Symmetry
240.2 34,7 0.1046] _ 14.075] 116
698.7 7.4 0.1331]  %0.9%0 129

202, 246 0.1273] 11832 0943
565.8 ) 0789|3312 0.95

3.998
5.412
7.273
10.617,

BEERE
H

ES (53 8] 8 8

T

5.7.1.1 Larecomendacion del fabricante sobre los eventos de integracion de
integracion son los siguientes:

5.7.1.1.1 Slope sensitivity to 50.

5.7.1.1.2 Peak width de la integracion inicial. Usando el menor peak width de un
pico cromatografico real, no ruido. Fijar initial height y area reject to a cero.

5.7.1.1.3 Fijar Tail Peak Skim Height Ratio en 3, el Front Peak Skim Height Ratio en
6, y el the Skim Valley Ratio to 20.

5.7.1.1.4 La Baseline correction en Advanced con Tangent Skim en modo New
Exponential.

5.7.1.1.5 Integrar y ver resultados.
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5.7.1.1.6 Sitodos los picos de interes no fueron integrados, bajar la slope sensitivity

hasta que picos reales sean integrados.

5.7.1.1.7 Si sigue habiendo picos, bajar los ajustes de peak width.

5.7.1.1.8 Utilizar eventos cronometrados de ser necesario.

5.7.1.1.9 Remueva picos innecesarios con height or area reject.

5.7.2 Calibracion

5721

5.7.2.2

5.7.2.3

5724

]
% |

s

i 1

i i

5.7.2.5

q]
Posterior a la integracion, presionar los iconos = y - e ir a la pestafia

de calibracion

Una vez situado en esta pestafia, proceder a agregar los puntos de la

siguiente manera:

Colocar el cursor en la lectura del punto mas bajo, dando un doble clic

sobre la misma

Ir a la pestafia Calibration—»New Calibration table y cargar la
concentracion del punto de la curva (es conveniente que la expresion sea

en ng/ul) y presionar ok

 Calibrate: LMTHPLCOT

Para los siguientes puntos de la curva proceder de la misma manera, con
excepcidn de presionar primeramente la subpestafia add level
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5.7.2.6 Cuando se hayan cargado todos los puntos de la curva, volver a la opcion
integration y observar los cromatogramas.

5.7.3 Tips

5.7.3.1  Sise quieren observar los nombres de los picos utilizar la opcion Speciy—»
Report Signal Options y marcar el casillero Compound Name,
presionando finalmente OK

5.7.3.2  Para colocar los resultados en modo Estandar Externos, utilizar
nuevamente Specify Report, e ir a la pestafia Quantitation Setings
Calculation Mode — y seleccionar ESTD
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4.6 Verificacion del Sistema UPLC

Las operaciones de verificacion del estado del equipo se realizan mediante la inyeccion
de un material de referencia certificado con columna especifica e identificada para tal
efecto. Con lo cual se verifica la eficacia, la precision (repetibilidad y reproducibilidad de
las &reas) y exactitud del equipo.

4.7 Calibracion

4.7.1 Este equipo se verifica anualmente si requiere calibracion, no esta incluido dentro
del Plan de Calibracion.

4.7.2. Las comprobaciones para asegurar que responde a las especificaciones exigidas
se realizan a través de las verificaciones, que se detallan en el punto anterior.

4.7.3 se realiza una calificacién del equipo cada 5 afios

4.8 Mantenimiento

La empresa representante de la marca es responsable del mantenimiento de los
equipos, con el acompafamiento del UMEL de realizar el mantenimiento. La
frecuencia de mantenimiento se establece en preventivo y correctivo de acuerdo a la
necesidad, los registros se encuentran adjuntos a la ficha de equipos.

6. CONTROL DE CAMBIOS
N/A
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7. DOCUEMNTOS
Nombre del T Area de |Responsabl Tlem_p,o = Disposicién
Caodigo . retencion por :
Documento archivo e . Final
dependencia
Plan de Responsable
M . FOR-DL-050| LRPM | del area de 5 afios Eliminacién
antenimiento . .
micotoxinas
Responsable
Protocolo de FOR-DLQ- || ppM | del 4rea de 5 afios Eliminacion
Trabajo 048 ) :
micotoxinas
Responsable
Ficha de equipos FOR-DL-028| LRPM | del area de 5 afios Eliminacién
micotoxinas

8. ANEXOS

NA




