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1. OBJETIVO

Describir el modo de operacion y verificacion del Cromatégrafo Liquido de Ultra Alta
Performance (UPLC) con detector de Fluorescencia

2. ALCANCE

Se aplica a los equipos marca Waters, modelo ACQUITY H CLASS con Cédigos Ne:
LR.UPLC.02

El equipo cuenta con los siguientes médulos:

a) Bomba quaternaria Quaternary Solvent Manager Acquity UPLC H-Class
b) Inyector automatico Sample Manager — FTN Acquity UPLC H-Class

¢) Horno de columna Acquity CH-A

d) Horno de columna Acquity CH-30A

e) Bandeja de solventes Acquity UPLC

f) Detector de Fluorescencia FLR Detector Acquity UPLC

g) CPU marca HP

h) Monitor marca HP

i) Programa cromatografico Waters Empower 3.

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) Calibracién: 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
referencia, y los valores correspondientes de esa magnitud realizados por

patrones.
C
& N4



Cédigo: ITR-DLQ-122
Emisor: DGT-DL-DLQ-LRPM
Versién: 01

Vigente:

Pagina: 3 de 14

7 P USO DEL UPLC-FLR WATERS
%, SENAVE §
,o‘?BErAL‘l"{"

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 Encendido del Sistema UPLC

continuacién:
5.1.1 Encender todos los mddulos del equipo con la perilla “ON”.

5.1.2 Encender la computadora, esperar que en la pantalla aparezca el icono del
programa “Empower”, luego escribir el nombre del usuario en “USER
IDENTIFICATION” y por ultimo escribir el “PASSWORD” correspondiente.

5.1.3 Cambiar el contenido de las botellas de fases moviles, liquidos de lavado y
purga, etiquetar.

5.1.4 Colocar la columna adecuada dentro de |a porta columnas de acuerdo a la
metodologia a realizar o a desarrollar.

5.2Crear Proyecto:
5.2.1 Enelmenu principal, hacer clic en Configure System.

9.2.2 En la siguiente ventana que aparece, ir hasta FILE— NEW — PROJEC.

5.2.3 Luego en la siguiente ventana tildar < la opcién
— SIGUIENTE.

: v
5.2.4 Para la primera condicién de esta ventana, Allways Acces, t|ldar( )la
opcién OWNER, GROUP AND WORLD, en la segunda condicion de |a

misma ventana, Allways Acces to Groups tildar(v) la opcién
ADMMNISTRADOR SIGUIENTE.

5.2.5 En esta siguiente ventana, en FROM PROJEC, desplegar las opciones y
elegir un proyecto, para sobre escribir en |a misrre SIGUIENTE.

5.2.6 Nuevamente aparece una ventana como muestra la Figura 1 donde se da
nombre al proyecto y en el espacio destinado para los comentarios, se detalla
el analisis a realizar— FINALIZAR.
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Figura 1

5.3Crear un Método a partir de un Proyecto creado

5.3.1 Desde el ment principal, hacer clic en Run samples, posterior a esto aparece
la lista de proyectos —» seleccionar el nombre de proyecto creado segun el
punto 4.2 —» Ok, Figura 2

| Use Browse Project' to open the Project Use the Proect Window t,
Window, - Creat

Select tha desied project 1o browsa from " fokdirs o the dotred e,
| the displayad kit below * Review, Preview. and Acqure data.
| E- &) Projects
o il [0 citosao
|-(&] Mass
(3] Plagucidas
O bowse projecs.
@Lugnul @Logmnewuw ﬂ_ﬂ, _'“S’_J
Figura 2.1 Figura 2.2
5.3.2 En la ventana emergente, ir hasta EBIF OPEN METODO SET,
seleccionamel método OPEN.

5.3.3 Aparece una ventana como muestra en la Figura 3, en la opcion
INSTRUMENT METHOD EDIT.
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5.3.4 Hacer clic en el icono lacaiosn que representa al Quaternary Solvent
Manager, aqui se establecen los lim ites de presién, el solvente, el flujo y se

condiciona al equipo a trabajar de forma isocratica o gradiente segun Ia
necesidad de trabajo. Figura 4
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Figura 4

Watars
5.3.5 Sin salirde Ia ventana, hacer clic en el icono m’ que representa al Sample
Manager-FTN, aqui se establecen los solventes de purga y lavado, asi como
la temperatura del horno de la columna y la temperatura del plato (rack).
Figura 5
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5.3.6 Sin salir de Ia ventana, hacer clic en el icono ‘Ac%@ﬁ.& que representa al FLR
Detector, aqui se establecen las

longitudes de onda, tanto de excitacion
como de emision. Figura 6
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Figura 6

5.3.7 Sin salir de Ia ventana (Figura 3) en Ia opcion DEFAUL PROCESSING
METHOD — EDIT

5.3.8 En este punto, se completa en Ia pantalla de integracién con el ancho y altura

del pico deseado, entre otras opciones como Inhibir Peak, Force Peak. Etc.
Segun la conveniencia, Figura 7

Figura 7

5.3.9 En la pestafa Componentes, nombrar el pico, establecer el tiempo de
retencion del pico y la ventana del TR, etc. Figura 8
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5.3.10En la pestafia Default Amounts/Purity, para realizar la curva de calibracion

€S necesario seleccionar los niveles y establecer los valores de cada punto de
la curva. Figura 9

Figura 9

5.3.11 Una vez finalizado Jos Pasos anteriores se guarda el método. FILE —» SAVE
AS Nombrar el proyecto nueveFILE —&XIT.

5.3.12 Para habilitar el cuadro de seleccién de método en la segunda opcién se debe
suprimir la primera fila del cuadro mostrado mas debajo de la ventana en
cuestion, en la primera columna (Channel Name) se establece |a Deteccién o
el canal de deteccion a trabajar para el método creado, en la segunda
columna (Processing Method), completar con el nombre del método creado
(Figura 3).

3.3.13 Finalizado este paso seleccionar en Default Processing Method seleccionar
el tipo de reporte deseado, normalmente utilizado el de Aflatoxinas.

5.3.14 Una vez finalizado los pasos anteriores se guarda el método. FILE—» SAVE
AS— Nombrar el proyecto nuevs. FILE EXIT.

5.4Creacion de una secuencia

5.4.1 Antes de comenzar la creacién de la secuencia, seleccionar el icono (A)
el mismo se encuentra en el Sample Manager FTN, Se desplegara una
nueva pestafia Console for System UPLC, en la misma se puede visualizar
las condiciones del equipo. Figura 10. Para purgar las lineas y eliminar las
burbujas CUATERNARY SOLVENT MANAGER —* CONTROL —¥RIME
SOLVENTS —PRIME SEAL WASH, una vez terminado esto seguidamente,
SAMPLE MANAGER FTN —» CONTROL—» PRIME —» WASH NEEPLE-

V8%
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verificar que el sistema se encuentre listo, seleccionar en Instrument Method
(B), el método deseado con los parametros analiticos previamente cargados,
y dar clic en Setup.

Luego seleccionar el tipo de corrida Run and Process (C) y el tipo de rack
Plates(D) normalmente 48 vial 2mL

Seleccionar el panel Samples (E) planilla correspondiente a la muestra, para
completar con los datos de la muestra a inyectar.

Clic en la primera columna Plate/Well (F) del panel, colocar el numero del
rack : seguido la posicién del vial correspondiente (previamente seleccionar el
tipo de rack en la funcién Plates y el Plate Sequencing Modo)

En la siguiente columna Injection Vol (G), completar el volumen de inyeccién
de trabajo en pL

En la columna de #of inj (H), completar con la cantidad de inyecciones a
realizar por cada muestra

Clic en la siguiente columna la que corresponde a Sample Name (1),
completar con el nombre de la muestra a inyectar.

En la siguiente columna Level (J), completar los niveles de los puntos de la
curva,

5.4.10 Clic en la columna Funtion (K), desplegar las opciones y seleccionar, en caso

de ser una referencia o estandar. Inject Reference o Inject Standards, y para
una muestra, Inject Sample.

5.4.11 Click en la columna Method Set/Report Method (L): desplegar las opgiofies y

seleccionar el método. d
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5.4.12En la siguiente columna Run Time (M), hacer click y completar con el tiempo
de corrida en minutos a trabajar.
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Nota 2: Los otros campos que no estan seleccionados, NO deben ser llenados.

5.4.13Una vez que todos los datos fueron cargados en el Panel de Sample Set

Method. Hacer clic en Run (N) 1 aparece una ventana como la Figura 8,
se completa el campo de Name for this sample set con el nombre del
analisis a realizar, mas abajo se establece la impresora, luego se desplega las
opciones de Shutdown Method, y se seleccionael método RUN en la
ventana y se da comienzo a la secuencia de inyecciones. Figura 12.

4
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5.5Creacion de Tabla de Integracion

5.5.1 Una vez creado el método y se tengan los resultados de las primeras corridas
se deben establecer las condiciones de integracion.

5.5.2 Entrar en EDIT—» OPEN —» METHOD SET. Ver Figura 3.

5.5.3 Verificar los puntos desde el 4.3.8 hasta el 4.3.13 y completar los datos que
faltantes con los obtenidos en la corrida previa,

5.5.4 Una vez cargados todos los datos se guardan los cambios FILE —SAVE AS.
FILE— EXIT.

5.5.5 Se vuelve a la ventana inicial, de nuevo, FILE —» SAVE AS. FILE — EXIT.
5.6 Curva de Calibracién y edicion de Cromatogramas

5.6.1 Durante la corrida de una inyeccioén, después de que el pico principal se
encuentra identificado, el cromatograma puede observarse dando un clic en el

icono de I FILE—> OPEN — METHOD SET.

5.6.2 Aparece una nueva ventana, seleccionar el método. En el cromatograma se
observa el pico principal Y su correspondiente area de acuerdo a las
condiciones de integracion establecidas.

5.6.3 Para editar el reporte o cromatograma se hace clic primeramente en Review.
Luego en Integrate, Cuantitate y se guarda el resultado.

5.6.4 Para cargar la curva abrir cada punto de la curva, Integrate, Calibrate
(realizar lo mismo en cada punto de curva), seguidamente, clic
Calibration Curve. Debe poder visualizarse los datos de la curva. Ki
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5.6.5 Para imprimir el cromatograma, ir hasta la pestafia de Results, dar clic en
Update, seleccionar la corrida con el cambio realizado a imprimir,

5.7 Apagado del Sistema UPLC

5.7.1 Cuando el equipo se deja trabajando toda la noche se debe observar que
todos los frascos de las bombas estén con disolvente para evitar la entrada de
aire a las bombas.

5.7.2 Una vez terminada la secuencia, programar al final de la misma el “apagado
automatico”

5.8 Verificacion del Sistema UPLC

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

5.8.2. La frecuencia de verificacion es |a misma que la que figura en el FOR-
DLQ-009 Plan Anual de Evaluacion de los Ensayos.

5.9 Calibracién

5.9.1. Este equipo no se calibra, por lo tanto, no esta incluido dentro del
Calibracién.
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5.9.2. Las comprobaciones para asegurar que responde a las especificaciones

exigidas se realizan a través
punto anterior.

de las verificaciones, que se detallan en el

5.10 Mantenimiento

5.10.1.

El servicio técnico de Ia empresa representante de la marca, y el
Responsable de la Unidad de Mantenimiento de Equipos de Laboratorio
son los encargados de realizar el mantenimiento de este equipo. La
frecuencia de mantenimiento es cada vez sea necesaria, esto se verifica
en el FOR-DL-028 Ficha de Equipos y un mantenimiento programado
anual FOR-DL-050 Plan de Mantenimiento.

6. CONTROL DE CAMBIOS

Item

E

Pagina Cambios

NA

Proviene de un Sistema de Gestién de Calidad de la Norma
NP-ISO/IEC 17025:2018.
La DL adopta el SGCI del SENAVE

Resolucion SENAVE N° 42/2023
version 04.

en cumplimiento de Ia
“Control de documentos”,

Se realiza el cambio de formato al SGCI del ITR-LRPM-122
Ver:1 Vigencia: 30/09/2020., pasa a la version 01, teniendo
€n cuenta lo establecido en la Nota 02 del PRO-DSGC-001
“Control de documentos”.

L ]
7. DOCUEMNTOS
Nombre del ik, Area de|Responsabl TlemRo de Disposicién
D ¢ Cédigo R ShIa o retencion por Final
Simento dependencia
Plan d Responsable
Ma”t 2 i FOR-DL-050| LRPM | del 4rea de 5 afios Eliminacion
sitenimiernic micotoxinas
Responsable
T'°’%*°.°°'° de FO’;;%LQ‘ LRPM | del area de 5 afios Eliminacién
fanaa micotoxinas
Responsable
Ficha de equipos FOR-DL-028| LRPM | del area de 5 afos Elim 16n
micotoxinas _4
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8. ANEXOS
NA




