Control de calidad de concentrados
de dialisis

Analisis exhaustivo de aniones, acetatos y cationes por IC

La hemodialisis es un tratamiento médico que se
aplica para mantener la vida cuando las funciones
renales disminuyeny la capacidad de desintoxicacion
enddgena de los rinones falla.1,2]. Los liquidos de
didlisis (soluciones de hemodiélisis), compuestos por
electrolitos, tampones y carbohidratos (glucosa)
idénticos a la sangre, son un elemento central de este
tratamiento [1,3-5]. El gradiente de difusion entre la
sangrey el liquido de dialisis permite la eliminacién de
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desechos metabdlicos y la normalizaciéon del
contenido de electrolitos.1,2]. Los liquidos de didlisis
se preparan agregando al agua concentrados que
contienen electrolitos, carbohidratos y tampones.
Estos requieren los mas altos estandares de
fabricacién y preparacién in situ, especificados, por
ejemplo, por la Farmacopea Europea, ISO 11663, 1SO
23500 o ISO 13958 (para concentrados de
hemodialisis) [1,2,4].
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La espectroscopia de absorcién atémica (AAS) se
utiliza a menudo con fines de control de calidad, pero
esta restringida a componentes catiénicos (metalicos)
y @ un numero limitado de analitos determinados
simultdneamente. La cromatografia iénica (IC) es una
solucion automatizada, réapida y sensible para
cuantificar con precision los componentes cationicosy
anionicos, incluido el acetato, simultaneamente. Este

MUESTRA Y PREPARACION DE MUESTRA

Los fluidos de dialisis deben imitar de cerca la
composicion del plasma sanguineo para eliminar los
componentes téxicos de la sangre por difusion. Estos
fluidos suelen estar compuestos de agua, electrolitos
que proporcionan cationes y aniones (p. ej., sodio,
potasio, calcio, cloruro), tampones (p. ej., acetato o
carbonato) y carbohidratos (p. ej., glucosa) [1,3-5]. En
este ejemplo de aplicacién, se analizo el contenido de
cationes, aniones y acetato en dos concentrados de
hemodidlisis (tabla 1). Los resultados éptimos se
obtuvieron con una dilucién en el rango de 1:500 a
1:750 utilizando agua ultrapura (UPW).

Los concentrados de dialisis fueron proporcionados

PRACTICA

Los aniones y cationes se analizaron con una
configuracion IC de doble canal (Figura 1) usando
deteccién de conductividad (suprimida
secuencialmente para aniones). También se puede
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enfoque integral convierte a la IC en una alternativa
econdmica a las técnicas analiticas tradicionales para
el control de calidad de soluciones farmacéuticas
como los concentrados de hemodidlisis. La facilidad
de uso, la precisién y las capacidades de alto
rendimiento de IC aumentan la productividad y
cumplen con las demandas de los laboratorios de
investigacion y de rutina modernos.

por MTN Neubrandenburg GmbH una empresa de

Nipro, un productor establecido de productos de
hemodialisis de alta calidad. Ambos eran
concentrados acidos (A-concentrados) para dialisis de
bicarbonato con diferentes composiciones (tabla 1).
La producciéon de tales concentrados esta sujeta a
estrictos criterios de calidad estandarizados como, por
ejemplo, 1SO 13958, 1SO 11663 y ANSI/AAMI RD
61:2000 [1]. También se aplican normas estrictas a los
demds componentes necesarios para la preparacion
del liquido de dialisis final, incluidos el agua y los
concentrados basicos (concentrados B) [1,3-5].

utilizar un detector UV/VIS (947 Professional UV/VIS
detector Vario) para excluir la contaminaciéon por
nitritos, nitratos y bromuros en los concentrados.
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Figura 1. Ruta de flujo para un sistema IC de Metrohm de dos canales. La inyeccion se realizo utilizando el 889 Sample Center - frio (medio).

Se utilizé conductividad no suprimida para la deteccidon de cationes, mientras que los aniones se detectaron con conductividad suprimida y

UV (205 nm).

Estas impurezas se pueden determinar con alta precision y sensibilidad incluso en presencia de concentraciones elevadas de
cloruro (tabla 1). Las pruebas de rendimiento del método con concentrados enriquecidos con nitrato y nitrito arrojaron recuperaciones del

90al 110 %.

Tabla 1. Composicion (promedio y rango) de dos concentrados de dcido de hemodialisis probados (concentrados A) seguin el fabricante.

A-concentrado #293

#570

Sodio (mol/L)

3,61(3,51-3,70)

4,64 (4,52-4,75)

Potasio (mmol/L)

70,00 (66,50-73,50)

90,00 (85,50-94,50)

Magnesio (mmol/L)

17,50 (16,63-18,37)

22,50(21,38-23,62)

Calcio (mmol/L)

52,50 (49,88-55,12)

56,25 (53,44-59,06)

Cloruro (mol/L)

3,82(3,62-4,01)

4,88 (4,64-5,13)

Acido acético (mol/L)

0,11(0,10-0,11)

0,14 (0,13-0,14)

Glucosa (g/L)

35,00 (33,25-36,75)

45,00 (42,75-47,75)

El sistema completo (Figura 1) fue controlado por el
software Waters EmpowerTM 3. Se usd un
muestreador automatico refrigerado (889 IC Sample
Center — cool) para extender la estabilidad de las
muestras altamente diluidas.

Los aniones se separaron utilizando el Metrosep A
Supl 19 - Columna 150/4.0 (eluyente estandar y
caudal, Figura 2A, Q). Esta columna IC de alta
capacidad exhibe excelentes capacidades de
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separacion, incluso para matrices altamente cargadas.
Las propiedades Unicas de la columna Metrosep A
Supp 19 permiten una adecuada separaciéon vy
cuantificacion de acetato incluso en presencia de altas
concentraciones de cloruro. Ademas de acetato
(0,4-20 mg/L) y cloruro (6-300 mg/L), la calibracién
del sistema incluyo fluoruro (0,02—1 mg/L), nitrito y
bromuro (0,04-2 mg/L), asi como nitrato, fosfatoy
sulfato (0.2-10 mg/L).
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Los cationes se separaron usando un Metrosep C 6 -
Columna 150/4.0 (eluyente estandar, caudal: 1,3
mL/min, Figura 2B). La calibracion de cationes se
realizé para sodio (4-200 mg/L), amonio (0,02-1
mg/L) y potasio, calcio y magnesio (0,2-10 mg/L). La
quimica especial de la columna del Metrosep C 6
garantiza resoluciones maximas optimas y permite la
cuantificacién de bajas concentraciones de analitos

RESULTADOS

Un resumen de los resultados, incluidas las
recuperaciones calculadas en comparacién con los
valores del fabricante, se muestra en Tabla 2. Las
desviaciones estadndar relativas (RSD) de menos del
1% para aniones y cationes para mediciones de
muestras repetidas revelan una repetibilidad
adecuada del método. Las recuperaciones calculadas
segun los datos del fabricante cayeron entre el 91 y el
106 % para todos los analitos (Tablas 1y 2).

Los componentes principales de los concentrados A
probados son el sodio y el cloruro, que corresponden

a las fracciones principales en el plasma sanguineo,

(p. ej., amonio) que eluyen cerca de componentes
mas concentrados (p. e]., sodio).

Los aniones y cationes se analizaron simultaneamente
de la misma muestra en menos de 25 minutos (Figura
2). La solidez de ambas columnas de separacién
permite caudales elevados, lo que acelera el tiempo
total de ejecucion.

con 136-145 mEqg/L y 98-106 mEq/L,
respectivamente.2]. Sin embargo, esto también
muestra que estos concentrados son soluciones
altamente salinas, analiticamente desafiantes y que a
menudo requieren pasos de eliminacién de la matriz
para una determinacion precisa del analito. Cuando
estan presentes en altas concentraciones, tanto el
sodio como el cloruro pueden superponerse a los
picos cercanos (p. ej., acetato, nitrito o amonio), lo
que imposibilita su cuantificacion o sobrecarga la
columna, lo que provoca la ampliacién de los picosy
cambios sustanciales en el tiempo de retencion.
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Figura 2 C. Cromatogramas que muestran sefales de conductividad (A, B) y UV (C) para el andlisis IC de aniones (incluido el
acetato) y cationes en la muestra de concentrado de hemodidlisis n.° 293. Todas las muestras se diluyeron por un factor de 750
con UPW. El volumen de inyeccién fue de 20 p L.
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Para los concentrados A, la determinacion precisa de todos los componentes (acetato, cloruro, sodio, potasio, calcio
g magnesio, tabla 1) es indispensable y requiere una separacion de picos adecuada combinada con picos nitidos y simétricos.

| uso de las columnas Metrosep A Supp 19y Metrosep C 6 evita los problemas antes mencionados: las altas capacidades de las
columnas evitan la sobrecarga de la matriz y garantizan una excelente separacion de picos.

Tabla 2. Datos de los componentes principales en las muestras de concentrado A de hemodidlisis n.° 293y n.° 570 de MTN
Neubrandenburg GmbH una empresa de Nipro. Los datos muestran valores medios y RSD para dos muestras preparadas y
analizadas por separado (dilucién 1:500), asi como las recuperaciones basadas en los datos del fabricante.

#293 Conc,,,;+SD (RSD Recuperacion #570 Conc,,,;+SD (RSD

(%)) (%) (%))

. 10
Sodio (mol/L) 3,70+0,04 (1,0) 103 4,90+0,03 (0,6) 5
Potasio (mmol/L) 66,21+0,52 (0,8) 95 86,7510,42 (0,5) 96
Magnesio (mmol/L)  15,95+0,11 (0,7) 91 21,47+0,08 (0,4) 96
Calcio (mmol/L) 50,36+0,56 (1,1) 96 55,18+0,19 (0,3) 98

10
Cloruro (mol/L) 3,84+0,01 (0,2) 103 4,97+0,01 (0,1) 4
Acido acético 10
0,11+<0,01 (<0,1) 102 0,14+<0,01 (0,2)

(mol/L) 2
El acetato ( 8 g/L) se puede determinar directamente ya que la columna Metrosep C 6 también es ideal
junto a altas concentraciones de cloruro ( 180 g/L) para muestras de alta matriz.
en la columna Metrosep A Supp 19. No se requieren Para analizar las posibles impurezas de nitrito,
pasos adicionales, como la eliminacion de la matriz bromuro y nitrato, se puede lograr una mayor
o el uso de diferentes factores de dilucién. Los sensibilidad utilizando un detector UV/VIS a una
cationes se pueden determinar en paralelo a partir longitud de onda de 205 nm.

de la misma muestra (Figura 1, canal de cationes)
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Los concentrados de dialisis utilizados para los
tratamientos de hemodialisis son soluciones
altamente salinas que requieren analisis de control
de calidad sensibles, precisos y tolerantes a la
matriz. Mediante el uso de un sistema IC de doble
canal, los aniones y cationes se pueden determinar
con precision y simultdneamente a partir de la
misma muestra. En menos de 25 minutos, se
pueden cuantificar los principales componentes
concentrados de acetato, cloruro, sodio, potasio,
calcio y magnesio, junto con las impurezas (p. €j.,
nitrito, nitrato o amonio). Aunque el analisis de
matrices de alta salinidad suele ser un desafio, las
columnas de separacién de alta capacidad Metrosep
A Supl 19 y Metrosep C 6 reducir los riesgos
comunes de sobrecarga de la columna y la
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rendimiento para el control de calidad de soluciones
farmacéuticas como los concentrados de
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CONFIGURACION
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Metrosep A Supp 19 - 150/4,0

Excelentes propiedades de separaciéon y alta
capacidad: estas son las cualidades que distinguen
claramente a la familia de productos Metrosep A
Supp 19 de las demas integrantes de la cartera de
columnas. Destaca por tener las mejores simetrias de
picos y su gran selectividad, asf como por su elevada
estabilidad térmica, mecanica y quimica, lo que le
confiere extrema robustez y resistencia ante
presiones y flujos mas altos.

La version de 150 mm es considerada la columna
estandar para la cromatografia anidnica, pues
resuelve con seguridad la gran mayorfa de
aplicaciones y puede utilizarse con mucha
versatilidad. En virtud de su gran capacidad, la
columna de separacion Metrosep A Supp 19 -
150/4,0 resulta particularmente adecuada, incluso
para aplicaciones complejas con exigentes matrices.
Por sus excelentes propiedades de separacion, el
campo de utilizacién de la Metrosep A Supp 19 -
150/4,0 es muy versatil y abarca, entre otras, las
siguientes aplicaciones

- Determinacion de aniones estandar (fluoruro,
cloruro, nitrito, bromuro, nitrato, fosfatoy
sulfato) en las mas diversas muestras de agua;

- Determinacion de aniones estandar y dcidos
organicos en complejas matrices de muestras
como, por ejemplo, muestras tomadas del
medioambiente o muestras de alimentos;

- Determinacion de aniones estandar y dcidos
organicos en el agua de alimentacion de
calderas para garantizar la seguridad de las
operaciones en centrales eléctricas;

- Determinacion de aniones estandar en muestras

farmacéuticas.
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Metrosep A Supp 19 Guard/4,0

La Metrosep A Supp 19 Guard/4,0 protege
fiablemente las columnas de separacion de aniones
de la familia de productos Metrosep A Supp 19 frente
a contaminaciones provenientes de la muestra o del
eluyente, lo que le permite prolongar
considerablemente la vida Util de estas columnas. Las
precolumnas y las columnas de separacion de la
familia de productos Metrosep A Supp 19 estdn
hechas de PEEK y rellenas con el mismo material. Esto
evita con absoluta seguridad cualquier deterioro de la
eficacia de separacion cromatografica.

El «On Column Guard System» permite enroscar
directa y comodamente la precolumna en la columna
de separacién de aniones. Gracias a su precio
econémico y a su facil manejo, la Metrosep A Supp
19 Guard/4,0 es la proteccion ideal para la columna
de separacion.

Metrosep C6- 150/4.0

Le matériau haute capacité de la C 6 fait de la
colonne de séparation Metrosep C 6 - 150/4,0 la
solution optimale pour la séparation des cations
standard a des concentrations tres différentes avec
des temps de rétention raisonnables. Les eaux
potables présentant de faibles teneurs en ammonium
peuvent étre déterminées a |'aide de cette colonne.

Metrosep C 6 Guard/4,0

La Metrosep C 6 Guard/4,0 estd hecha a base del
material de la columna C 6 y sirve para proteger
frente a las particulas y la contaminacion. Con ello se
prolonga notablemente la vida Util de la columna de
separacion analitica. La Metrosep C 6 Guard/4,0
funciona segun el "on-column Guard system" y se
monta practicamente sin volumen muerto
directamente en la columna de separacion
correspondiente.
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889 1C Sample Contor
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940 Professional IC Vario TWO/SeS/PP
El 940 Professional IC Vario TWO/SeS/PP es un
aparato inteligente CI bicanal con supresién
secuencial (un canal) y una bomba peristaltica para la
regeneracién de supresores. El aparato se puede
emplear con cualquier método de separacion o de
deteccion.
Ambitos tipicos de aplicacion:

- Aparato estandar para determinaciones en

paralelo de cationes y aniones
- Andlisis de trazas para aniones y cationes
- Supervisién online para aniones y cationes

889 IC Sample Center — cool

El 889 IC Sample Center - cool es la solucién de
automatizacion perfecta para cuando se dispone de
muy poca cantidad de muestra.A diferencia del 889
IC Sample Center, también dispone de una funcion
de refrigeracion que lo convierte en el cambiador de
muestras ideal para muestras inestables
térmicamente o bioquimicamente relevantes.

947 Professional UV/VIS Detector Vario MW

El detector inteligente de varias longitudes de onda,
el 947 Professional UV/VIS Detector Vario MW,
permite cuantificar las sustancias activas en el
espectro ultravioleta o visible de forma segura vy
fiable. Se pueden seleccionar libremente hasta ocho
longitudes de onda. La deteccidn se realiza a través
de una serie de diodos.
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