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1. OBJETIVO

Establecer los pasos a seguir para la adecuada operacion del Cromatégrafo Liquido de
Ultra Alta Performance (UPLC) con Detector de Arreglo de Diodos.

2. ALCANCE

Este instructivo aplica exclusivamente a los analisis para la identificacién y cuantificacion de
principios activos de productos Fitosanitarios del LCCPF que se desarrollan en los equipos
marca Waters, con Cadigos N° LC.UPLC.01, LC.UPLC.02, LC.UPLC.03, LC.UPLC.06 y
LC.UPLC.07. Comprende desde la puesta en marcha del sistema hasta la rutina de lavado
posterior.

3. PROCEDIMIENTO VINCULADO

PRO-DL-002 EQUIPAMIENTO DEL LABORATORIO

4. SIGLAS Y DEFINICIONES

4.1. Siglas

4.1.1.DLQ: Departamento de Laboratorios Quimicos.

4.1.2.L.CCPF: Laboratorio de Control de Calidad de productos fitosanitarios.
4.1.3.UMEL: Unidad de Mantenimiento de Equipos de Laboratorio.

4.2. Definiciones

No Aplica

5. RESPONSABLES

El jefe del DLQ es responsable de asegurar la implementacién y el cumplimiento del
presente instructivo. El personal técnico es responsable de la correcta operacion del equipo y
UMEL responsable de coordinar, ejecutar y supervisar los planes de mantenimiento
preventivo y correctivo del equipo.

6. ACTIVIDADES
6.1. Encendido del Sistema UPLC
6.1.1.Encender todos los médulos del equipo.

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

6.1.3.Cambiar el contenido de las botellas de fases mdviles, liquidos de lavado y purga,
etiquetar.

6.1.4.Colocar la columna adecuada dentro del pora columnas de acuerdo a la metodologia a
realizar o a desarrollar.

6.2. Crear Proyecto
6.2.1.En el menu principal, hacer clic en Configure System.
6.2.2.En la siguiente ventana que aparece, ir hasta FILE & NEW-—PROJEC.

6.2.3.Luego en la siguiente ventana tildar (¥ ) a opcién PHOTO DIODE ARRAY—
SIGUIENTE.

6.2.4.Para la primera condicién de esta ventana, Allways Acces, fildar ) la opcién
OWNER, GROUP AND WORLD, en la segunda condicion de la misma ventana, Allways Acces

to Group tildar (ﬁla opcion ADMINISTRADOR ~ SIGUIENTE.
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6.2.5.En esta siguiente ventana, en FROM PROJEC, desplegar las opciones y elegir un
proyecto, para sobreescribir en la misma _, SIGUIENTE.

6.2.6.Nuevamente aparece una ventana como muestra la siguiente figura, en la cual se da

nombre al proyecto y en el espacio destinado para los comentarios, se detalla el analisis a
realizar — FINALIZAR

NzwproJec.! Wizard Name tniry

6.3. Crear un Método

6.3.1.Desde el menu principal, hacer clic en Run samples, posterior a esto aparece la lista de
proyectos, seleccionar el nombre de proyecto creado segun el punto 6.2.

6.3.2.En la ventana emergente, ir hasta EDIT—® OPEN —+=METODO SET —*seleccionar el
método Nuevo o General —*OPEN.

6.3.3.Aparece una ventana como se muestra en la figura, en la opcion INSTRUMENT
METHOD — EDIT.
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6.3.4.Para habilitar el cuadro de seleccién de método en la segunda opcidn se debe suprimir
la primera fila, en la primera columna CHANEL NAME, se establece |a deteccion y en la
segunda columna PROCESSING METHOD completar con el nombre del método creado.

=

6.3.5.Hacer clic en el icono '*=* que representa al inyector automatico, termostato de
columna, los limites de presion, el flujo. De esta manera se condiciona al equipo para
trabajar de forma isocratica o gradiente segin la necesidad del trabajo.
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6.3.6.Sin salir de la ventana, hacer clic en el icono b= ! que representa al detector, se
establece |a longitud de onda de trabajo.

rany

6.3.7.Una vez finalizado los pasos, se guarda el método. FILE —+ SAVE AS —+*NOMBRAR
EL PROYECTO NUEVO. FILE —EXIT.

6.3.8.Hacer clic en el icono DEFAUL PROCESSING METHOD — EDIT.

6.3.9.En el icono de integracion completar con el ancho y altura de acuerdo a la
determinacion realizada, entre otras opciones como inhibir Peak, Force Peak.

~— "= INTEGRACION

i
i

6.3.10. En la pestafia Componentes, nombrar el pico del ingrediente y establecer el

tiempo de retencion.
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6.3.11. Una vez finalizado los pasos anteriores se procede a guardar el método.
FILE— SAVE AS & NOMBRAR EL PROYECTO NUEVO.FILE— EXIT.
6.3.12. Para habilitar el cuadro de seleccion de método en la segunda opcidn se debe
suprimir la primera fila del cuadro.
6.3.13. Para el tipo de reporte, seleccionar Reporte 1.
6.3.14. Finalizado los pasos, se procede a guardar el método. FILE—*SAVE AS —*

NOMBRAR EL PROYECTO NUEVO.FILE—EXIT.
6.4. Creacion de secuencia

6.4.1.Antes de comenzar la creacion de la secuencia, verificar que el sistema se encuentre
listo, seleccionar Instrument Method (A), el método a ser utilizado con los parametros
analiticos previamente creados y hacer clic en Setup.

6.4.2.Seleccionar la pestafia Wet Prime para establecer el tiempo y el flujo de manera a
eliminar posibles burbujas presentes en el canal de los solventes.

6.4.3.Verificar si el sistema esta en condiciones, observando que en la esquina inferior
derecho de la ventana principal aparezca System Idle (B).

6.4.4.Luego seleccionar Run and Report (C).

6.4.5.Seleccionar Samples (D) planilla correspondiente a la muestra, para completar con los
datos de la muestra a inyectar.

6.4.6.Clic en la primera columna Vial (E) del panel, indicar el nimero de vial correspondiente.
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6.4.7.En la siguiente columna Sample Name (F), completar con el nombre de lo que se

inyectara.

6.4.8.En la seccién Injection Vol (G), completar volumen de inyeccién cuya unidad de medida
es en uL.

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

6.4.10. Clic en Funtion (I), se desplegara las opciones y se debera seleccionar, en caso
de ser una referencia o estandar. Inject Reference o Inject Standards y para la muestra Inject
Sample.

6.4.11. Cilc en la columna Method Set/Report Method (J), donde se desplegara las

opciones de manera a selccionar el método.

6.4.12. En la siguiente seccién Run Time (K), completar con el tiempo en minutos para
la corrida de trabajo.

6.4.13. En la Columna_Numero (L) completar con las caracteristicas de la columna
como por ejemplo C-18.

6.4.14. En la Gltima seccion, Fase Movil (M), si es necesario completar con el nombre
de la fase movil a utilizar, o de lo contrario dejar sin efecto.

G_ RUN(N) H J K

=AY 240 ) in L 11 e

6.4.15. Una vez terminado los pasos anteriores, hacer clic en Run (N) y aparecera la
ventana correspondiente al campo Name for this simple set con el nombre del analisis a
realizar, seleccionar impresora, luego se desplegara las opciones de Shutdown Method y por
tltimo hacer clic en Run para dar comienzo a la secuencia de inyecciones. ;% 9

4
mg.A%aE.Monﬁelc Lic. Olga Pavén

Mat. Profesional N° 8362

S Lic. Claudia Montiel

SENAVE ca gg%cip




i)

Cédigo: ITR-DLQ-013

& 2
f? 2 Emisor: DGT-DL-DLQ
: @0 ; USO DEL UPC WATERS e g

% &

Pagina: 7de 9

Rup Sample Sel - g‘l

Mame lor s Sameie sod I

Semngs lor s Campie Sat

el For Uzer

FlunMosa Q.Rv..'-\'aq.a Flopasm -1

Sukabueg MO [Lemime snfaur -
- r . —
Prntar | S ket Parsar
Srmitdomn Mothod | =
L Fln 1 D ]

6.5. Creacion de Tabla de Integracion
6.5.1. Ingresar a EDIT —+ OPEN—METHOD SET
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6.5.2.En la tabla suprimir la primera fila y desplegar en la columna de CHANNEL NAME,
seleccionando la longitud de onda establecida para el método que sera empleado.

6.5.3.Luego desplegar en la columna de PROCESSING METHOD el método creado. Esto
habilita en Default Processing Method en la misma ventana, desplegar y selccionar
nuevamente el método creado, aparecera la siguiente ventana:
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6.5.4.En la pestana de Integracion, establecer las condiciones de tiempo y ancho de los
picos a ser identificados. Peak Wicth y Threshold.

6.5.5.En la pestafia de componentes se establece el nombre de picos y su tiempo de
retencién. FILE— SAVE AS —*FILE—EXIT.

6.5.6.Se vuelve a la ventana inicial, y de nuevo FILE—+SAVE AS— FILE— EXIT.

6.6. Edicion de Cromatogramas , CE%_L
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6.6.1.Durante la corrida de una inyeccion, después de que el pico principal se encuentra
|
identificado, el cromatograma puede observarse dando clic al icono !
OPEN _, METHOD SET.

6.6.2.Aparecera una nueva ventana, seleccionar el método que sera utilizado; en el
cromatograma se observara el pico principal y su correspondiente area de acuerdo a las
condiciones de integracion establecidas.

.FILE_,

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

6.6.4.Para imprimir el cromatograma, ir hasta la pestafia de Results, hacer clic en Update,
seleccionar la corrida con el cambio realizado de manera a poder imprimir el cromatograma.

6.7. Apagado del Sistema UPLC

6.7.1. Cuando el equipo se deja trabajando después de las horas laborales establecidas, se
debe verificar que los frascos que comunican con la bomba no estén vacios para evitar la
entrada de aire a las mismas.

6.7.2.Una vez terminada la secuencia, programar al final de la misma el “Apagado
automatico”.

6.7.3.Si la secuencia termina antes de culminar el horario laboral, se puede empezar la
limpieza con el programa creado para el “Lavado” que corresponde a la proporcién de
Metanol:Agua 90:10 e ir aumentando el flujo gradualmente.

6.8. Verificacion del Sistema UPLC

Las operaciones de verificacion intermedia del estado del equipo se realizan mediante la
inyeccién de un material de referencia certificado o estandar primario con la columna
especifica e identificada para tal efecto. La misma se registra en el FOR-DLQ-033 Planilla de
Verificacion de Equipos Cromatograficos.

La frecuencia de verificacion se encuentra establecido en el FOR-DLQ-024 Programa Anual
de Evaluacion de la Calidad de los Ensayos.

6.9. Calificacion

El equipo debe contar con calificacion vigente ejecutada por parte del representante de la
marca.

La frecuencia de calificacion se registra en el Plan de Calibracion FOR-DL-003 Plan de
Calibracion.

6.10. Mantenimiento

a) La programacion del mantenimiento preventivo y correctivo del equipo esta a cargo de
la UMEL, la actividad se controla y registran a través del documento FOR-DL-004 Plan de
Mantenimiento

b) La frecuencia para el mantenimiento preventivo del equipo es anual.

7. CONTROL DE CAMBIOS
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8. DOCUMENTOS

Area de Tiempode |p;cosici6
Nombre del documento Caodigo archivo Responsable| retencién por n final
dependencia
Plan de Mantenimiento FOR-DL-004 | S3@de | yyp 5afos  |Ddtalizacio
archivos n
Planilla de Verificacién de Sala de Técnicos " Digitalizacié
equipos cromatograficos FQR-DLO-080 archivos S afios n
Control diario c_je temperatura y FOR-DL-009 Sala_ de Técnicos Erifins Digitalizacio
humedad ambiental archivos n
Plan Anual de Evaluacion de FOR-DLQ-024 Salade [Técnicos/Jefe 5 afios Digitalizaci6
los ensayos archivos n
Plan de Calibracién FOR-DL-003 Sala_ as UMEL 5 afios Cighabzoeio
archivos n
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