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RESUMEN

Introduccioén: la produccién de medicamentos se rige por estrictas normas
internacionales que garantizan la reproducibilidad y consistencia de los resultados
obtenidos. La calificacion de los instrumentos utilizados en los procesos
productivos, asi como en la caracterizacion de los productos y su control de calidad,
constituye un requisito previo a la validacién de cualquier técnica analitica que haga
uso de estos. Una de las técnicas instrumentales utilizada en la industria
biotecnolégica es la cromatografia de gases.

Objetivo: desarrollar y ejecutar un protocolo que permita la calificacion de un
cromatoégrafo de gases Agilent Technologies 7890A.

Métodos: se empled un patron de cafeina pura para andalisis y se utilizé una
columna HP-5 de 30 m x 0,32 mm d.i. y 0,33 pm espesor de pelicula, en un
cromatoégrafo de gases acoplado a un detector de ionizacion de llama. Los
diferentes mdédulos involucrados en el analisis (inyector, columna, horno y detector)
se evaluaron a través de un disefio experimental que calcula varios parametros.
Resultados: se obtuvieron pruebas documentadas que demuestran que cada uno
de los parametros estudiados (linealidad del inyector, precision del inyector,
arrastre del inyector, precision del flujo, exactitud del flujo, linealidad del detector,
exactitud del detector, ruido del detector, deriva del detector) cumple con los
criterios de aceptacion establecidos.
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Conclusiones: el protocolo desarrollado permite la calificacion de un cromatégrafo
de gases Agilent Technologies 7890A y puede ser extrapolado a otros modelos.

Palabras clave: calificacion, cromatografo de gases, analisis instrumental, Agilent
Technologies 7890A.

ABSTRACT

Introduction: the drug manufacture is governed by strict international standards
that guarantee reproducibility and consistency of results. The qualification of the
instruments used in the productive processes, as well as in the characterization of
products and their quality control are prerequisites to the validation of any
analytical technique using them. One of the instrumental techniques used in the
biotechnical industry is Gas Chromatography.

Objective: to develop and to perform a protocol that allows the qualification of an
Agilent Technologies 7890A Gas Chromatograph.

Methods: a standard of pure caffeine was used for analysis in addition to a HP-5
30 m x 0,32 mm d.i. and 0,33 pm thick film column was used in a Gas
Chromatograph coupled with a Flame lonization Detector. For the testing of the
different modules involved in the analysis (injector, column, oven and detector), an
experimental design was made to estimate several parameters.

Results: the obtained documented tests proved that each of the studied
parameters (injector linearity, injector precision, injector dragging, flow precision,
flow accuracy, detector linearity, detector accuracy, detector noise and detector
drift) met the set acceptance criteria.

Conclusions: the final protocol allows the qualification of an Agilent Technologies
7890A Gas Chromatograph and it can be extrapolated to other models.

Keywords: qualification, Gas Chromatograph, instrumental analysis, Agilent
Technologies 7890A.

INTRODUCCION

En la Industria Biotecnoldgica es obligatorio el cumplimiento de las buenas
practicas (BP), lo cual asegura la consistencia de las especificaciones de calidad de
las producciones. Las BP se insertan en todo el proceso de obtencion, desarrollo y
comercializacion de un producto o medicamento. Tanto ellas como las normas I1SO
9000 o las ISO 17025, para los laboratorios de ensayo, exigen que los equipos
empleados dentro de un proceso productivo o analitico estén calificados. Este es un
requisito indispensable para la validacion de las técnicas analiticas que hacen uso
de estos.

La cromatografia de gases constituye una poderosa herramienta en este tipo de
industria, dentro del analisis instrumental, con numerosas aplicaciones entre las
que se encuentran: el andlisis de pureza de disolventes; el seguimiento de
metabolitos en fermentaciones; la cuantificacion de uno o mas componentes dentro
de una mezcla, la cuantificacion de residuales volatiles. Los cromatégrafos de gases
no se califican a través de filtros u otros elementos mecéanicos. Los érganos de
verificacion y acreditacion no realizan esta actividad como parte de sus protocolos
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generales de calificacion de instrumentos de mediciéon. Por ello, de manera bastante
generalizada la calificacion de estos equipos la llevan a cabo los propios usuarios.*-3

En la calificacion de un equipo se exigen tres aspectos fundamentales: la
calificacién de la instalacién, de la operacion y de desemperfio, en este orden.*°
Cada una de ellas es requisito previo a la siguiente y en todas se exige la
verificacion documentada de las acciones realizadas. La calificacion de la instalacion
(CIl) debe mostrar que el equipamiento estéa instalado y cumple con el disefio
aprobado, las recomendaciones del productor y/o los requerimientos de uso. La
calificacion de la operacion (CO), por su parte, debe indicar que tanto el
equipamiento como los sistemas auxiliares se comportan de la forma esperada
dentro de los limites y tolerancias previstos por sus suministradores y conforme a
las especificaciones de disefio del productor. Por ultimo, la calificacion de
desempefio (CD) debe demostrar que el equipamiento opera de manera efectiva y
reproducible dentro de especificaciones y parametros definidos.

El objetivo del presente trabajo fue el desarrollar y ejecutar un protocolo que
permitiera, de forma semejante a como se realiza internacionalmente, realizar la
calificacion de desempefio de un cromatégrafo de gases Agilent Technologies
7890A.

METODOS

La calificacion de desempefio se realiza utilizando un compuesto puro con buenas
condiciones cromatograficas, o sea, que tenga un tiempo de retencion
relativamente corto y que sea barato para que no se encarezca demasiado el
procedimiento. Por ello, en este trabajo, se emple6 un patréon de cafeina pura para
analisis (99,5 %, Sigma, Cédigo de Producto CO750) y se utilizé6 una columna HP-5
de 30 m x 0,32 mm d.i. y 0,33 um espesor de pelicula, en un cromatografo de
gases acoplado a un detector de ionizacién de llama. Se prepararon disoluciones de
cafeina en metanol (puro para analisis) a seis concentraciones: 0,010; 0,025;
0,050; 0,100; 0,200 y 1 mg/mL.

La calificacion de los cromatdgrafos de gases pone a prueba los diferentes modulos
que se encuentran involucrados en el analisis; los cuales son: el puerto donde se
inyectan las muestras (inyector), la columna, el horno y el detector; en este caso
particular un detector de ionizacion de llama (FID; por sus siglas en inglés). Los
mismos fueron evaluados a través de un disefio experimental que calcula varios
parametros:® la exactitud del flujo (EF); la linealidad del inyector (LI); la precisiéon
del inyector (P1); la precision del flujo (PF); el arrastre del inyector (Al), o sea,
cuanto pudiera aportar una inyeccion previa a una medicion posterior; la Linealidad
del detector (LD) y la exactitud del detector (ED). Ademas el ruido del detector
(RD) y la deriva del detector (DD). En la tabla 1 se muestran los volumenes de
inyeccion y la concentracion de la disolucién de cafeina utilizada para cada
inyeccion.

El procesamiento estadistico fue realizado utilizando el programa Excel, este brinda
todas las opciones estadisticas necesarias. Las condiciones instrumentales utilizadas
se muestran en el cuadro.
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Tabla 1. Volimenes de inyeccion y concentraciones de las disoluciones de cafeina

utilizadas para la evaluacién de los diferentes parametros cromatograficos

Wolumen inyectado

Concentracion de disolucion

‘ |n\_.reccu:rn ‘ [pL] de cafeina

| 1 | 0,2 | 0,050 mg/mL
| 2 | 0,2 | 0,050 mg/mL
| 3 | 0,2 | 0,050 mg/mL
| 4 | 1 | 0,050 mg/mL
| 5 | 1 | 0,050 mg/mL
| 6 | 1 | 0,050 mg/mL
| 7 | 1 | 0,050 mg/mL
| 8 | 1 | 0,050 mg/mL
| 9 | 1 | 0,050 mg/mL
| 10 | 2 | 0,050 mg/mL
| 11 | 2 | 0,050 mg/mL
| 12 | 2 | 0,050 mg/mL
| 13 | 3 | 0,050 mg/mL
| 14 | 3 | 0,050 mg/mL
| 15 | 3 | 0,050 mg/mL
| 16 | 4 | 0,050 mg/mL
| 17 | 4 | 0,050 mg/mL
| 18 | 4 | 0,050 mg/mL
| 19 | 1 | 1 mg/mL

| 20 | 1 | Metanol puro
| 21 | 1 | 0,010 mg/mL
| 22 | 1 | 0,010 mg/mL
| 23 | 1 | 0,010 mg/mL
| 24 | 1 | 0,025 mg/mL
| 25 | 1 | 0,025 mg/mL
| 26 | 1 | 0,025 mg/mL
| 27 | 1 | 0,050 mg/mL
| 28 | 1 | 0,050 mg/mL
| 29 | 1 | 0,050 mg/mL
| 30 | 1 | 0,100 mg/mL
| 31 | 1 | 0,100 mg/mL
| 32 | 1 | 0,100 mg/mL
| 33 | 1 | 0,200 mg/mL
| 34 | 1 | 0,200 mg/mL
| 35 | 1 | 0,200 mg/mL
. 36 | 0 | -
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Cuadro. Condiciones instrumentales utilizadas para la calificacion del desempefio del
cromatografo de gases Agilent Technologies 78904

Cromatdgrafo de gases Agilent Technologies 78904
Columna 1&W; HP-5 (5 % metil-siloxano)
Dimensiones 30m x 0,32 mm d.i, 0,33 pm espesor de pelicula

Inicial: 180°C; final: 280°C; rampa de

Temperatura de la columna L
P temperatura del horno: 8°C/min

Velocidad de flujo del gas portador (hidragenc) 1 mbL/min

Duracian del analisis 12,5 min

Inyector Split/splitiess (con/sin divisidn), split 1:2

Temperatura del inyector 22050

DCetector Ionizacion de llama (FID)

Temperatura del detector 280.°0C

Velocidad de flujo del aire 350 mL/min {FID}

Velocidad de flujo del hidrédgeno 35 mL/min {FID}

Procesamiento de datos Agilent ChemStation Rev B.04.02 SP1 [208]
RESULTADOS

Linealidad del inyector (L1): a partir de los datos obtenidos de las inyecciones 1-
18 (tabla 1) asumiendo que el area del pico cromatografico es proporcional al
volumen real inyectado, se realizdé un analisis de regresion lineal por el método de
minimos cuadrados tomando como variable independiente el volumen inyectado y
como variable dependiente el area del pico cromatografico de cafeina obtenido.
Para cada volumen de inyeccion se tomé la media de las areas obtenidas como
valor a introducir en la regresion. El coeficiente de determinaciéon (r?) de esta recta
se utilizé como criterio en la evaluacién de los resultados. Se realizaron cinco
inyecciones del volumen 1 pL, esto se debe a que este es el volumen mas utilizado
en el trabajo diario y, por lo tanto, el que mas debe ser estudiado. El criterio de
aceptacion de resultados fue: r? 0,995 (Fig. 1).

Precision del inyector (PI1): a partir de los datos obtenidos de las inyecciones 4-9
(tabla 1), se evalud la precisiéon del inyector mediante el calculo del coeficiente de
variacion de las areas de los picos cromatograficos de cafeina obtenidos para las 6
réplicas del volumen de inyeccion de 1 pL. El criterio de aceptacion de resultados
fue: Pl %< 4%.

=10
Media

*100

Arrastre del inyector (Al): a partir de los datos obtenidos de las inyecciones 1-
20 (tabla 1), se evalu6 el arrastre del inyector mediante el calculo del porcentaje
que representa el area de la cafeina obtenida en la inyeccion 21 (1 mL de metanol
puro) sobre el &rea en la inyeccion anterior (1 pL disolucién de cafeina a 1 pg/mL).
El criterio de aceptacion de resultados fue: Al %< 0,1.

Area

A1 inyecc21 *100
'&'reain',leccmj
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Fig. 1. Linealidad del inyector.

Precision del flujo (PF): a partir de los datos obtenidos de las inyecciones 4-9
(tabla 1), se evaluo la precision del flujo mediante el calculo del coeficiente de
variacion de los tiempos de retencion (Tr) de los picos cromatograficos de cafeina
obtenidos para las 6 réplicas del volumen de inyecciéon de 1 pL. El criterio de
aceptacion de resultados fue: PF %< 0,5.

Exactitud del flujo (EF): mediante el software, se fijo el flujo del gas portador a
un valor que esté dentro del rango 0-99,999 psi y se midio el flujo real con un
flujdmetro de burbuja a la salida de la columna. La exactitud del flujo se expreso6
como el error relativo que supone la relacion entre el flujo medido con el flujdmetro
de burbuja (Agilent Technologies Certificado de Conformidad EN61010-1: 2010) y
el designado mediante el software del equipo. El criterio de aceptacion de
resultados fue: EF> 95 %.

EF= 1:rne-:liu:h:- *100]
tecleado

Linealidad del detector (LD): a partir de los datos obtenidos en las inyecciones
21-35 (tabla 1), se inyect6 el mismo volumen de concentraciones crecientes por
triplicado. Se realizé una regresion lineal por el método de minimos cuadrados
tomando como variable independiente la concentracién de la disolucién inyectada y
como variable dependiente el area del pico cromatografico de cafeina obtenido. El
coeficiente de determinaciéon (r?) de esta recta se utilizé en la evaluacion de
resultados. El criterio de aceptacion de resultados fue: r2> 0,995 (Fig. 2).
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Fig. 2. Linealidad del detector.

Exactitud del detector (ED): a partir de los datos obtenidos para las seis
inyecciones de la concentracion de 1 ug/mL (inyecciones 4-9) (tabla 1), se evalud
la exactitud del detector mediante el calculo del coeficiente de variacion (DS/media,
expresado en %) de las concentraciones calculadas para los picos cromatograficos
de cafeina obtenidas a partir de la ecuacion de la curva de calibracion que se
construye en el andlisis de la Linealidad del inyector. El criterio de aceptaciéon de
resultados fue: ED< 0,5.

Ruido del detector (RD): en este caso, se mantuvo la temperatura final del horno
durante 7,5 min, lo que permitié adquirir la sefial durante 20 min en total. A partir
de los datos obtenidos para la inyeccion 36 (tabla 1), se imprimié el cromatograma
obtenido a una escala bastante ampliada para poder apreciar las fluctuaciones
puntuales de la linea de base durante los 20 min monitoreados. Se dividi6 el
cromatograma completo en 5 s de 4 min. Se trazaron, en cada uno de ellos, dos
lineas paralelas que enmarcaban la anchura del ruido correspondiente. Se midio el
valor en el punto medio de cada uno de los 5 segmentos y se determiné la media
de los 5 valores (en unidades de respuesta, pA). El criterio de aceptacion de
resultados fue: RD< 500 pA (Fig. 3) (A).

Deriva

2y B
Fig. 3. Calculo del ruido del detector (283 v la deriva (B,
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Deriva del detector (DD): en este caso, se mantuvo la temperatura final del
horno durante 7,5 min, lo que permitié adquirir la sefial durante 20 min en total.
A partir de los datos obtenidos para la inyeccién 36 (tabla 1), se imprimi6 el
cromatograma resultante (blanco) a una escala bastante ampliada para poder
apreciar toda la linea de base a lo largo de los 20 min monitorizados. Se midi¢ la
diferencia entre la respuesta media al final del cromatograma y al principio (en
valores de respuesta, pA*s). Se calcul6 la magnitud correspondiente para
expresar el valor por hora, es decir, se multiplicé por 3 el valor obtenido para 20 min
del cromatograma. El criterio de aceptacion de resultados fue: |DD|< 1,000 pA/h

(Fig. 3) (B).

En la tabla 2, se resumen los resultados obtenidos para cada uno de los parametros
estudiados y sus criterios de aceptacion.

Tabla 2. Criterios de aceptacidn y resultados obtenidos en |a calificacidn de desempefic del

Mo,

[0 IR R WY I LN R

W oa | sl

Cromatagrafo de Gases Agilent Technologies 78903

Pruebas Critericu.crie Resultados Cumple/no

aceptacian cumple
Linealidad del inyector LI= 0,995 LI= 00,9993 Cumple
Precisidn del inyector Pl< 4 % PI= 0,419 % Cumple
Arrastre del inyector Al< 0,1 % Al= 0,092 % Cumple
Precisidn del flujo PF= 0,5 % PF= 0,5 % Cumple
Exactitud del flujo EF> 95 %% EF= 100 % Cumple
Linealidad del detectaor LD= 0,995 LD= 0,9989 Cumple
Exactitud del detector ED= 0,5 % ED= 0,38 % Cumple
Ruido del detector RD< 500 pa RD= 3,8 pA Cumple
Deriva del detector DD=< 1000 pA/h CD= 6,0 pA/h Cumple

DISCUSION

El desarrollé un protocolo cumple los requisitos establecidos internacionalmente
para la Calificacion de Desempefio de un cromatoégrafo de gases Agilent
Technologies 7890A. Este protocolo puede ser generalizado facilmente a otros
modelos de cromatografos de gases.

Como puede apreciarse (tabla 2), todos los parametros necesarios a evaluar
cumplen con los criterios de aceptacion establecidos para ello; por lo que se
comprueba que todos los modulos del equipo cumplen con los estandares definidos
por el fabricante y por estudios de intercomparaciéon entre laboratorios para este
modelo de instrumentos. Se determina que el cromatdgrafo de gases Agilent
Technologies 7890A con el que se cuenta esta calificado para brindar datos
confiables en todos los protocolos de andlisis en los cuales se utiliza.10-13
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