Application Note AN-C-196

Cuantificacion de pureza de tris
(hidroximetil) aminometano (TRIS)

con |IC

Analisis robusto con cromatografia ionica

El tris (hidroximetil) aminometano (también conocido
como TRIS, THAM o trometamina) es un componente
comun de las soluciones tampdn en las ciencias
biolégicas. Tiene una alta capacidad tampdn entre pH
7,2y 9,0, un pK, de 8,2 (20 °C) y complejos con iones
metalicos, lo que hace que TRIS sea ideal para
aplicaciones de bioquimica y biologia molecular [1].
Los tampones TRIS se utilizan para la purificacion del
ADN, la separacién de protefnas con SDS-PAGE
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(electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-
poliacrilamida), o separacién de &cidos nucleicos con
electroforesis en gel [2]. TRIS también se usa para
tratar la acidosis metabdlica y puede penetrar la
membrana celular en su forma sindicalizada, por lo
que funciona como un amortiguador intracelular.3].
Por estos motivos, es fundamental controlar la pureza
de TRIS, especialmente para su uso en la industria

farmacéutica.
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Un método robusto de cromatografia ionica (IC)
isocratica con una columna Metrosep C Supp 2 -
250/4.0 y un eluyente de dcido metanosulfonico
(MSA) es ideal para determinar TRIS y cualquier
impureza cationica. El sistema IC de microperforacion

MUESTRA Y PREPARACION DE LA MUESTRA

Las muestras se prepararon a partir de polvo base
Trizma® (TRIS) con calidad pa (CAS 77-86-1, adquirido
de Sigma Aldrich No. 93350). Para la evaluacién del

EXPERIMENTO

El cromatdgrafo idnico de microcalibre 930 Compact
IC Flex Oven/DEG/MB estaba equipado con el
detector de conductividad IC MB (Figura 1). Para esta
configuracion no suprimida se utilizé un eluyente que
consistia en MSA al 0,1 % (v/v) (15 mmol/l de
MSA) tabla 1). Las muestras se inyectaron utilizando
la técnica inteligente de inyeccién de bucle parcial de
Metrohm (MIiPT, Figura 2). Esta técnica llena el bucle
de muestra de 250 uL con un volumen medido con
precision y libremente seleccionable (de 5 a 40 pL en
este estudio de aplicacion). Durante este proceso, un
Dosino con una unidad de dosificacion de 2 ml realiza
los incrementos de dosificacién precisos. MiPT
permite la calibracion a partir de un Unico estandar,
que se realizé aquien unrango de 5a 140 mg/L TRIS.
La seleccién de volumen variable también se puede
aplicar a la inyeccion de muestra. En tales situaciones,
se selecciona un volumen de inyeccion pequeno, por
ejemplo, para una muestra altamente concentrada,
omitiendo asf el paso de diluciéon manual.

Se inyectaron cationes inorganicos tipicos (es decir,
litio, sodio, potasio, magnesio y calcio) en la columna
Metrosep C Supp 2 para comprobar posibles
problemas de coelucion.
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(MB) estd equipado con el detector de conductividad
IC MB, que es sensible y estable frente a eluyentes
MSA. Esto garantiza volumenes vacios bajos,
estabilidad a largo plazo del sistema analitico vy
resultados precisos para la cuantificacién TRIS.

meétodo, se disolvieron dos concentraciones
diferentes de TRIS (10,37 mg/l'y 103,7 mg/l) en
eluyente (dcido metanosulfonico al 0,1%).

Figure 1. El detector de conductividad IC MB que se muestra
aqui tiene un volumen de celda reducido y es inerte frente al
acido metanosulfonico.
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Figure 2. llustracion de la ruta de flujo de la técnica inteligente de inyeccion de bucle parcial (MiPT) de Metrohm. Con la ayuda del Dosino, la

muestra se transfiere del muestreador automatico a un circuito de tampdn para evitar la contaminacion y el arrastre. Luego, el Dosino llena

con precision el bucle de muestra con el volumen de inyeccion deseado en el rango de pL.

Tabla 1. Parametros del método IC para el andlisis IC de microcalibre de impurezas catiénicas en TRIS.

Columna

Metrosep C Supp 2 - 250/4.0

Eluyente/diluyente

c(MSA) =0,1 % (v/v)

Tasa de flujo

1,0 ml/min

Temperatura

30°C

Volumen de inyeccién

5-40 pL (MiPT)

Deteccion

Conductividad directa
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RESULTADOS

La determinacién de TRIS se realiza en menos de 8
minutos mediante elucién isocratica en el sistema MB
IC. Se demostré que el método no presenta
interferencias con respecto a los cationes principales,
como se describe anteriormente.

El sodio tuvo un tiempo de retencién de 4,1 minutos.
Cambiar los parametros del método, por ejemplo,
disminuir la temperatura de la columna a 20 °C,
aumentara la resolucion entre sodio y TRIS. Con los
parametros del método utilizado (tabla 1), es posible
una determinacion precisa utilizando la altura del
pico para la evaluacion. Las tasas de recuperacion
para 100 mg/L de TRIS fueron del 99 al 103 % con
una desviacion estandar relativa de <3 %, lo que
revela la precision de este método.

CONCLUSION

Las materias primas utilizadas en la industria
farmacéutica, como soluciones y tampones, deben
cumplir los mas altos estandares de calidad con
respecto a su concentraciéon exactay pureza.

La configuracion en este estudio de aplicacion
comprende un sistema IC de microcalibre, un detector
de conductividad estable MSA 'y MiPT para calibracion
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Figure 3. Cromatograma de TRIS de 100 mg/L con volumen de
inyeccion de 4 uL (MiPT).
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CONFIGURACION

930 Compact IC Flex Oven/SeS/PP/Deg/MB

El 930 Compact IC Flex Oven/SeS/PP/Deg es el
aparato Compact IC inteligente con horno para
columnas, supresién secuencial y bomba peristéltica
para la regeneracién de supresores, y con
desgasificador incorporado. Este aparato puede
emplearse con cualquier método de separacién o de
deteccion.

Ambitos tipicos de aplicacion:

- Determinaciones de cationes o aniones con
supresion secuencial y deteccion de
conductividad

- Optimizado para aplicaciones microbore (2
mm), ideal para técnicas de acoplamiento (IC-
MS o IC-ICP/MS)

Compatible con MaglC Net 4.1 y versiones superiores
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IC Conductivity Detector MB

Detector de conductividad de alto rendimiento,
inteligente y compacto para aparatos Cl inteligentes.
Optimizado para columnas microbore. La
extraordinaria constancia de temperatura, el
tratamiento completo de la senal dentro del bloque
detector protegido y DSP (tratamiento digital de la
senal) de Ultima generacién garantizan la maxima
precision de la medida. Gracias a la zona de trabajo
dindamica, no es necesario el cambio de la zona (ni
siquiera automatico).

Ambitos tipicos de aplicacién:

- Determinaciones de cationes o aniones con
supresion quimica, supresion secuencial o sin
supresion y deteccion de conductividad

- Optimizado para aplicaciones microbore (2
mm), ideal para técnicas de acoplamiento (IC-
MS o IC-ICP/MS)

Resumen de la especificacién:

- 0..15000 pS/cm sin conmutacion de gama

- Volumen de celda: 0,3 pL

- Electrodos de forma anular de acero fino
X2CrNiMo17-12-2 (316 L), compatibles con
MSA

- Presiéon maxima de servicio: 10,0 MPa (100 bar)

- Temperatura de la celda: 20...50 °C en pasos de
5°C

- Estabilidad térmica; < 0,001 °C

- Ruido de la linea de base: < 0,2 nS/cm tipico en
la supresién secuencial

- Capilares: d.i. 0,78 mm

Compatible con MaglC Net 4.1 y versiones superiores
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Metrosep C Supp 2 - 250/4,0

La columna mas larga de la familia Metrosep C Supp
2 es la Metrosep C Supp 2 - 250/4,0. El material de
separacion de la Metrosep C Supp 2 estd basado en
un copolimero de divinilbenceno-poliestireno con
grupos carboxilo. Gracias a la separacién optimizada
de sodio y amonio que ofrece este material de
separaciéon, esta columna es perfectamente
adecuada para la determinacion de concentraciones
muy bajas de amonio, ademas de una gran cantidad
de sodio. La columna se usa con supresion secuencial.
Por lo tanto, es especialmente adecuada para la
determinacion de concentraciones en la gama media

de pg/L e inferiores.
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