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1. OBJETIVO Y ALCANCE.

1.1 Objetivo.
Describir los pasos para realizar la valoracion de pureza para Tris (hidroximetil aminometano).
De acuerdo a los pardmetros establecidos en el método - Test Methods TH3220 [1] y siguiendo
los lineamientos de la norma ISO/IEC 17025:2017 [2]

1.2 Alcance.
Aplica para la determinacion de pureza en Tris HCI

2. DEFINICIONES Y NOTACIONES.

2.1 Definiciones.
Para el presente documento aplican las definiciones y notaciones establecidas en el
numeral 2.1 del PROC-TC-012, Procedimiento de validacion o verificacion de métodos
analiticos.

2.2 Notaciones.
Para propésitos de este documento, se hacen las siguientes consideraciones:

“Laboratorio”; se refiere al laboratorio AOXLAB S.A.S.
“Servicios”: para referir a los servicios de ensayo que el Laboratorio ofrece.
“ftem”: se refiere a los objetos o materiales bajo ensayo. \

3. REFERENCIAS.
[1] (USP Based method). BIOSPECTRA - Tris hydrochloride Test Methods TH3220-TH4220.

[2] ISO/IEC 17025:2017 General requirements for the competence of testing and
calibration laboratories / Requisitos generales para la competencia de los laboratorios
de ensayo y de calibracién.
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4. DESARROLLO.
4.1 EQUIPOS DE MEDICION.
Para realizar el ensayo se utilizan los siguientes equipos y componentes clave.
e Balanza analitica con resoluciéon de 0.1 mg
¢ pH-metro con resolucion 0.01
e Vasos de precipitado de diferentes tamanos
* Buretade 25 mL clase A, resolucion de 0.05 mL
¢ Plancha de calentamiento multiple con agitacion
* Estufa de secado

4.2 CONDICIONES GENERALES.

4.2.1 Inspeccion visual.
Al recibirse la muestra en el laboratorio, ésta es inspeccionada con el fin de verificar
que las condiciones de cantidad, empaque y preservacion se mantienen, conforme lo
indicado en el procedimiento PROC-TC-008 “Procedimiento de aseguramiento de
integridad de los items bajo servicio”. Antes de iniciar el andlisis, se debe verificar que
se cuenta con minimo 50 gramos de muestra para realizar este analisis. En caso de que
la muestra no presente alguna de estas condiciones, realizar la observacion en el FOR-
TC- XXX “Formato para el registro de datos primarios para la valoracion de TRIS”, e
informar de inmediato al lider comercial a través del Lider de laboratorio.

4.2.2 Estabilizacion.

Los items de ensayo, patrones y controles de calidad deben atemperarse con
suficiente antelacidon de tal manera que se encuentren en equilibrio térmico con el
ambiente en el cual se ejecutaran los ensayos. La balanza analitica y otros equipos
electronicos que realicen mediciones de alguna magnitud correspondiente a
condiciones de influencia en la ejecucion del ensayo deben encenderse por lo menos
media hora antes de su uso. Asi mismo, deben verificarse los equipos, de acuerdo con
lo establecido en el numeral siguiente.

4.2.3 \Verificacion de equipos.
Antes de iniciar el ensayo, debe verificarse que el estado de funcionamiento de los
equipos sea adecuado. Esto puede llevarse a cabo revisando que cuenten con la
etiqueta de mantenimiento vigente y que estos no tengan alguna etiqueta que lo
identifique como “Fuera de servicio”. Ademads, en el caso en el cual se lleve el control
de uso, deben registrarse los ultimos registros consignados en el formato FOR-TC-017,
con el proposito de verificar que no se han registrado fallas en el funcionamiento. Si
algun equipo es utilizado para la medicion de alguna magnitud de influencia en el
ensayo, este debe estar calibrado. Por tanto, se debe verificar la etiqueta de calibracion
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adherida a este, y comprobar que se encuentre vigente. Asi mismo, debe verificarse
que se haya realizado y registrado la verificacion diaria de la balanza analitica en el
formato FOR-TC-005. Ademas de lo anterior, debe verificarse la fecha de expiracion de
los patrones, materiales de referencia y controles de calidad empleados en el ensayo
con el fin de evitar el uso de materiales vencidos.

4.3 Manejo de muestra
Parala ejecucion del ensayo, la muestra no requiere condiciones especiales de manejo.
La identificacion, manejo, transporte, almacenamiento y descarte de la muestra,
deben realizarse de acuerdo con os lineamientos establecidos en el procedimiento
PROC-TC-008. Procedimiento de aseguramiento de integridad de las muestras bajo
servicio. Si la muestra es liquida, mezclar hasta homogeneidad aparente mediante
agitacion magnética, y con la ayuda de un gotero o una pipeta tomar la cantidad
necesaria de muestra, mientras se continla con la agitacion.
Si la muestra es solida, moler o triturar en su totalidad hasta homogeneidad aparente,
y realizar un cuarteo atendiendo los siguientes pasos:
e Colocar la muestra previamente homogeneizada sobre una superficie lisa,
limpia y seca, donde no existan corrientes de aire fuertes.
¢ Limpiar los instrumentos a utilizar (espatula o cuchara).
e Mezclar la muestra moviendo el material de los bordes hacia el centro.
* Juntar todo el material dandole forma circular con espesor uniforme.
« Dividir el material en cuatro sectores iguales.
e Eliminar los sectores opuestos, dejando el material reducido a la mitad
e Mezclar los dos sectores restantes moviendo el material de los bordes hacia el
centro

4.4 Medidas de seguridad.
Durante el analisis tener en cuenta que se debe seguir el procedimiento aqui descrito
sin modificar u omitir ningin paso. Tener en cuenta las instrucciones dadas en el
reglamento interno de trabajo PROC-GC- 015 Reglamento Interno AOXLAB S.A.S,
capitulo IX.

4.5 INSTRUCCIONES DE ENSAYO
Nota: Los reactivos deben ser minimo grado “reactivo analitico” para realizar este
procedimiento.

4.5.1 Reactivos y/o soluciones

4.5.1.1 HCI 0.1N - Merck

45.1.2 Acido Acético Glacial - Merck

4.5.1.3 Hidroxido de sodio (NaOH) 0.05 N
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Tomar 10 mL de NaOH 0.1N y con una micropipeta de capacidad adecuada y
agregarlos a un beaker con 20 mL de H,O tipo I.

4.5.1.4 Nitrato de plata estandarizado (AgNOs) 0.1N
Disolver 17.5 g de AgNO; en 1 L de agua tipo I. Pesar 100 mg del patron NaCl,
previamente secado a 110 °C por dos horas. En un beaker adicionar el patrény disolver
en 5 mL de agua tipo I, 5 mL de acido acético glacial, 50 mL de Metanol y 0.5 mL de
Eosin Y.

4.5.2 Preparacion de la muestra
Antes de realizar la valoracidn, es necesario secar la muestra, pues el calculo del % de
Tris HCL debe ser en base seca. Realizar el secado de la muestra segun el PROC-TC-050
Procedimiento de ensayo de humedad.

4.5.3 Valoracion Tris HCI
En un beaker agregar, 5 mL de agua tipo |, 5 mL de acido acético glacial, 50 mL de
Metanol grado HPLC, y 0.5 mL de Eosina Y, disolver en esta solucién 500 mg de Tris HCI
para titularlo con AgNO; Cada muestra requerira aproximadamente 30 mL de titulante
para llegar al viraje caracteristico color rosa (salmoén). Los blancos se preparan de la
misma forma, pero sin la muestra. No se requiere agregar AgNO; para alcanzar el viraje
en los blancos. Nota: Este color es dificil de detectar, pues se ve Unicamente en la
superficie de la solucién a valorar.

4.5.4 Calculos Tris HCI
El % de Tris HCl se calcula con la siguiente ecuacion

m
15,76 * VAgN03 ml * NAgN03 g/ml

PTT'iSHCl )

% Tris HCl = * 100

5. RESPONSABILIDADES.

5.1 |Director técnico.
Asegurar la aplicacion del presente documento y tomar decisiones en casos
especiales no contemplados. Aprobar los informes técnicos una vez han sido
revisados por el Lider de Laboratorio.

5.2 Director de calidad.
Asegurar la aplicacion del presente documento.

5.3 Lider de laboratorio.
Asegurar la aplicacion del presente documento para el personal subordinado o
supervisado. Revisar los resultados ingresados por el analista, haciendo seguimiento
de la trazabilidad del analisis.

5.4 Analista.
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Aplicar el presente documento. \
6. FORMATOS RELACIONADOS.
FOR-TC-200 “Formato para el registro de datos primarios para el ensayo de valoracion

de Tris |

7. ANEXOS.
No Aplica
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