Agilent 8453

~— 4 Sistema de

Espectroscopia
UV-visible
... ; ...
0%
o0 @ Qo
.....
Y ]

Guia del usuario

.:::- Agilent Technologies



Avisos

© Agilent Technologies, Inc. 2002, 2003

No se permite la reproduccion de parte
alguna de este manual bajo cualquier forma

ni por cualquier medio (incluyendo su alma-

cenamiento y recuperacion electronicos y la

traduccion a idiomas extranjeros) sin el con-

sentimiento previo por escrito de Agilent
Technologies, Inc. segun lo estipulado por
las leyes de derechos de autor
estadounidenses e internacionales.

Numero de referencia del
manual

G1115-95021
Edicion
10/2003

Impreso en Alemania

Agilent Technologies Deutschland GmbH
Hewlett-Packard-Strasse 8
76377 Waldbronn

Microsoft® es una marca registrada en
EE.UU. de Microsoft Corporation.

Revision del software

Este manual es para las revisiones A.10.xx
del software de la ChemStation Agilent,
donde xx es un nimero de 00 a 99, que se
refiere a revisiones menores del software
que no afectan a la exactitud técnica de
este manual.

Garantia

El material contenido en este docu-
mento se proporciona "tal como es" y
esta sujeto a modificaciones, sin
previo aviso, en ediciones futuras.
Ademas, hasta el maximo permitido
por la ley aplicable, Agilent rechaza
cualquier garantia, expresa o impli-
cita, en relacion con este manual y
con cualquier informacion contenida
en el mismo, incluyendo, pero no limi-
tado a, las garantias implicitas de
comercializacion y adecuacion a un
fin determinado. En ningtn caso
Agilent sera responsable de los erro-
res o de los daiios incidentales o con-
secuentes relacionados con el
suministro, utilizacion o uso de este
documento o de cualquier informa-
cion contenida en el mismo. En el
caso que Agilent y el usuario tengan
un acuerdo escrito separado con con-
diciones de garantia que cubran el
material de este documento y que
estén en conflicto con estas
condiciones, prevaleceran las condi-
ciones de garantia del acuerdo
separado.

Licencias sobre la tecnologia

El hardware y/o software descritos en este
documento se suministran bajo una licencia
y pueden utilizarse o copiarse Unicamente
de acuerdo con las condiciones de tal licen-
cia.

Avisos de seguridad

Un aviso de PRECAUCION indica
un peligro. Llama la atencion sobre
un procedimiento de operacion,
una practica o similar que, si no se
realizan correctamente o no se
ponen en practica, pueden
provocar dafios en el producto o
pérdida de datos importantes. No
avance mas alla de un aviso de
PRECAUCION hasta que se entien-
dan y se cumplan completamente
las condiciones indicadas.

Un aviso de ADVERTENCIA indica
un peligro. Llama la atencion
sobre un procedimiento de opera-
cion, una practica o similar que, si
no se realizan correctamente o no
se ponen en practica, pueden
provocar daiios personales o la
muerte. No avance mas alla de un
aviso de ADVERTENCIA hasta que
se entiendan y se cumplan
completamente las condiciones
indicadas.

Agilent 8453 Sistema de Espectroscopia UV-Visible Guia del usuario



En este manual

Para que pueda empezar a utilizar rapidamente el nuevo sistema de
espectroscopia UV-visible Agilent 8453, se incluyen procedimientos detallados
y ejemplos de las operaciones y tareas basicas.

Esta guia de comienzo rapido no sustituye a los manuales detallados
disponibles para la instalacion: Instalacion del Sistema de Espectroscopia
UV-Visible ni del manejo del software, Familiarizacion con el Sistema de
Espectroscopta UV-Visible, ni el Manual de Servicto del Agilent 8453.

1 Introduccion al sistema

En este capitulo se proporciona una introduccion al instrumento y se describe
el concepto en el que esta basado el software ChemStation.

2 Instalacion y puesta en marcha

En este capitulo se incluye un resumen de la instalacion del sistema y se
explica cémo iniciar una sesién de medida.

3 Practicas de medida correctas

En este capitulo se explican practicas de medida correctas.

4  Utilizacion del Sistema de Espectroscopia UV-Visible Agilent 8453

Este capitulo contiene ejemplos detallados de medidas basicas y tareas
relacionadas.
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Espectrofotometro Agilent 8453 — Descripcion general 10

Software de uso general Agilent ChemStation para espectroscopia
UV-visible — Descripcion general 18

Este sistema sera mucho mas facil de manejar si se comprenden los modelos
de implantacién. Los modelos inteligentes de adquisicion de datos, evaluacion
de datos y manejo de datos ayudan al usuario a manejar correctamente el
sistema.

El sistema de espectroscopia esta basado en un espectrofotémetro

Agilent 8453 y en el software de uso general Agilent ChemStation para
espectroscopia UV-visible, que se ejecuta en un PC con un sistema o sistemas
operativos Microsoft compatibles. Estos dos componentes estan enlazados
mediante una conexion de red. Este tipo de enlace es muy flexible: se puede
utilizar para realizar una conexion directa entre el espectrofotémetro y el PCy
también para la integracion en la red de una empresa, con acceso a través de
la red desde el PC al espectrofotémetro.

Las tareas se dividen entre los dispositivos de tal manera que el
espectrofotometro adquiere y proporciona datos de absorbancia, que procesa
el software de aplicacion del PC. Todas las tareas de presentacion, evaluacion
y almacenamiento a largo plazo de los datos se llevan a cabo en el PC bajo el
control del software.
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1 Introduccion al sistema

Espectrofotometro Agilent 8453 — Descripcion general

En este apartado se ofrece una descripcion de conjunto del sistema 6ptico y se
explican los paneles delantero y posterior del espectrofotémetro. También se
describen el disefio y la construccion del espectrofotémetro, incluidos los
conjuntos electrénicos y mecanicos situados en el interior del instrumento.

Descripcion general del sistema optico

Sistema optico

El sistema 6ptico del espectrofotometro se muestra en la Figura 1. Su fuente
de radiacién consiste en una combinacién de una lampara de descarga de
deuterio para el rango de longitudes de onda de UV (ultravioleta) y una
lampara de wolframio para el rango de longitudes de onda visible y de SWNIR
(onda corta del infrarrojo cercano). La imagen del filamento de la lampara de
wolframio se enfoca en la abertura de descarga de la lampara de deuterio
mediante un diseiio especial de lJampara con acceso posterior que permite
combinar 6pticamente ambas fuentes luminosas y compartir un eje comtin con
respecto a la lente de la fuente. La lente de la fuente forma un tnico haz
luminoso colimado. El haz pasa a través del area del obturador/filtro de
correccion de dispersion luminosa y a continuacion a través de la muestra
hasta la lente y la rendija del espectrégrafo. En el espectrégrafo, 1a luz se
dispersa sobre una matriz de diodos mediante una red de difracciéon
holografica. Esto permite un acceso simultaneo a toda la informaciéon de
longitudes de onda. El resultado es un aumento sustancial de la velocidad a la
que se pueden adquirir espectros.

10 Agilent 8453 Sistema de Espectroscopia UV-Visible Guia del usuario



Introduccion al sistema 1
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Figura 1 Sistema optico del espectrofotometro

¢ Lamparas

La fuente luminosa utilizada para el rango de longitudes de onda de UV es
una lampara de deuterio con una abertura a través de la cual pasa la luz.
Como consecuencia de la descarga de plasma en un gas de deuterio de baja
presion, la lampara emite luz en el rango de longitudes de onda
comprendido entre 190 y aproximadamente 800 nm. La fuente luminosa
utilizada para el rango de longitudes de onda visibles y SWNIR es una
lampara de wolframio de bajo ruido. La lampara emite luz a través del
rango de longitudes de onda comprendido entre 370 y 1.100 nm.

¢ Lente de la fuente

La lente de la fuente recibe la luz de ambas lamparas y la colima. El haz
colimado pasa a través de la muestra (si esta presente) del compartimento
de muestra.

¢ Obturador

El obturador se acciona electromecanicamente. Se abre para permitir el
paso de la luz a través de la muestra con el fin de realizar medidas. Se cierra
entre las medidas de la muestra para limitar la exposicién de la muestra a
la luz. Si la velocidad de la medida es muy elevada, se podra controlar el
obturador para que permanezca abierto (mediante el software

Agilent ChemStation), o para que permanezca abierto automaticamente
(software de controlador manual).

¢ Filtro de correcciéon de dispersion luminosa

Agilent 8453 Sistema de Espectroscopia UV-Visible Guia del usuario 1
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Introduccion al sistema

En una secuencia de medida estandar, la referencia o los espectros de
intensidad de la muestra se miden sin, y después con, el filtro de dispersiéon
luminosa situado en el haz luminoso. Sin el filtro, se mide el espectro de
intensidad a través de la totalidad del rango de longitudes de onda
comprendido entre 190 y 1.100 nm. El filtro de dispersién luminosa es un
filtro de bloqueo del 50 % a 420 nm.

Con este filtro instalado, cualquier luz que se mida por debajo de 400 nm es
luz dispersa. Esta intensidad de la dispersion luminosa se resta del primer
espectro para aportar un espectro con correccion de dispersiéon luminosa.
Dependiendo del software utilizado, se puede desactivar la correccién de
dispersiéon luminosa (mediante el software Agilent ChemStation) si es
necesario realizar exploraciones repetitivas muy rapidas, o bien se puede
desactivar automaticamente (mediante el software del controlador
manual).

Compartimento de muestra

El espectrofotémetro dispone de un compartimento de muestra abierto
para facilitar el acceso a las celdas de muestra. Gracias al diseno 6ptico, no
es necesaria una cubierta para la zona de la muestra. El espectrofotémetro
se suministra con un soporte para una muestra ya instalado en el
compartimento. Se puede sustituir por el accesorio de control de
temperatura Peltier, el soporte de celda provista de termostato, el soporte
de celda ajustable, el soporte de celda de paso largo o el mecanismo de
transporte multicelda. Todos estos soportes opcionales de celdas se
instalan en el compartimento de muestra mediante un mismo sistema de
montaje rapido y sencillo. También se encuentra disponible una rueda de
filtros 6pticos que se puede utilizar con el espectrofotémetro y la mayoria
de los accesorios.

Espectrografo

La caja del espectrégrafo esta fabricada de ceramica para reducir al minimo
los efectos térmicos. Los componentes principales del espectrégrafo son la
lente, la rendija, la red de difracciéon y la matriz de fotodiodos, con
componentes electronicos en la parte frontal. El intervalo de muestreo
medio de la matriz de diodos es de 0,9 nm en el rango de longitudes de onda
comprendido entre 109 y 1.100 nm. La anchura nominal de la rendija
espectral es de 1 nm.

¢ Lente del espectréografo
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Introduccion al sistema 1

La lente es la primera de las piezas que, en su conjunto, se denominan
espectrografo. Esta situada en la carcasa del espectrografo. La lente del
espectréografo vuelve a enfocar el haz luminoso colimado una vez que ha
pasado a través de la muestra.

¢ Rendija

La rendija es una abertura estrecha en una placa situada en el foco de la
lente del espectrografo. Tiene exactamente el mismo tamano que uno de los
diodos de la matriz de fotodiodos. Al limitar el tamaio del haz luminoso
entrante, la rendija asegura que cada banda de las longitudes de onda sélo
se proyecte sobre el fotodiodo adecuado.

¢ Red de difraccion

La combinacién de dispersion y representacion de imagenes espectrales se
consigue utilizando una red de difraccién holografica céncava. Esta
dispersa la luz sobre la matriz de diodos a un angulo proporcional a la
longitud de onda.

e Matriz de diodos

La matriz de fotodiodos es el nicleo del espectrégrafo. Se trata de una serie
de 1.024 fotodiodos y circuitos de control individuales grabados sobre un
chip semiconductor. Con un rango de longitudes de onda comprendido
entre 190 y 1.100 nm, el intervalo de muestreo nominal es de 0,9 nm.

Descripcion del espectrofotometro

El espectrofotémetro es muy facil de usar. Dispone de un indicador de
encendido, un indicador de estado y una serie de botones. Todas las
conexiones eléctricas se realizan en la parte posterior del espectrofotémetro.

Vista frontal

La vista frontal del espectrofotometro se muestra en la Figura 2. Obsérvese
que el compartimento de muestra esta abierto. A diferencia de los
espectrofotéometros convencionales, el Agilent 8453 no se ve afectado por la
luz ambiental falsa. La zona abierta para las muestras facilita el acceso para
manipular la cubeta y conectar los tubos a una celda de flujo o a un soporte de
celda provista de termostato. El espectrofotémetro se suministra con el
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1 Introduccion al sistema

soporte estandar para una celda. Los soportes de celda estandar y accesorios
se pueden retirar y volver a instalar en cuestion de segundos sin que apenas se
necesiten herramientas.

Indicador

Botones

Interruptor de
encendido con piloto
verde

14

Figura 2 Vista frontal del espectrofotometro

El interruptor de encendido esta situado en la parte inferior izquierda del
espectrofotometro. Al pulsarlo se enciende el instrumento. Mientras el
espectrofotémetro esta encendido, permanece presionado y se ilumina un
piloto verde. Si el interruptor de encendido esta extraido y el piloto verde no
esta iluminado, el espectrofotémetro esta apagado.

En el panel frontal del espectrofotémetro se encuentra un indicador de estado
que se enciende en diferentes colores, dependiendo del estado del
instrumento.

¢ Verde - El espectrofotémetro esta preparado para realizar medidas.
¢ Verde intermitente - El espectrofotémetro esta realizando una medida.

¢ Amarillo - El espectrofotometro no esta preparado; por ejemplo, se
enciende una de las lamparas o ambas lamparas estan apagadas.
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Introduccion al sistema 1

¢ Rojo - Condicién de error, es decir, el espectrofotémetro no ha superado
una de las autoverificaciones que se llevan a cabo cuando se enciende el
instrumento, o se ha producido una condicién de error durante el
funcionamiento del espectrofotémetro. En este caso, el software UV-visible
presentara un mensaje de error detallado y se podran consultar las posibles
explicaciones en el sistema de ayuda en linea y en el Manual de Servicio
(Capitulo 3, “Diagnésticos y resolucién de problemas”).

* Rojo intermitente - Condicion de error del sistema de procesador de
espectrofotometro. Puesto que en este caso no existe comunicacién con el
ordenador, no se muestra ningin mensaje de error. El sistema de ayuda en
linea y el Manual del Servicio (Capitulo 3 “Diagnésticos y resolucion de
problemas”) ofrecen mas informacion sobre la manera de diagnosticar
problemas.

Los cuatro pulsadores de medida del panel frontal realizan las siguientes
acciones y envian los datos resultantes al ordenador.

¢ BLANK — El espectrofotémetro realiza una medida en blanco. Consiste en
una medida de referencia que se utilizara en todas las medidas posteriores
de muestras hasta que se realice una nueva medida en blanco. Tras
realizarse la medida de referencia, se mide el espectro de la linea base y se
muestra en el PC.

* SAMPLE — El espectrofotometro realiza una medida de una muestra o inicia
una serie de medidas. Esto depende de los parametros definidos en el
software.

e STANDARD — El espectrofotémetro realiza una medida de un patrén. En el
software se debe introducir informacién adicional, como la concentracion,
ete.

¢ STOP — El espectrofotometro y/o el software interrumpe la actividad en
curso y vuelve al estado de preparado.
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1 Introduccion al sistema

Vista posterior

Todas las conexiones se realizan en la parte posterior del espectrofotémetro;
véase la Figura 3.

Conector GPIB

e interruptores

Conector remoto

Ranura MIO para
interfase de LAN

Conector para
mecanismo de
transporte multicelda

Conector GPIO

Conector de linea
de alimentacion

Conector RS-232

16

Figura 3

Dos conectores CAN

Vista posterior del espectrofotometro

El conector multicelda permite conectar el cable procedente del mecanismo
de transporte multicelda.

El conector GPIO (entrada/salida de uso general) permite controlar un
sistema de absorcién y un muestreador automatico u otros accesorios,
dependiendo del software que se esté utilizando.

El conector remoto se puede utilizar conjuntamente con otros
espectrofotémetros analiticos de Agilent Technologies en caso de que sea
necesario usar caracteristicas tales como un apagado comun, etc.

El conector RS-232C se puede utilizar para controlar el funcionamiento del
espectrofotémetro desde un ordenador a través de una conexion RS-232,
utilizando software adecuado (para uso futuro). Este conector debe
definirse mediante el médulo de conmutadores de configuracion situado al
lado del conector GPIB. El software necesita los drivers adecuados para
permitir esta comunicacion, que esta prevista para uso futuro.
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El puerto RS-232C se utiliza como interfase para conectar mediante un
cable serie/paralelo la impresora del sistema de espectroscopia UV-visible
Agilent 8453E.

¢ El bus CAN de la derecha se utiliza para conectar el controlador de mano
del sistema de espectroscopia UV-visible Agilent 8453E al
espectrofotémetro.

¢ El conector GPIB se utiliza para conectar el espectrofotémetro a un
ordenador. E1 m6édulo de conmutadores de configuracion de 8 bits situado
al lado del conector GPIB determina la direccién GPIB del
espectrofotometro. Los conmutadores estan ajustados a una direcciéon por
defecto que reconoce el software operativo de Agilent.

El puerto GPIB no se utiliza cuando el controlador de mano del sistema de
espectroscopia UV-visible Agilent 8453E esta conectado al
espectrofotémetro. Sin embargo, el conmutador de configuracién de 8 bits
del puerto debe ajustarse para la comunicaciéon GPIB.

e La ranura para tarjeta MIO esta reservada para una tarjeta de interfase de
LAN.

¢ La ranura para tarjetas accesorias esta reservada para uso futuro.

¢ El conector de entrada de alimentaciéon no dispone de un selector de
tension debido a que la fuente de alimentaciéon esta provista de una
capacidad muy amplia (para obtener mas informacion, consulte el Manual
de Servicio, Capitulo 1, “Especificaciones”). No hay fusibles accesibles
desde el exterior, ya que la fuente de alimentaciéon dispone de fusibles
electronicos automaticos. La palanca de seguridad del conector de entrada
de alimentacion impide que se pueda retirar la cubierta del
espectrofotometro mientras el cable de alimentacién esta conectado.

Lateral del espectrofotometro

En el lateral derecho del espectrofotémetro se encuentra una portezuela que
permite cambiar las lamparas. Detras de esta portezuela de plastico se
encuentra otra portezuela metalica. Se han implantado dos interruptores de
seguridad independientes para las lamparas, que apagan automaticamente
dichas lamparas cuando se abre la portezuela metalica.
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1 Introduccion al sistema

Software de uso general Agilent ChemStation para
espectroscopia UV-visible — Descripcion general

En esta seccion se incluye una descripcion general de los elementos de la
interfase de usuario instalada en el software Agilent ChemStation y el
concepto de andlisis de datos. Se explica co6mo se procesan los datos y las
ventajas de este procesamiento desde un punto de vista practico.
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Introduccion al sistema 1

Elementos de la interfase de usuario

El software de uso general Agilent ChemStation para espectroscopia
UV-visible facilita el manejo del espectrofotémetro UV-visible basado en matriz
de diodos durante su uso rutinario cotidiano. Este software se ha disenado
para facilitar el uso y el aprendizaje. Una interfase grafica de usuario visualiza
el funcionamiento y uso del espectrofotometro. Esta interfase de usuario
consta de una serie de elementos que se describen en los apartados siguientes.

Conmutador de modalidad

Nombre del método

= UV-Visible ChemStation (Online)
File Edit Method Measure Instument Math View Mode Config Help

S [=] EX
Barra de menus =
Method: |G B Mose: st =

7

Barra de
h . Task B Overlaid Sample Spectia [T ransmittance) =S
erramientas Spectrum/Peaks =l | setup .. I g
Panel de analisis il g
£
i
&
Sampling
Manual =l | setup .. I
3E‘!U 4C‘IU 0 BE‘ID TEI!U Wiavelength (nm)‘
[ Sample/Result Table I8 [=]
N Show Sample Info e N | Al Peskstialeys |
Panel del instrumento
i Name Valleys{nm 21
NIST 2034 [5H 57 537 75300
452, 4700
41 3350
17 02700
5T 53800
268, 1315300
: 435 85000
778 57700
[ o | 1 596.0] _ 57.82900
on 1 474.0] 6523400
Sample I 1 3340 6776100
7 4650 63.02300
‘ Automation. .
Data Analysis: _Spectral Processing . - - finished
Resultados en formato de tabla

Espectros
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Menu

File Edit Method Measure Instrument Math View Mode Config Help

La interfase de ments mas tradicional que aparece en la parte superior de la
ventana de Agilent ChemStation permite controlar todas las operaciones.
Cuando se elige una opcién en la barra de menus, aparece una lista de
comandos y submenis. Para realizar una operacion, elija un comando
(haciendo clic con el ratén o pulsando la tecla INTRO).

Barra de herramientas

Clear

Iy

T
| H e I o [ 3 |
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La barra de herramientas que aparece debajo de la barra de ments muestra
botones con simbolos (iconos) que dan acceso directo a operaciones basicas
tales como imprimir informes de resultados, cargar métodos, y guardar
métodos y datos.

Paneles laterales

Los paneles de la izquierda son el panel de analisis y el panel del instrumento.
El tamafio y la posicion de estos paneles son fijos, pero dependen de la
resolucion de la pantalla del monitor. La resolucién minima es de 600 x 800
pixeles.

Panel de analisis

El panel de analisis ofrece una representacion grafica del contexto actual en el
que se esta trabajando. Ademas, ofrece acceso al cuadro de didlogo de
configuracion de la tarea actual mediante el boton Setup (Configuracion).
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Task

Fizxed Wavelengths
Fixed Wavelenaths
Spectrum/Peaks
R atio/E quation
Quantification

Panel del instrumento

El panel del instrumento aparece debajo del panel de analisis. Representa y
controla el funcionamiento de los dispositivos de muestreo y del
espectrofotéometro. Parte de los elementos graficos de este panel son
elementos activos; por ejemplo, para encender y apagar lamparas o para poner
en marcha una bomba peristaltica.

Sampling

Sipper j| Setup ... I

Blank

Standard

(%) Sample

i

Las areas activas se pueden reconocer por el cambio de forma del puntero
cuando se desplaza el cursor del ratén sobre el area. Si se hace clic con el
ratén en una posicioén activa, aparecera un pequeno menu con selecciones, o
simplemente se realizara una operacion.
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Ademas, se puede seleccionar un sistema de muestreo en la lista de sistemas
disponibles. Sus parametros se pueden definir mediante el botén Setup
(Configuracion).

Vista

| Overlaid Sample Spectra [Transmittance) - [O]x]

g0

Transmittan cer)

20—

o-
I I T 0 T
200 200 00 S00 500 F00 Wavelength (nm)

| ' Sample/Result Table 1 ] [
Show Sample Info Lasgt Spectrum I elete Selected Sample I Al Peaks A alleys |

Hame ¥Yalleyz(nm]) =T
Halrnium 4520 16.54200 -
538.0 17.54700

#

1

1

1 640.0 23.73600
1 460 3318700
1

1

1

1

1

1

3620 4225900
283.0] 4367800
486.0]  47.56400
278.0]  51.98500
2420] 5319600
E520] 5752700 |

El area situada a la derecha de los paneles laterales ofrece una vista de un
determinado aspecto de la tarea que se esta realizando en cada momento. Una
vista consta de una o mas ventanas diferentes. Estas ventanas muestran
informacién principalmente en forma grafica o tabular. Podra aparecer un
grafico que muestra los espectros medidos de la muestra y una tabla con los
resultados calculados.

Normalmente, la operacion que se esta realizando gestiona automaticamente
las vistas, pero también se pueden utilizar los comandos del menu View (Ver)
para seleccionar la vista de interés.
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Estructura del software

Para reducir la complejidad de su manejo, el software esta dividido en
aplicaciones especificas, denominadas modalidades. Ademas, hay disponibles
niveles de manejo y se admiten sesiones de evaluacion de datos sin el control
del espectrofotometro.

Sesiones de la ChemStation Agilent

La ChemStation forma parte de la familia de software de control de
instrumentos AgilentChemStation. Una instalacion del software

Agilent ChemStation puede controlar un maximo de cuatro instrumentos
UV-vis distintos mediante un tinico PC. Cada uno de estos instrumentos tiene
su propia sesion.

2 8 B

Instrument 1 Instrument 2 Installation
anling online Qualification

0 82 =

Instrument 1 Instument 2 Lyvis
offline offline Configuration
Editor

Cuando se inicia una sesién, su nombre aparece indicado en la barra de titulo
de la ventana principal de la aplicacién, por ejemplo, Agilent 845x UV-visible
System[1].

“#m 845x U¥ -Visible System[1] (Offline) [TK]

File Edit Method Measure |[nstrument Math Yiew Mode Config Help

Cada sesion de instrumento esta disponible para andlisis de datos iinicamente
y para control del instrumento. Una sesion de control de instrumento tiene el
apéndice Online (En linea) y s6lo se puede iniciar como una unica sesion en el
PC. Pero se pueden iniciar varias sesiones de analisis de datos que tengan el
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apéndice Offline (Fuera de linea). Las sesiones Offline (Fuera de linea)
permiten repetir calculos en funcién de los datos almacenados y son ttiles en
el proceso de desarrollo de un método analitico.

Niveles de manejo

Los niveles de manejo “manager level” (nivel de administrador) y “operator
level” (nivel de operador) son aplicables a todas las modalidades y permiten
gestionar una aplicacion y ejecutar una aplicacién inicamente. En el nivel de
gestion de una aplicacion normalmente se desarrolla un método y se almacena
permanentemente en disco. El nivel de manejo “manager level” (nivel de
administrador) esta protegido por contrasefia. De esta manera se asegura la
integridad de los métodos predefinidos y las secuencias de operaciones.

En el nivel de operador “operator level” s6lo esta disponible un conjunto
reducido de funciones. Concretamente, no estan disponibles las funciones que
pueden afectar a la integridad de un procedimiento analitico. Pero por otra
parte, un operador puede utilizar sus propios valores. Este hecho aparece
indicado en la barra de herramientas y en los informes impresos.

Modalidades de la Agilent ChemStation

Las modalidades de Agilent ChemStation estan orientadas a aplicaciones.
Cada modalidad dispone de su propio menu y de sus propios paneles,
operaciones y conjuntos de vistas especificos. El software de uso general para
espectroscopia UV-visible es la plataforma para todas las modalidades. Esta
dividido en una modalidad Standard (Estandar), una modalidad Execute
Advanced Method (Ejecutar metodo avanzado) y una modalidad Verification
and Diagnostics (Verificacion y diagnosticos).

Mode: | Standard

Advanced

Kinetics

Thermal Denaturation
Diszolution Testing
Multibath Digzolution Testing
Combined Report

Color Calculations
Yerification and Diagnostics
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De acuerdo con las necesidades del usuario, hay disponibles modalidades de
funcionamiento Advanced (Avanzado), de analisis de Dissolution Testing
(Comprobacion de disolucion), de analisis de Multibath Dissolution Testing
(Comprobacion de disolucion multibarno), de evaluacion de Combined
Reports (Informes combinados), de medidas Kinetics (Cinéticas), de estudios
de Thermal Denaturation (Desnaturalizacion térmica)y de Color
Calculations (Calculos de colores).

Estas modalidades de funcionamiento se pueden cambiar durante una sesion
de Agilent ChemStation. Todos los actuales datos sin procesar se conservan
durante tal cambio. Esto permite examinar los datos centrandose en
diferentes aspectos.

La mayoria de estas modalidades ofrecen la capacidad para definir las tareas
analiticas mediante un conjunto de parametros y, si es necesario, de datos. Un
conjunto de parametros y los datos se pueden guardar en disco como un
método. Ello permite repetir la tarea de analisis bajo condiciones definidas
con sélo cargar un método y analizar las muestras.

Tareas de la modalidad Standard (Estandar)

Las modalidades de Agilent ChemStation también ofrecen la posibilidad de
centrarse en un determinado aspecto; es necesario gestionar numerosos
parametros con el fin de personalizar una modalidad para una determinada
aplicacion. Para superar esta complejidad, la modalidad Standard (Estandar)
ofrece un planteamiento adicional centrado en tareas.

La modalidad Standard (Estandar) del software de uso general para
espectroscopia UV-visible esta orientada a las tareas mas habituales llevadas a
cabo en un laboratorio analitico que utilice la espectroscopia UV-visible. Hay
disponibles cuatro areas:

¢ Fixed Wavelength (Longitud de onda fija)
¢ Spectrum/Peaks (Espectro/picos)

¢ Ratio/Equation (Relacién/ecuacion)

* Quantification (Cuantificacion)

Una tarea se selecciona y se activa desde el cuadro de seleccion del panel de
analisis.
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Task

Fizxed Wavelengths
Fixed Wavelenaths
Spectrum/Peaks
R atio/E quation
Quantification

Esta orientacion a tareas permite ajustar rapidamente el software para
obtener la vista correcta y respuestas basadas en los datos. Estas tareas se
han obtenido de una encuesta de las tareas espectroscépicas UV-visible mas
habituales realizadas de manera rutinaria en los laboratorios analiticos.
Histéricamente, estas tareas se han desarrollado en fotémetros de filtro o
espectrofotometros de exploracion.

El espectrofotémetro ofrece la ventaja de que, por defecto, esta disponible
todo el espectro UV-visible de las muestras. Por ello, estas tareas s6lo ofrecen
vistas diferentes de los datos adquiridos.

Un cambio de tarea en la modalidad Standard (Estandar) es mucho mas
rapido que un cambio completo de modalidad. Otra ventaja de estas tareas es
que la definicion de un método se realiza en un tinico cuadro de dialogo.

Fixed Wavelength (Longitud de onda fija)

Task

Fixed Wavelengths ﬂl Setup ___ I

N\

La tarea Fixed Wavelength (Longitud de onda fija) se utiliza para examinar los
datos de la muestra medida en un maximo de seis longitudes de onda
diferentes. Estos datos estan disponibles como absorbancia, transmitancia y
primera a cuarta derivada.
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Mediante técnicas adicionales de adquisicion espectral tales como referencia
interna o linea vertical de tres puntos, se pueden aplicar correcciones de
fondo.

Spectrum/Peaks (Espectro/picos)

Task

| Spectrum/Peaks jl Setup ... I
b d

L

En la tarea Spectrum/Peaks (Espectro/picos) se examinan las absorbancias
minimas y maximas. Aqui se hace mas hincapié en la escala de la longitud de
onda, pero se obtienen ademas las lecturas de absorbancia consiguientes.

Ratio/Equation (Relacion/ecuacion)

Task

|FIalim'Equatinn Jl Setup _. I
el

i ;ﬂ.li.-f-;,,.r/-. |
i 57 SHEIOT e

La tarea Ratio/Equation (Relacién/ecuacion) se utiliza para desarrollar una
ecuacion definible por el usuario basada en los datos medidos y en la
informacion de la muestra. Una ecuacion se puede configurar utilizando datos
de muestra en un maximo de seis longitudes de onda y datos de peso y
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volumen introducidos con las muestras medidas. Mediante una ecuaciéon, por
ejemplo, se pueden calcular y presentar automaticamente resultados de
analisis basados en kits de tests quimicos. Otra aplicaciéon es utilizar una
relacion de valores de datos para comprobar la identidad o pureza de una
muestra.

Quantification (Cuantificacion)

Task

Quantification j| Setup __. I

¢ =]

La tarea Quantification (Cuantificacion) permite realizar analisis de
componentes Gnicos en funcion de cuatro tipos diferentes de curvas de
calibracion y un conjunto de estandares. Mediante la adquisicion espectral,
también se pueden aplicar correcciones de fondo a los datos.

La calibracion se puede optimizar para el rango de concentracion de interés
cambiando la longitud de onda utilizada para la calibracién. Se realizan
automaticamente una nueva calibracion y un nuevo analisis en funcion de los
datos del patrén actual.
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Proceso de datos en la modalidad Standard (Estandar)

Proceso general de datos

Aunque no se necesitan conocimientos del disefio interno del flujo y el
proceso de datos para utilizar el software Agilent ChemStation, si ayudan a
comprender cémo procesa los datos la Agilent ChemStation y c6mo los
parametros del método controlan este proceso.

El proceso de datos se puede describir facilmente mediante un modelo de
contenedores de datos y operaciones mostrados en un diagrama de flujo.

Procesamiento

Acceso a los datos

Evaluacion de datos

Todos los datos basicos se guardan en un contenedor de datos sin procesar.
Este contenedor esta vacio cuando se inicia la sesién de Agilent ChemStation
y se va llenando al medir datos o cargar datos desde un archivo.
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Procesamiento
espectral

Longitud de onda

30

utilizada

El contenedor de datos sin procesar contenia los datos adquiridos
originalmente tal y como se habian especificado mediante los parametros de
adquisicién, con una indicacién, por ejemplo, de la fecha y hora de adquisicién
y el nombre del operador que realizé la adquisicion.

Data type

Absorbance jj
| Tranzmittance

1zt Denvative ]

2nd Derivative
3rd Derivative

El método define como se analizan estos datos. El primer paso del proceso
es el espectral. Los espectros de los datos procesados se transfieren
automaticamente a un segundo contenedor para espectros procesados. Este
concepto permite examinar los resultados de este paso del proceso
visualizando el contenido del contenedor de espectros procesados. Por
ejemplo, si se ha especificado el tipo de datos de primera derivada, los
espectros de primera derivada de todos los datos sin procesar estaran
disponibles en el contenedor de espectros procesados después del analisis.
El tipo de operacion espectral se define mediante los valores del método.

‘wWavelengths

Use wavelength 260 nm
Background I " 200 260
Bl Ithlee point drop line J I i

Un paso siguiente del proceso de analisis es el acceso a los datos para una
evaluacion posterior especificada en términos de operaciones de longitud
de onda y correccion de fondo tales como calculo de la referencia interna o
calculo de linea vertical de tres puntos.

Estos datos se almacenan en el contenedor de longitud de onda utilizada.
En la tarea Fixed Wavelength (Longitud de onda fija), por ejemplo, esta
disponible una vista tabular de estos datos a través de la ventana
Sample/Results Table (Muestra/Tabla de resultados).
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Resultados Otro paso es la evaluacion de los datos a los que se ha tenido acceso.
LCalculation
Hame Equation WL1.... WLE. Wt ¥, Unit
IEaHeine = |WL1’I].I]5| mg/I
Weight Yolume
[T Use Weight [#t]. Yolume [¥] : Unit

En la tarea Ratio/Equation (Relaciéon/ecuacion), por ejemplo, estos datos de
la longitud de onda utilizada se procesan mediante una evaluacion de la
ecuacion especificada. Esta operacion adicional genera los resultados del
calculo. Estos valores de los resultados calculados se introducen en el
contenedor de resultados.

Los resultados estan disponibles en Sample/Results Table (Muestra/Tabla
de resultados).

B Sample/Result Table M=l 3

Shove Sample [nfo Laszt Spectium | WEleteSelented Sample | Analyze |
## Mame Dilut. Factor Caffeine[mg/L] Abs<273nm>
[ 1 {Cafteine | 1.00000] 0.26527 | 0.53053
Resumen El procesamiento basico y generalizado de los datos esta dividido en tres
pasos.

1 proceso espectral

2 acceso a los datos

3 evaluacién de los datos

Estos pasos siempre se realizan en el orden anterior de manera idéntica
para todos los espectros del contenedor de datos sin procesar. Los
resultados se introducen en el contenedor de resultados. Se sustituye el

contenido anterior de los contenedores de espectros procesados, longitud
de onda utilizada y resultados.
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Software de uso general Agilent ChemStation para espectroscopia UV-visible — Descripcion general

Proceso con patrones

En la cuarta tarea, ademas de los datos de la muestra se utilizan patrones.
Esto precisa una extension del concepto anterior para manejar patrones. Se
han implantado dos conjuntos independientes de contenedores, uno para
patrones y otro para muestras. También se han duplicado todos los
contenedores de proceso. Al igual que ocurre con el proceso de muestras
unicamente, todos los pasos de la evaluacién se llevan a cabo en paralelo tanto
con las muestras como con los patrones.

Muestras Patrones

Procesamiento espectral ‘

| Acceso a los datos , |
| Evaluacion de datos |

Calibracion

En la cuantificacion, la evaluacion consiste ahora en una calibracion mediante
patrones. Los coeficientes se calculan en funcién de los valores del método y
los patrones actuales contenidos en la memoria de Agilent ChemStation. Esto
significa que los resultados se convierten en una funcién de un conjunto
medido de patrones y de las concentraciones especificadas.
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™ Processed Standard Spectra M [=] ET || ™ Calibration Curve O]
14 05—
— 1.2- = =
% pE q 0.4-
@ 3 5 ]
g 08— EE] 03—
E 087 @ 0z-
£ 0.4- A ]
<L = =i
e S 0.1 :
o- o-
) ] ) ) ) ]
200 280 300 o 0.25 0.5 0.75
iawelength {nm) Analyte Walue ® Path
[ Calibration Table M= E
Show Standard Info Show Coefficients | WEelete Selected Standand I Calibrate |
# Standard Name Caffeine[mg/L] Abs<273nm> XErmor
F 1 [Catteine[10mg/L) | 10.00000] 053053 0.00]

Estos coeficientes se utilizan entonces para calcular los resultados de la
concentracién para las muestras contenidas actualmente en la memoria. Los
mismos pasos de proceso aplicados a los datos de la muestra y de los patrones
proporcionan los resultados mas precisos.

Ventajas

El concepto de un espectrofotémetro basado en una matriz de diodos,
conjuntamente con una potente evaluaciéon de datos basada en

Agilent ChemStation, ofrece numerosas ventajas en comparacion con los
sistemas tradicionales de espectrofotometria. A continuacién se describen
brevemente algunas de estas ventajas desde un punto de vista practico.

e Numero practicamente ilimitado de patrones
Gracias a este concepto de analisis de datos, los patrones se pueden medir
antes o después de las muestras y, ademas del niimero minimo de patrones

necesarios, es posible utilizar tantos patrones como se desee con la
calibracion.
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¢ Sencilla optimizacion

La disponibilidad de todos los datos sin procesar (muestras y patrones)
permite optimizar facilmente los valores del método eligiendo una longitud
de onda de calibracién diferente y volviendo a calibrar el sistema. Asi es
posible eliminar los errores de la calibracion con sélo retirar este patron del
conjunto de datos estandar.

Método calibrado

Cuando se guarda el método, los estandares que se encuentran en ese
momento en la memoria siempre se guardan con el método. Después de
cargar un método, se pueden analizar directamente las muestras.

Optimizacién para una muestra concreta

Ademas, se pueden optimizar los valores de longitud de onda para una
muestra situada fuera del rango lineal de la calibracién real. Debido a la
excelente reproducibilidad de longitudes de onda del espectrofotémetro, se
puede cambiar a una longitud de onda con un coeficiente de extincion
menor para permitir la realizacién de analisis precisos de este tipo de
muestra.

Resumen

La disponibilidad de datos espectrales sin procesar ofrece muchas
oportunidades adicionales para optimizar la calibracién y el analisis con el
fin de obtener los mejores resultados. Esta optimizacion se puede realizar
rapidamente con sélo definir nuevos parametros para el método. Se
obtienen respuestas casi al instante. El concepto de andlisis de datos
aplicado asegura la obtencién de resultados uniformes y fiables.
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Resumen de la instalacion del sistema de uso general UV-visible
° Agilent 8453 36

Inicio de una sesion de medida 38

Este capitulo no sustituye a la informacién disponible en el manual
Instalacion del Sistema de Espectroscopia UV-Visible. Tiene como finalidad
recordar los principales pasos de la instalacién y puesta en marcha del
sistema.
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2 Instalacion y puesta en marcha

Resumen de la instalacion del sistema de uso general UV-visible
Agilent 8453

General

En el manual Instalacion del Sistema de Espectroscoptia UV-Visible se incluye
una descripcion detallada del sistema de uso general UV-visible Agilent 8453.
El resumen contiene los principales pasos del procedimiento de instalacion.

Espectrofotometro

[1 Comprobar que la tarjeta JetDirect esta instalada en el espectrofotémetro.

[1 Comprobar que el espectrofotometro esta conectado directamente al PC
mediante un cable trenzado de LAN o a la red local mediante una conexiéon
directa.

No conectar el adaptador de LAN del PC a la interfase CAN del espectrofotometro
Agilent 8453, ya que de lo contrario el adaptador de LAN del PC sufrira graves
daiios, debido a que la tension de funcionamiento de la interfase CAN (12 V) es
mayor que la tension de funcionamiento del adaptador de LAN (5 V).

[l Comprobar que el espectrofotometro esta conectado a una toma de
corriente.

AVISO Siempre se debe conectar el instrumento a una toma de corriente provista de toma

de tierra. Utilizar siempre el cable de alimentacion adecuado para el pais en el que
se utilice el instrumento.
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[1 Antes de encender el espectrofotémetro, asegurarse de que el servidor
Bootp CAG se esta ejecutando en el PC o que el administrador de la red ha
asignado una direccion IP al espectrofotémetro. Para obtener mas detalles,
véase el capitulo “Comunicacién a través de la LAN, instalacion, conexion y
configuracion” en el manual Instalacion del Sistema de Espectroscopia
UV-Visible.

PC

[1 Asegurarse de que todos los componentes del PC estan conectados a la
linea de alimentacion.

[1 Comprobar que el software de uso general para espectroscopia UV-visible
esta instalado.

[J Se debe configurar una impresora en el PC.
Ajustar el tamaiio del papel (por ejemplo, Carta, A4).

Ajustar la orientacién a Vertical
[1 El protocolo TCP/IP tiene que estar instalado y configurado en el PC.
[l El espectrofotémetro debe estar configurado con su direccion IP.

[1 Si se conecta el espectrofotémetro directamente al PC, asegurarse de que la
aplicacion del servidor Bootp CAG esta instalada y se inicia
automaticamente cuando se enciende el PC. Si se conecta el
espectrofotéometro a través de una LAN, asegurarse de que el administrador
de la red ha asignado la direccion IP al espectrofotémetro.
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Si se utiliza una conexion de red para el espectrofotémetro, es importante que
el software reconozca el instrumento. Para ello es necesario asignar una
direccion IP tnica cuando se encienda el espectrofotometro. La asignacion la
realiza la aplicacion del servidor Bootp CAG que se ejecuta en el PC conectado
directamente al espectrofotémetro, o una aplicacién de servidor de la LAN.
Por consiguiente, es importante que cualquiera de estas dos aplicaciones se
esté ejecutando antes de encender el espectrofotémetro.

[1 Encender el PC y arrancar el sistema operativo. Si una impresora esta
conectada al sistema, encender la impresora.

[l Asegurarse de que el servidor Bootp CAG se esta ejecutando, o que el
usuario esta conectado a la LAN.

[l Encender el espectrofotometro y esperar hasta que su piloto indicador se
encienda en verde. Este proceso incluye la autoverificacion del
espectrofotéometro y dura aproximadamente un minuto. Para obtener mas
detalles acerca de la secuencia de puesta en marcha, véase el capitulo
“Instalacion y puesta en marcha” en el manual Instalacion del Sistema de
Espectroscopia UV-Visible.

[l Iniciar la sesion de medida haciendo clic en el botén Inicio del sistema
operativo y seleccionar Programas, HP UV-Visible ChemStations,
spectrophotometer 1 online.

[1 Se puede empezar a utilizar el sistema en cuanto se apague el indicador de
estado ocupado de color azul que aparece en la linea inferior de mensajes
del sistema.

[J La primera medida que se debe realizar es una medida de referencia.
Después de esta alineacion se podra empezar a medir espectros y datos de
absorbencia.

Las lamparas tardan aproximadamente 15 minutos en alcanzar un estado estable. Para
obtener resultados dptimos, no realizar medidas antes de que haya transcurrido este
periodo de tiempo.
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Consideraciones generales

40

Hay numerosos factores que pueden afectar a los resultados de las medidas.
En este apartado se describen brevemente algunos de los mas importantes.

Diseiio del espectrofotometro

El compartimento de muestras del espectrofotéometro Agilent 8453 esta
abierto. A diferencia de los instrumentos convencionales, el Agilent 8453 no se
ve afectado por la luz ambiental falsa. La zona abierta para las muestras
facilita el acceso y la conexién de tubos a una celda de flujo o a un soporte de
celda provista de termostato.

Realizacion de medidas

Medida en blanco (referencia) y de muestra

El espectrofotémetro es un instrumento de un tinico haz, y por ello debe
realizar una medida en blanco antes de poder medir una muestra. Para
medidas de alta precision, la medida en blanco y de la muestra deben
realizarse con un intervalo de tiempo muy breve.

Por lo general, se debe repetir una medida en blanco tan a menudo como
resulte practico. Incluso en un entorno térmicamente estable, se debe realizar
una medida en blanco cada media hora para asegurar que los resultados sean
exactos.

Quimicamente, la Gnica diferencia entre la medida en blanco y la medida de la
muestra deberia ser la presencia de analitos. Para medidas con muestras
liquidas, la medida en blanco deberia utilizar una celda de muestra llena del
disolvente que se tenga previsto usar.
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Material de la celda de muestra

Son necesarias celdas de muestra de cuarzo o celdas de muestra con placas
de cuarzo si se desea utilizar el rango completo de longitudes de onda del
espectrofotémetro, que esta comprendido entre 190 y 1.100 nm.

Si se tiene previsto trabajar iinicamente en el rango visible y/o en el rango de
ondas cortas del infrarrojo cercano entre 350 y 1.100 nm, podran utilizarse
celdas de vidrio de alta calidad.

También hay disponibles celdas de muestra desechables de plastico para
medidas comprendidas en el rango de 400-1.100 nm. La calidad de estas
celdas varia y, por lo general, no se recomienda su uso.

Especificaciones opticas de las celdas

La precision de las lecturas de un espectrofotometro con matriz de diodos es
muy sensible a los desplazamientos espaciales del haz luminoso del analisis.
Las celdas con caras opuestas no paralelas, denominadas celdas en forma de
cuila, provocan un desplazamiento espacial del haz luminoso (véase la

Figura 4). Por consiguiente, las caras opuestas de la celda iluminadas por el
haz luminoso de analisis tienen que ser paralelas. El paralelismo se mide en
funcién del angulo entre las dos paredes opuestas de la celda. Se recomienda
utilizar celdas con una longitud de ruta de 10 mm y un dngulo que sea
wnferior a 0,1 grados de un arco.
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Paredes paralelas
de la celda

Paredes no paralelas

de la celda

Entrada del haz
luminoso

Salida del haz
luminoso

Entrada del haz
luminoso

Salida del haz
luminoso

Figura 4 Desplazamiento del haz luminoso del espectrofotometro debido a las paredes
no paralelas de la celda

Celdas con abertura

42

En aplicaciones en las que el volumen de la muestra es limitado, se utilizan
celdas con abertura o microceldas. La anchura de estas celdas es limitada
para reducir a su vez el volumen, y la parte en blanco de la celda debe
ennegrecerse para evitar la transmision y reflexion no deseadas a través de
las paredes laterales. Si no se ennegrecen las paredes laterales, el resultado
sera una precision fotométrica deficiente y, si se miden concentraciones
diferentes, una deficiente linealidad.

El inconveniente de las celdas con abertura y las microceldas es que se
bloquea parte del haz luminoso. Parte de la luzqueda bloqueada por la
muestra, por lo que puede producirse una cierta pérdida de sensibilidad. En la
Figura 5 se muestran las celdas recomendadas y en la Figura 6 se indican las
celdas que no deben utilizarse con el instrumento.

Agilent 8453 Sistema de Espectroscopia UV-Visible Guia del usuario



Practicas de medida correctas 3

g
=

[~

Celdas de cuarzo Celdas de cuarzo negras con aberturas®

\
y /

Figura b Celdas recomendadas

* Cuando se utilizan con un mecanismo de transporte multicelda, las celdas de
cuarzo negras con aberturas de menos de 2 mm pueden dar como resultado medidas
con una reproducibilidad deficiente.

<D <//%

Celdas de cuarzo con
aberturas transparentes,

Figura 6 Celdas que no se deben utilizar con el instrumento
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Celdas de flujo

Se recomienda utilizar un sistema de absorcién con una celda de flujo para
obtener medidas de alta precision. El uso de una celda de flujo elimina la
necesidad de trasladar la celda entre la medida en blanco y la medida de la
muestra. Ademas, la celda se puede enjuagar a fondo con la solucién que se
desea medir.

El disefio de la celda de flujo debe reducir al minimo la retencién de burbujas
y la canalizacion del flujo para aportar los resultados mas fiables.

Manipulacion y mantenimiento de celdas

Neutralizacion de celdas nuevas

Cuando se llena una celda no neutralizada con la muestra, se observa que
burbujas de aire se adhieren a las ventanas de la celda. Para evitar la
formacion de burbujas adheridas, se debe enjuagar la celda con liquido de
limpieza y neutralizacion (nimero de producto 5062-8529). El procedimiento
de limpieza que debe seguirse se describe en la etiqueta del recipiente del
liquido de limpieza.

Limpieza de celdas

La grasa de los dedos es muy absorbente en la region de los rayos UV y, si
permanece en las superficies 6pticas, puede provocar resultados erréneos.
Limpiar todas las huellas de dedos y sustancias contaminantes antes de
utilizar una celda de muestra.

Utilizar unicamente parniuelos de papel de alta calidad para lentes (nimero
de producto 9300-0761) y no secar nunca el interior de una celda con
panuelos de papel para lentes. Secar el interior de la celda con aire a presion
sin aceite, para evitar que se contamine la celda con particulas del paniuelo de
papel, o bien enjuagar la celda con solucién de la medida en blanco o de
muestra. Las particulas flotantes en la celda desviaran el haz luminoso y
provocaran una deficiente calidad del espectro medido.
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Las particulas flotantes
desvian y dispersan el haz
luminoso

Vs

)

Figura7 Particulas flotantes en una celda
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Figura 8 Espectro tomado con particulas flotantes en la trayectoria del haz luminoso

Los panuelos de papel para cristal y otros usos contienen a menudo
detergentes o lubricantes que pueden afectar a las medidas. Si es posible,
evitar limpiar las caras de la celda entre las medidas en blanco y de la

muestra.
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Manipulacion de celdas

Una celda se debe instalar siempre de modo que quede orientada en la misma
direccion para reducir al minimo los problemas de no uniformidad de la celda.
Para obtener resultados 6ptimos con microceldas, dejar la celda de muestra
fijada en posicion durante la secuencia de medida. Las soluciones se deben
retirar y sustituir mediante una pipeta, aunque también se pueden utilizar
celdas de flujo.

Si se utilizan pipetas Pasteur de vidrio, asegurarse de que la pipeta no toca ni raya las
ventanas dpticas de la celda.

Disolventes

La elecciéon del disolvente se debe basar principalmente en las caracteristicas
de absorbancia del disolvente a través de las longitudes de onda de interés, en
su idoneidad como disolvente para el analito y en condiciones experimentales.
En la Tabla 1 se muestran disolventes utilizados habitualmente y el limite
inferior de su rango 1til de longitudes de onda.
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Limite inferior de transmision UV para algunos disolventes utilizados

habitualmente

Limite inferior

Disolvente

180-195 nm

200-210 nm

210-220 nm

245-260 nm

265-275 nm

280-290 nm

Por encima de 300 nm

Acido sulfarico (96%)
Agua
Acetonitrilo

Ciclopentano
n-Hexano

Glicerol

2,2 A-Trimetilpentano
Metanol

Alcohol n-butilico
Isopropanol
Ciclohexano

Eter etilico

Cloroformo
Acetato de etilo
Formiato de metilo

Tetracloruro de carbono
Dimetil sulfoxido
Dimetil formamida
Acido acético

Benceno

Tolueno

m-Xileno

Piridina

Acetona

Disulfuro de carbono

Muchos de los disolventes indicados en la Tabla 1 son peligrosos. Antes de
utilizarlos es necesario comprender perfectamente sus propiedades.

Agilent 8453 Sistema de Espectroscopia UV-Visible Guia del usuario
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Cuando se utilicen disolventes volatiles como la acetona o el cloruro de
metileno, asegurarse de que la celda de muestra esta taponada. La
evaporacion de un disolvente puede cambiar la concentracion de la sustancia
disuelta o provocar rutdo de solucion debido a las corrientes de conveccion de
la sustancia disuelta. En ambos casos se vera afectada la precision de las
medidas. También se recomienda emplear los procesos de mezcla y control de
temperatura cuando se utilicen disolventes volatiles.

Cuando se utilice agua como disolvente, se recomienda usar agua de calidad
UV o HPLC para reducir la absorbancia no deseada de las impurezas del agua.
Si se utiliza el sistema de absorcién/muestreador, se debera desgasificar el
agua para evitar la formacién de burbujas en la celda de flujo, especialmente si
el agua proviene de una fuente de suministro a presion.

Preparacion de la muestra

La celda de muestra se debe enjuagar de tres a cinco veces con el disolvente
que se tenga previsto utilizar, antes de llenarla con el disolvente puro que se
utilizara en la medida. Para eliminar el disolvente residual se puede colocar la
celda boca abajo sobre un pequena pila de panuelos de papel absorbentes.
Este tratamiento reducira al minimo la contaminacién procedente de los
experimentos anteriores.

Las muestras que contienen dispersiones coloidales, polvo u otras particulas
deben filtrarse, centrifugarse o sedimentarse. De lo contrario, el espectro
general de atenuacion de transmision debido a la dispersion y/o reflexion de
la luz ocultara la informacién espectral del analito.
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Muestras fotosensibles

Algunas sustancias son muy fotosensibles. Se degradan o experimentan
reacciones fotoquimicas si quedan expuestas a la luz. Esto se puede
comprobar facilmente a través de la disminucién de la capacidad de
absorbancia de la muestra con el paso del tiempo.

Utilizacion de filtros

Cuanto mas corta sea la longitud de onda, mayor sera la probabilidad de que
la luz UV de mayor energia degrade las muestras fotosensibles. Si surgiera
algiin problema, se podrian bloquear selectivamente partes del espectro de UV
mediante un filtro de corte UV. Hay un conjunto de filtros 6pticos de corte
disponible para el espectrofotémetro. La longitud de onda de corte del filtro
elegido debe ser suficientemente baja para no eliminar informacién espectral
importante, pero suficientemente alta para bloquear la luz que pueda
degradar la muestra. Si se usa un filtro con las muestras, debera utilizarse el
mismo filtro cuando se realice la medida en blanco.

Apagado de la lampara de D,

La radiacion de longitud de onda corta que provoca la fotodegradacion
proviene de la luz de la lampara de Dy. En aplicaciones en las que se toman
lecturas a longitudes de onda superiores a 400 nm, es posible apagar la
lampara de Dy. La intensidad luminosa suministrada por la lampara de
wolframio es suficiente para obtener una buena relacién senal-ruido a través
del rango de longitudes de onda comprendido entre 400 y 1100 nm. Cuando se
utilicen celdas con aberturas pequeias, debera comprobarse la relaciéon
senal-ruido mediante medidas de muestra bajo las condiciones de la
aplicacion en cuestion.

Mezcla y control de la temperatura

La homogeneidad de la solucién puede plantear un problema, especialmente
con soluciones viscosas. Habra casos en los que, debido a los gradientes
inducidos por la conveccién, los cambios rapidos de absorbencia puedan
aportar datos irreproducibles. Estos cambios se pueden observar
espectroscéopicamente tomando medidas con tiempos de integraciéon cortos.
Para reducir al minimo los efectos de la conveccion, la temperatura de la
muestra se debe mantener al mismo nivel que la del soporte de la celda o a la
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temperatura ambiente. Este tipo de problemas también se pueden paliar
utilizando un soporte de celda provisto de termostato y/o un médulo de
mezcla.

Un efecto similar puede ocurrir en caso de una mezcla incompleta. Esto es
especialmente cierto cuando los pesos especificos o las miscibilidades del
disolvente y el analito son muy diferentes. Una vez mas, la mezcla ofrece una
manera de evitar este tipo de problema.

En una celda que no se remueva, a veces es posible observar una
fotodegradacion local de los analitos sensibles. Puesto que el volumen real de
la muestra en la trayectoria del haz luminoso es muy pequefio, al remover la
muestra se reduce el tiempo durante el cual una molécula dada del analito
permanece en la trayectoria del haz luminoso. De esta manera se reduce al
minimo la fotodegradaciéon y se aumenta la homogeneidad. El uso de una celda
de flujo con flujo continuo también produce resultados similares.

Lista de verificacion para conseguir buenos resultados

Celda:

[l La celda esta fabricada de cuarzo o de cristal

[l Las celdas con aberturas tienen lados negros

[l Las celdas con aberturas tienen una abertura de, al menos, 3 mm
a

Las ventanas de la celda estan exentas de manchas de dedos y otras
sustancias contaminantes

[l Celda de flujo utilizada en lugar de una celda estandar con abertura
Medidas:

[1 La solucién contenida en la celda esta exenta de particulas flotantes

[l Enla celday en las paredes de la celda, la solucién esta exenta de burbujas
[1 La solucién esta mezclada homogéneamente en la celda
O

Medida en blanco realizada con el mismo disolvente utilizado para medir la
muestra
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[] La medida en blanco muestra una linea base (en la Figura 9 y la Figura 10
en la pagina 52 se muestra una linea base aceptable y otra deficiente)

[l La celda esta orientada de la misma manera en las medidas en blanco y de
la muestra

[l Idealmente, la celda no se retira entre las medidas, por lo que la celda se
llena/enjuaga mediante una pipeta, o se utiliza una celda de flujo

[1 Eltiempo transcurrido entre las medidas en blanco y de la muestra debe ser
corto

0.0015 f=

0.0010

0.0005

0.0000

-0.0005

-0.0010 |=

200 400 600 800 1000

Figura 9 Ejemplo de una medida en blanco con agua, que muestra una buena linea
base
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Figura10 Ejemplo de una medida en blanco con agua con burbujas, que provocan una
linea base deficiente

Sila medida en blanco o los espectros muestran sustancias extrafias como la que aparece
en la Figura 10, véase el apartado "Disolventes" en la pagina 46 para optimizar el
procedimiento de medida.
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Insercion de una celda

El espectrofotémetro se suministra con el soporte estandar para una celda,
que debe instalarse en primer lugar en el compartimento de la muestra. Este
soporte admite celdas estandar o de flujo. Para insertar una celda de muestra
en el soporte:

1 Mover la palanca de bloqueo hacia arriba. 2 Insertar la celda de muestra, comprobando que
queda orientada correctamente. Los lados
esmerilados (no transparentes) de la celda de
muestra no deben hallarse en la trayectoria del haz
luminoso.
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3 Inmovilizar la celda de muestra empujando la Las celdas de flujo de volumen reducido, y

palanca de bloqueo hacia abajo. especialmente las celdas con una abertura inferior a
2 mm, pueden precisar el uso del soporte de celda
ajustable opcional. El soporte de celda ajustable
contribuye a asegurar que las celdas queden
centradas correctamente en el recorrido del haz
luminoso.
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Utilizacion del Sistema de Espectroscopia UV-Visible Agilent 8453

Inicio de la primera sesion de medida

56

1 Asegurarse de que el sistema UV-visible Agilent 8453 se ha instalado

correctamente.

Para obtener detalles de la instalacién, véase el manual Instalacion del
Sistema de Espectroscopia UV-Visible.

2 Encender el PC, el monitor y la impresora.

Arrancar el sistema operativo del PC.

Comprobar que el servidor Bootp se esta ejecutando en la barra de tareas
del sistema, o verificar que el administrador de la red ha integrado el
espectrofotometro Agilent 8453 en la red local.

i start |

J & Qe |J 2% Ch Baotp Server |

Encender el espectrofotometro Agilent 8453.

Un servidor BootP en ejecucién asignara la direccion IP configurada al
espectrofotémetro. En la instalacion estandar, esta tarea la realiza el
servidor Bootp CAG.

Iniciar la sesién de medida seleccionando “Instrument 1 online”
(Instrumento 1 en linea) en el menu.

El panel del instrumento mostrara el estado actual del espectrofotémetro y
el botén Blank (En blanco) estara habilitado.

La primera tarea que se debe realizar es medir una referencia.
Normalmente, la celda que contiene el disolvente utilizado con las muestras
se coloca en la posicién de medida y se realiza una medida en blanco. Para
iniciar esta medida, hacer clic en el bot6n Blank (En blanco) del panel del
instrumento, o pulsar el botén Blank (En blanco) del espectrofotometro.
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Una medida en blanco es una medida de referencia combinada con la
medida de un espectro de linea base. Un espectro de linea base ofrece
detalles adicionales sobre la absorbancia de las ventanas de la celda y el
disolvente. Las areas con elevado ruido indican indirectamente una alta
absorbancia.

Para medidas de alta precision, esperar hasta que el espectrofotometro y las lamparas
hayan alcanzado el equilibrio térmico. El tiempo necesario dependera de las condiciones
ambientales. El espectrofotometro deberia estar preparado al cabo de 45 minutos.

7 La siguiente medida sera la medida de la muestra. Para obtener los
resultados mas precisos, utilizar la misma celda en la misma orientacion
del haz de medida. Enjuagar la celda unas tres veces con la solucién de la
muestra e iniciar la medida haciendo clic en el botén Sample (Muestra) del
panel del instrumento, o bien pulsando el botén Sample (Muestra) del
espectrofotémetro.

Para obtener detalles de la manera de montar la celda, véase "Insercion de una celda" en
la pagina 53.
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Inicio del software UV-visible

En esta seccion se describe como iniciar una sesion de Agilent ChemStation
en el PC. Si se desea realizar medidas, podra iniciarse una sesion en linea, o
bien se podra iniciar una sesiéon fuera de linea para optimizar los parametros
analiticos de un método, volviendo a calcular los resultados o imprimiendo
informes.

Se puede iniciar una tnica sesion en linea en el PC, pero se pueden iniciar
varias sesiones fuera de linea en paralelo. Esto permite optimizar los valores
del método mediante una comparacion directa, en funcién de conjuntos
idénticos de datos.

1 Encender el PC, el monitor y la impresora.
2 Arrancar el sistema operativo del PC

3 Iniciar la sesi6n de Agilent ChemStation seleccionando Instrument 1 online
(Instrumento 1 en linea) para una sesiéon de medida, o Instrument 1 offline
(Instrumento 1 fuera de linea) para optimizar el método y evaluar los datos.

4 Introducir el nombre del operador para iniciar la sesién de
Agilent ChemStation. Si se ha protegido el nivel de administrador mediante
una contraseia, debera introducirse la contraseiia correcta. El sistema
mostrara la modalidad y el método utilizados por dltima vez.
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Medida de la absorbancia de la cafeina a 273 nm

En este apartado se describe como medir la muestra de cafeina que se
suministré con el espectrofotémetro. La medida de esta muestra de cafeina
también se utiliza para la confirmacion de la instalacion (IQ) del
espectrofotéometro Agilent 8453.

1 Asegurarse de que el instrumento se encuentra en la modalidad Standard
(Estandar). La modalidad aparece indicada en la barra de herramientas de
la sesion de Agilent ChemStation.

=< B45x UV -Visible System[1] [Offline) [Thomas Klink] [_ O] %]
File Edit Method Measure Instrument Math Miew Maode Config Help

"]
&B E \%__Ei \%__!EI Method: _|- Mode: |Standald j| @

Clear

Ly

2 Seleccionar la tarea Fixed Wavelength (Longitud de onda fija) en el cuadro
de seleccion del panel de analisis.

Task

Fixed Wavelengths Setup ... I

Spectrum/Peaks
Ratio/E quation
Quantification

3 En el panel de analisis, hacer clic en Setup (Configuraciéon) para abrir el
cuadro de didlogo de parametros.
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Task

Fixed Wavelengths j| Setup ... I

N\

4 Introducir la longitud de onda de interés en la seccién Wavelengths

(Longitudes de onda) del cuadro de didlogo Fixed Wavelength(s)
Parameters (Parametros de longitudes de onda fijas). Ajustar la
presentacion espectral a un rango de longitudes de onda de 190 a 400 nm
en la seccion Display Spectrum (Mostrar espectro). Hacer clic en Aceptar
para definir los parametros.

Fixed Wavelength[s] Parameters

“Wavelengths

%:relength[s]: I I I I I LT
Background
comection: I naone jJ I I nm

[ Prompt for sample information

rData type Dizplay spectrum

IAhsnrhance j From: I'I 90 nm To: |34I] nm

Llenar con agua destilada la celda de cuarzo con una longitud de ruta de 1
cm. Levantar la palanca situada a la izquierda del soporte de celda. Colocar
la celda en el soporte de celda y comprobar que las ventanas transparentes
quedan orientadas hacia la parte delantera y posterior del
espectrofotometro. Empujar la palanca hacia abajo para asegurar la celda
en el soporte.
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6 Pulsar el botén Blank (En blanco) situado en la parte frontal del
espectrofotémetro, o bien hacer clic en el botéon Blank (En blanco) del panel
del instrumento para iniciar la medida.

Sampling

Manual jl Setup ... I

!
(@@ =

7 Debe recordarse la orientacion de la celda en el soporte. Levantar la
palanca para liberar la celda, retirarla y enjuagarla tres veces con
aproximadamente 1 ml de la muestra de cafeina. A continuacién, llenar la
celda con aproximadamente 3 ml de la muestra de cafeina. Asegurarse de
que las ventanas de la celda estan limpias y volver a colocar la celda en la
misma orientacion que en la medida de referencia. Cerrar la palanca del
soporte de celda.

8 Pulsar el botén Sample (Muestra) situado en la parte frontal del
espectrofotémetro, o bien hacer clic en el boton Sample (Muestra) del panel
del instrumento para iniciar la medida.

9 La vista representa el espectro de la muestra de cafeina con una linea
vertical que indica la longitud de onda de interés. Debajo del espectro
aparece Sample/Result Table (Muestra/Tabla de resultados), que indica una
lectura de absorbancia de 273 nm.
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Guardar los parametros como un método

62

En esta seccion se describe como guardar los valores para una sesion futura
de Agilent ChemStation. Basta con cargar el método para que

Agilent ChemStation se ajuste y repita la medida. Una biblioteca de métodos
facilita el trabajo rutinario de laboratorio.

Supongamos que los valores actuales definen el método para que analice una
muestra de cafeina. Para poder repetir este analisis, todos los parametros
definidos se pueden guardar permanentemente en disco. Esto permite cargar
el método en el sistema o incluso transferirlo a un compaiiero que disponga de
un sistema Agilent ChemStation.

1 Elegir Save Method As... (Guardar método como...) en el meni File
(Archivo) o hacer clic en el icono.

AR Edit Method Meagure Instrument  Math  Vie

Load 4 o

Save 3 [; EI
Impaort b = —
Enport Selected Spectum Az ¢
Hew Method
Load Method. ..

Save Meth -

Set Method Pazsword. ..

#+ B45x UV-Vizible Syztem[1] [Online) [TK] EI
A

NP

Print 4
Print Ta File 3

Print Prewview 4
Printer Setup....
|

E xit ChemnStation

oo Ima [—
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2 Aparecera el cuadro de didlogo Save Method As... (Guardar método
como...). Introducir el nombre del método en el campo File Name (Nombre
del archivo), por ejemplo, Cafeina.m. Hacer clic en Aceptar para guardar el
método.

Save Method As .

File: name: Eolders:
— - 0K
ICaffeine{m c:hpchem' 1 hmethods -
Cancel

9 &= =
i

1

= methods
Save file az type: Drives:

IMethod[“.M] jJ |E & HARDDISK J

Si se generan muchos métodos, podra utilizarse Options & Infos... (Opciones e
informacion) en el ment Method (Método) con el fin de afiadir texto para fines de
documentacion y simplificar el acceso al método. Aparecera el cuadro de dialogo Options &
Information (Opciones e informacion). En la seccion Method Information (Informacion del
método) se puede introducir un breve texto descriptivo que se convertira en parte del
método.

Method Options & Information B

[ ‘Autosave Spectra to Filei I

rMethod Information

My first Caffeine method [absorbance at 273 nm) -
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Recuperacion e impresion de un método

En este apartado se describe cémo acceder a un método e imprimir un
informe del método.

1 Elegir Load Method... (Cargar método...) en el men File (Archivo) o hacer
clic en el icono en la barra de herramientas.

4=~ B45x U¥-¥isible Spstem[1] [Online] [TK] [}”‘
[{-8 Edit Method Measure Instrument  Math  Wiey %__L_‘
Load »

Sawe 4

=

Import 4
Export Selected Spectrum Az #

Load Method...

Save Method As.
Set Method Pazsword...

Frint 4
Frint Ta File »
Frink Presig 4

Printer Setup...

Exit ChemStation

e

loa Ira =

Si se ha modificado el método actual, aparecera un cuadro de dialogo preguntando si se
desean guardar o no estos cambios.

Save Method __.

The current method haz been changed !
Do you want to save the changes ?

| Ho I | Cancel I

64 Agilent 8453 Sistema de Espectroscopia UV-Visible Guia del usuario



Utilizacion del Sistema de Espectroscopia UV-Visible Agilent 8453

2 Aparecera el cuadro de didlogo Load Method... (Cargar método...). La

informacion
Information

del método seleccionado aparecera en la seccién File
(Informacién del archivo) del cuadro de dialogo.

Load Method ___
File Hame: Directories:
IE.AFFEINE.M c:-Yhpchem\1\methods

= = — [_Concel |
T [ Hop |
&1 [t |
5 methos
Lizt Files of Type: Drives:

IMelhnd['_H]

File Information:

=

c:\hpchem\1\methods\caffeine.m

|E c: HARDDISK

=

[METHOD]

Method Type:

Created by:
LastUpdate:

Comment:

4]

Standard
Fizxed Wavelength

TK
Date 18.10.99 Time 14:52:29

My first Caffeine method [absorbance at 274 nm)

| B

3 Si se desea guardar este método, hacer clic en Aceptar.

4

Cuando se cambia un parametro del método actual, aparece una indicacion en el campo de
modificacion de la barra de herramientas.

Clear

Ly

12

= (a7
Bl

T

Aparece entonces

el cuadro de dialogo de recordatorio mencionado anteriormente.
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4 Para imprimir un método, elegir Print (Imprimir), Method (Método) en el
menu File (Archivo).

4+ 845x UV-Visible System[1] [Online] [TK]

Edit Method Meazure  Instument  Math Wiew  Mode  Config

d 2
ave 3 .EI Metho
Import 3 &
Export Selected Spectium As 2 |- 'Overlaid Sa
Mew Method :l E
Load tethod.. 0.9-
Save Method A, e
Set Method Pazsword. . 07
Print [d  Curmrent View
Frint T File ¥ Selected Window
Print Prexi v
- Mo
= [ Besults
Exit ChemStation Automation Method
Autoratiar Eesult
1 CAHPCHE M WME THODS\CAFFEINE. M el iies
2 CATEMPACAFFEINE.M :l | ¥
3 i —

Para poder imprimir el informe del método, la impresora debe estar configurada
correctamente y encontrarse en linea. Si la impresora no esta en linea en ese momento,
una alternativa es mostrar la presentacion preliminar en la pantalla.
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Guardar y recuperar datos

En este apartado se explica como guardar y recuperar datos medidos. Estos
datos se pueden utilizar para archivar, para desarrollar métodos mas
adelante, o para intercambiarlos con otros sistemas Agilent ChemStation.

Agilent ChemStation ofrece la posibilidad de almacenar y recuperar los datos
utilizando un formato de datos binario protegido mediante suma de
verificacion (extension *.sd,*.std). Todos los espectros actuales (muestras o
patrones) se pueden guardar en disco para almacenarlos permanentemente.
Los datos se pueden guardar y cargar utilizando unidades de disco locales y de
la red. Ademas, se puede seleccionar un tinico espectro para almacenarlo.

Guardar las muestras

1 Elegir Save (Guardar), Samples As... (Muestras como...) en el menu File

(Archivo) o hacer clic en el icono de la barra de herramientas.

#= 845x UV-Yisible System[1] (Dffline] [TK] E
|28 Edit Method Meagure Instrument Math  View Mod {[&

Load y =
E

Impaort

5-5I'|'||:||E=:E: 5.
Slandands e,
Selected Spectra Az,

Enport Selected Spectum Az ¢

Seleccionar uno de los archivos de datos existentes en el cuadro de
seleccion File Name (Nombre del archivo) del cuadro de didlogo Save
Spectra As... (Guardar espectros como...), o bien escribir un nombre de
archivo valido en el cuadro de edicion File Name (Nombre del archivo).
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Save Spectra As ..

H KB
File narne: Folders: oK
Icaffeine.sd c:\hpchemt Wdata -
C |

ADVERAMZSD ﬂ = e ;I

ADVERAMISD

ADVENAMA 5D BB'TCHEM

ADVERAMEBSD

ADVERAMT.SD

ADVERAMESD

BEWZEME.SD LI

CHROM.SD = =
Save file az type: Drives:

ISpectra[".SD;“.STD] jJ IEC:HAHDDISK J

Un nombre de archivo valido consta de ocho caracteres alfanuméricos y la extension .sd o
.std. Normalmente, la extension .std se utiliza s6lo para estandares.

Si el nombre del archivo ya existe, aparecera un cuadro de mensaje que permite
interrumpir o continuar con la operacion.

Save Spectra As .

C:hhpchemt1hdatabcaffeine ad already exists.
Do you want to replace ity

3 Hacer clic en Aceptar para iniciar la operacion.
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Guardar un espectro seleccionado

1 Seleccionar el espectro deseado en la ventana grafica.

Owverlaid 5ample Spectra M=l 3

14—

12—
= i1
Z
k] C.a—
= E
=1
s CE—
g g
= ]

C4- - / ><

" N

n—: e
d -
) ) ) ) ) ) )
200 225 250 275 200 Niawelength (nm)

O bien en la ventana tabular Sample/Results Table (Muestra/Tabla de

resultados).
B Sample/Result Table Hi=] E3
Show Sample Info Last Spectum | Welete Belected Saniple | Analyze |
## MName Dilut. Factor Caffeine(mg/L] Abs<273nm>
{1 {Caffeine | 1.00000] 0.26527 | 0.53053]

2 Elegir Save (Guardar), Selected Spectra As... (Espectros seleccionados
como...) en el menu File (Archivo).
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45x% UVY-Yizible System[1] (Offline) [TK]

Edit Method Meazure  Instument  Math Wiew  bod
’I — all nl

Samples Az .

Standards s,
Import 4

Export Selected Spectrum Az #

En la linea de mensajes podra aparecer el aviso “Select/activate a window!”
(jSeleccionar/activar una ventanal!) si no se seleccion6 la ventana Overlaid Sample
Spectra (Espectros de muestra superpuestos) o la ventana Sample/Results Table
(Muestra/Tabla de resultados).

3 Seleccionar uno de los archivos de datos existentes en el cuadro de
seleccion File Name (Nombre del archivo) del cuadro de didlogo Save
Spectra As... (Guardar espectros como...), o bien introducir un nombre de
archivo valido en el cuadro de edicion File Name (Nombre del archivo).

Save Spectra As ..

H KB
File narne: Folders:
— - _DK

Icaffeine.sd crihpchemy ] data

ADWERAM2 5D ﬂ = ot =

ADWERAM3SD

ADVERAMA.5D BB";PCHEM

ADWERAMBE.SD

ADVERAMT SD

ADWERAMESD

BEMNZEME.SD =

CHROM.5D = [ -]
Save file ag type: Diives:

ISpectla[".SD;*.STD] jJ IEC:HAHDDISK j

4 Hacer clic en Aceptar para iniciar la operacion.
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Recuperacion de espectros

1 Elegir Load (Cargar), Samples... (Muestras...) en el menu File (Archivo).

4= §45x U¥-¥isible Spstem[1] [Offline] [TK]

Edit
ad
Sawe

Method  Meazure

Inztrument  Math

k| Standands..

2 Se selecciona el nombre del archivo en el cuadro de seleccién File Name

(Nombre del archivo) del cuadro de didlogo Load Spectra to SAMPLES
(Cargar espectros en MUESTRAS).

Load Spectra to SAMPLES
File Hame: Directories:
[CAFFEINE.SD c:\hpchemi1\data

C |
v 5 B — [_Concel |
ADVYEXAM3 SD
ADVYEXAMS SD
ADVYEXAMS SD
BENZEME.SD -
List Filez of Type: Drives:

ISpeclla[’.SD;’.STD]

File Information:

=

c:\hpchem\1\dataicaffeine sd

|E c: HARDDISK

=

[SPECTRA]

D ate:
Time:

Sample Name:
Humber of 5amples:

Caffeine[10mg/L]

10/18/99
16:15:19

4

Se puede examinar la informacion de los archivos moviendo la seleccion en el cuadro de
seleccion de archivos. El contenido siempre se actualiza con la seleccion actual.
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3 Hacer clic en Aceptar para iniciar la operacién. Los espectros disponibles
con el archivo de datos se anaden a los archivos que se encuentran en ese
momento en el contenedor de muestras de Agilent ChemStation.

Eliminacion de los espectros actuales

1 Elegir Clear (Borrar), Samples (Muestras) en el meni Edit (Edicién), o bien
hacer clic en el icono de la barra de herramientas.

= B45x UV -Wizible System[1] [Offline] [TK]
File W@ tMethod Measure Instrument Math  Yiew Mc

i [triF

Ch = o
LCopy CtilE S ‘E
Faste [Crf ] e
Faste fpperd St el

I
Select all

Fi: Copy ta Clipboard Elup ... I |_
Annotat Standarnds

nnotate. .
—T T Math. Results

E

Borrar, Estandares y Borrar, Matematicos. Los resultados se pueden utilizar para eliminar
los estandares actuales y los espectros de los resultados matematicos actuales de la

memoria de Agilent ChemStation.
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Presentacion preliminar de los informes

La presentacion preliminar permite examinar el informe en una ventana
diferente de Agilent ChemStation, tal y como se imprimira en la impresora
configurada actualmente. En la ventana de presentacion preliminar se pueden
examinar todos los informes disponibles, pagina a pagina. También se puede
verificar el nimero de paginas generadas y el formato de pagina. Asimismo, se
puede imprimir el informe mostrado actualmente.

Presentacion preliminar de un informe de resultados

La presentacion preliminar funciona de manera similar para todos los tipos de
informes disponibles. El ejemplo siguiente describe cémo mostrar la
presentacion preliminar del informe de resultados.

1 Elegir Print Preview (Presentacion preliminar), Results (Resultados) en el
ment File (Archivo).

845x UV-Visible System[1] (Offline] [TK]

[{-W Edit Method Measure |Instrument Math  Wiew b
Load » ,-,

Sawe 3 EEI?

Import r =

Export Selected Spectrum Az »
Load Method...

Save Method As.

Set Method Pazsword...

|1

Frint 4

Frint Ta File »

Frink Presig Current Wiew
Printer Setup... Selected Window
Exit ChemStation Method

Autoration kethod
Sntommatian Hesults

I o =

Print Preview Results Report
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Para poder imprimir un informe de resultados es necesario que todos los parametros estén
definidos correctamente y que haya datos disponibles para la evaluacion. Si no hay
disponibles datos, podria aparecer el mensaje No results present! (iNo hay resultados!).

Mo results present |

2 Elinforme generado aparecera en la ventana de presentacién preliminar.

[ Fixed Wavelength Report Mi=]

Fixed Wavelength Report Date 10/26/5% Tiwe 10:36:42 Page 1 of 1
Method file @ <untitled>

Information : Default Method

Data File CiVHPCHEMY 14 DATAY ADVEXANE . 5D Created @ D2-06-1552 11:1G:43

COverlaid Spectrat

Sample 1
Sample 2
Sample 3
084
084
- 0y 4
% 05 3
8 0s 4
C
g 04 4
& 034
L
< 024
01 fn e L /\
D 4
T T T T T T T
200 300 400 500 £00 o0 ‘Wivelsnathinm) |
# HNawe Aba<4 l4nm> #  HNamwe Abz<414nm>-
1 Sample 1 0.5245%4 3 Samwple 3 0.10837
I Sample 2 0.2115%5
Report generated by : TK Sdignature: ..., ...
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Esta ventana permite examinar el informe pagina a pagina. Hay disponibles
barras de desplazamiento que permiten mostrar la pagina si no cabe en la
ventana de presentacion preliminar.

Ademas, se puede utilizar un tamaio diferente para mostrar la presentacion
preliminar. Hay disponibles tres tamanos en el cuadro de seleccién de tamaiio.
Dependiendo de la resoluciéon de la pantalla, seleccionar la que mejor se ajuste
a las necesidades.

nnrmalj

small

En la ventana de presentacion preliminar estan disponibles las siguientes
funciones:

* Los botones Prev (Anterior) y Next (Siguiente) permiten examinar las
paginas del informe.

* Un cuadro de seleccion permite saltar directamente a una pagina.

Page =|ot®

¢ El botén Print (Imprimir) envia el informe a la impresora que aparece en la
esquina inferior izquierda de la ventana de presentacion preliminar.

HF Lazerlet L [PCL] on LPT:
A4 210 = 237 mm/Puortrait

¢ El botén Close (Cerrar) cierra la ventana de presentacion preliminar y
desecha el informe mostrado.
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Determinacion del maximo de absorbancia de la cafeina

En este apartado se describe como determinar el maximo de absorbancia de la
muestra IQ de cafeina.

1 Asegurarse de que el instrumento se encuentra en la modalidad Standard
(Estandar). La modalidad aparece indicada en la barra de herramientas de
la sesion de Agilent ChemStation.

‘+= 845 UY-Visible System[1] (Offline) [Thomas Klink] [_[O]=]
File Edit Method Measure Instrument Math Miew Maode Config Help

&El

a

e I o 3 [9

Clear

Ly

2 Seleccionar la tarea Spectrum/Peaks (Espectro/Picos) en el cuadro de
seleccion del panel de analisis.

Task

Spectrum/Peaks ﬂ Setup __. I

Fixed Wavelengths
Spectrum/Peaks

R atio/E quation
Quantification

3 En el panel de analisis, utilizar el botén Setup (Configuracién) para abrir el
cuadro de dialogo de parametros.
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Task

| Spectrum/Peaks j| Setup ... I
+

!

4 Escribir 2 para el niimero de picos que se desea localizar y desactivar la
opcion de localizacion de valle. Ajustar el tipo de datos a absorbancia y
ajustar la presentacion espectral a un rango de longitudes de onda
comprendido entre 190 y 400 nm en la seccion Display Spectrum (Mostrar
espectro) del cuadro de dialogo. Hacer clic en Aceptar para definir los
parametros.

Spectrum/Peaks Parameters B

Peak/Valley find
[X Find and annotate up to |2 peaks
[ Find and annotate up to I valleys

[ Prompt for sample information

rData type Display spectrum

IAhsnrhance j From: |1 90 nm To: |4|]|] nm
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5 Llenar con agua destilada la celda de cuarzo con una longitud de ruta de 1

cm. Levantar la palanca situada a la izquierda del soporte de celda. Colocar
la celda en el soporte de celda y comprobar que las ventanas transparentes
quedan orientadas hacia la parte delantera y posterior del
espectrofotéometro. Empujar la palanca hacia abajo para asegurar la celda
en el soporte.

Pulsar el botén Blank (En blanco) situado en la parte frontal del
espectrofotémetro, o bien hacer clic en el botén Blank (En blanco) del panel
del instrumento para iniciar la medida.

Sampling

Manual jl Setup ... I

@@ﬁ ]

Sample

71 Debe recordarse la orientacion de la celda en el soporte. Levantar la

palanca para liberar la celda, retirarla y enjuagarla tres veces con
aproximadamente 1 ml de la muestra de cafeina. A continuacion, llenar la
celda con aproximadamente 3 ml de la muestra de cafeina. Asegurarse de
que las ventanas de la celda estan limpias y volver a colocar la celda en la
misma orientaciéon que en la medida de referencia. Cerrar la palanca del
soporte de celda.

Pulsar el botéon Sample (Muestra) situado en la parte frontal del
espectrofotéometro, o bien hacer clic en el botén Sample (Muestra) del panel
del instrumento para iniciar la medida.
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9 La vista representa el espectro de la muestra de cafeina. Se localizaron dos
picos marcados y se anotaron con la longitud de onda. Debajo del grafico
del espectro, la seccién Sample/Result Table (Muestra/Tabla de resultados)
muestra la longitud de onda de los picos localizados y los valores de
absorbancia medidos.

[ Dverlaid 5ample Spectra H=] 3
7 i3]
‘1.4—_
12—
= 1-
= a
L ]
E 0.8 7
2 ] o
& 0.5 s
1 ]
0.4—_
0z-
0
) ) ) ) ) ) ) ) |
200 225 250 275 200 325 250 avelangth (nm)
[ Sample/Feszult Table = =] B3
Show Sample Info Lazt Spectrum | [elete Selested SEmple | All Peaks/val
# Hame Peaks{nm] Abs[AU])
1 20E.0 1.44260
1 2730 0.53053
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Introduccion del paso optico de la celda

Las celdas utilizadas para la medida se especifican con los parametros del
sistema de muestreo. En calculos cuantitativos, estos parametros se utilizan
para calcular resultados. Debido a la libertad de eleccién del paso 6ptico de la
celda, se debe indicar el valor correcto con el parametro. Normalmente, esta
informacion la facilita el proveedor de las celdas. El paso 6ptico se define de la
siguiente manera en la modalidad manual de manipulacién de celdas.

1 Hacer clic en Setup (Configuracion) en el panel del instrumento.

Sampling

Manual j| Setup ... I

[
%’@’ —

2 Escribir el paso 6ptico, en cm, en el cuadro de didlogo Setup Manual
(Configuracion Manual).
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Setup Manual

Path Length: Iﬂ cm

1] I | Cancel I

3 Hacer clic en Aceptar para definir el paso 6ptico especificado.

Agilent 8453 Sistema de Espectroscopia UV-Visible Guia del usuario 81



4 Utilizacion del Sistema de Espectroscopia UV-Visible Agilent 8453

Control del sistema de succion

Un sistema de succién transfiere la muestra por medio de una bomba
peristaltica a una celda de flujo para realizar la medida. Para controlar

el funcionamiento del sistema de succién a través del software

Agilent ChemStation, se debe ajustar el sistema de muestreo actual

de forma que que la muestra se introduzca a través del sistema de succion.

Ademas, y debido a la longitud del tubo, al volumen muerto de la celda de flujo
y a la velocidad de flujo de la bomba, se deben ajustar los parametros del
sistema de succiéon. Para obtener detalles al respecto, véase el manual
Instalacion y Manejo del Ststema de Succion.

1 Seleccionar el sistema de succion en el cuadro de seleccién del panel del

instrumento.
Sampling
Sipper j Setup ... I
Manual
T

Multicell [7-cell]
Multicell [3-cell)
Autosampler

XY -Autosampler
Gilson 2217222

2 Hacer clic en Setup (Configuracion) en el panel del instrumento. Escribir el
paso 6ptico de la celda de flujo, en cm, y hacer clic en Aceptar.

Setup Sipper

Path Length: I[l cm

1] I | Cancel I | Parameter ... I
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3 Hacer clic nuevamente en Setup (Configuracién) y abrir el cuadro de
dialogo Sipper Parameter (Parametros del sistema de succién) haciendo
clic en Parameter (Parametros). Los parametros necesarios se pueden
determinar utilizando la tarea Flow Test (Test de flujo) de la modalidad
Verification and Diagnostics (Verificacion y diagnésticos).

Sipper Parameter

Pump Im 3 Pump Direction: | C\wf j
Wait Time: |3 % Sample Retumn: I[I %
Wash lime:lﬂ s Air Segment: ||] £

4 En el cuadro de didlogo Sipper Parameter (Parametros del sistema de
succion), hacer clic en Aceptar y seguidamente hacer clic en Aceptar en el
cuadro de diadlogo Sipper (Sistema de succién) para definir los parametros.

Cada medida que se inicie haciendo clic en uno de los botones de medida del panel del
instrumento o pulsando los botones del espectrofotometro utilizara el sistema de succion
para introducir la muestra. La introduccion a través del sistema de succion también se
utiliza en una secuencia automatizada.
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Utilizacion del mecanismo de transporte multicelda

El mecanismo de transporte multicelda es un cambiador de celdas que
permite situar automaticamente un maximo de 8 celdas en la posicién de
medida. Se pueden utilizar celdas diferentes en cada posicion de medida. El
paso 6ptico se puede especificar individualmente para cada una de las
posiciones de las celdas.

Para obtener mas detalles acerca del mecanismo de transporte multicelda, véase el
manual Instalalacion y Manejo del Mecanismo de Transporte Multicelda.

1 Seleccionar Multicell (8-cell) (Multicelda (8 celdas)) en el cuadro de
seleccion del panel del instrumento.

Sampling

Multicell [8-cell) =l | setup . I
Manual

Sipper

Multicell [7-cell)
Multicell [B-cell]

Autozampler
XY -Autosampler
Gilson 2217222

2 Hacer clic en Setup (Configuracion) en el panel del instrumento. Escribir
los pasos opticos de todas las celdas utilizadas, en cm, y hacer clic en
Aceptar.
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Setup Multicell Transport  [E3

Cell Path Length

I =

cmn

1

1

1

1 cm
1

1 cm
1

cm

[1==J T [~ I 1 I i (3%

1] I | Cancel I

3 Para mover la celda a la posiciéon de medida con el fin de realizar la
siguiente medida, hacer clic en la celda en el panel del instrumento, o bien
elegir Multicell Transport Position (Posicién del mecanismo de transporte
multicelda) en el mena Spectrophotometer (Espectrofotémetro) para
mostrar el cuadro de didlogo Multicell Transport Control (Control del
mecanismo de transporte multicelda). En el cuadro de didlogo Multicell
Transport Control (Control del mecanismo de transporte multicelda) se
puede hacer clic en uno de los botones de posiciéon para mover el
mecanismo de transporte multicelda.
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Sampling
[Multicell (8-cell) Current Cell s
Move To .
(i || 2 || 3 || 4 ||ﬂome|
Ls J[s J[z ][ e ][ne]

LCloze

Sample

T —

En una secuencia automatizada se puede utilizar el mecanismo de transporte multicelda
para introducir la muestra automaticamente. Se puede introducir un méaximo de 8
muestras. Si se especifican mas de 8 medidas, aparecera el aviso:

Automation E

& Mumber of meazurements iz out of range [1:9]

También se puede controlar un mecanismo de transporte multicelda existente de 7
posiciones. Las principales diferencias son que no hay una posicion de referencia
independiente y se dispone de una posicion de celda menos.
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Analisis cuantitativo utilizando una calibracion con patrones

La tarea de analisis cuantitativo estd basada en una calibraciéon con patrones.
Después de realizarse satisfactoriamente una calibracién, los patrones
medidos se pueden convertir en parte del método. Este método se puede
utilizar directamente para realizar analisis cuantitativos de muestras.

Después de configurar el método se podran analizar muestras calibradas. Hay
disponibles varias vistas tanto de los patrones y la calibracion como de las
muestras y los resultados.

A modo de introduccion rapida, se describe una calibracion utilizando la ley
de Beer con un tnico patrén y el analisis de una muestra. Asimismo, la tinica
limitacién en cuanto al nimero de muestras y patrones es la capacidad de
memoria de Agilent ChemStation.

Para este experimento practico se utilizara la muestra 1Q de cafeina como
patrén y una diluciéon de 1:1 con agua destilada como muestra. Para la
calibracién se utilizaran datos de absorbancia a 273 nm.

Configuracion

1 Asegurarse de que el instrumento se encuentra en la modalidad Standard
(Estandar). La modalidad aparece indicada en la barra de herramientas de
la sesion de Agilent ChemStation.

#=< B45x UV-¥isible System[1] [Offline]) [Thomas Klink] [_ o] =]
File Edt Method Measure Instrument Math Yiew Mode Config Help

&EI E >———§| >___£E| Mothoc: [ Mode: [Standard 3|9

Clear

Ly

7,

2 Seleccionar la tarea Quantification (Cuantificacién) en el cuadro de
seleccion del panel de analisis.
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Task

Quantification ﬂ Setup __. I
Fizxed Wavelengths

Spectrum/Peaks

Hatio i

3 Aparecera un nuevo panel de tarea y se abrira automaticamente el cuadro
de dialogo Quantification Parameters (Parametros de cuantificacion).

Task

Quantification ﬂl Setup __. I

s =]

Si ya esta seleccionada la tarea Quantification (Cuantificacion), utilizar la opcion Setup
(Configuracion) del panel de analisis para abrir el cuadro de didlogo de parametros.

4 Configurar la longitud de onda del andlisis a 273 nm (Use wavelength)
(Utilizar longitud de onda), introducir Cafeina como nombre del analito
(Analyte), definir el tipo de curva de calibracién como Linear (Lineal),
seleccionar la entrada Concentration (Concentracién) y utilizar mg/1 como
Unit (Unidad). Comprobar la indicacion de la informacion de patrones y la
indicacion de informacion de muestras. Seleccionar Absorbance
(Absorbancia) como tipo de datos y definir Display Spectrum (Mostrar
espectro) desde 190 nm hasta 340 nm.
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Quantification Parameters B

~Wavelengths

Usze wavelength

Background

cormrection: I none

= !

~Calibration

Analyte name: IEalleine

Calibration curve type: I Linear

=l

rEnter Concentration

(' Concentration:

) Weight & Yolume:

Img:"L Unit

Yolume

/L Unit

Weight
|mg

[X Prompt for standard information

X Prompt for sample information

-Data type Digplay spectrum
IAhsnrhance j ’r From |19|] nm To: |34|] nm

Cancel

5 Hacer clic en Aceptar para definir los parametros.

Ya se pueden realizar las medidas.
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Calibracion

1 Llenar con agua destilada la celda de cuarzo con una longitud de ruta de 1

cm. Levantar la palanca situada a la izquierda del soporte de celda. Colocar
la celda en el soporte de celda y comprobar que las ventanas transparentes
quedan orientadas hacia la parte delantera y posterior del
espectrofotémetro. Empujar la palanca hacia abajo para asegurar la celda
en el soporte.

Pulsar el botén Blank (En blanco) situado en la parte frontal del
espectrofotémetro, o bien hacer clic en el botén Blank (En blanco) del panel
del instrumento para iniciar la medida.

Sampling

Manual j| Setup __. I

[l

Blank
Standard
(%) Sample

3 Debe recordarse la orientacion de la celda en el soporte. Levantar la

palanca para liberar la celda, retirarla y enjuagarla tres veces con
aproximadamente 1 ml de la muestra de cafeina. A continuacioén, llenar la
celda con aproximadamente 3 ml de la muestra de cafeina. Asegurarse de
que las ventanas de la celda estan limpias y volver a colocar la celda en la
misma orientaciéon que en la medida de referencia. Cerrar la palanca del
soporte de celda.
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4 Pulsar el boton Standard (Patrén) situado en la parte frontal del
espectrofotémetro, o bien hacer clic en el botén Standard (Patrén) del panel
del instrumento para iniciar la medida.

Standard Information <]
Hame: IStandard 1
Solvent: Iwater
Comment:
Yalue
Caffeine I“J mg/L
OK I | Cancel I

5 Introducir la informacién del patrén en el cuadro de didlogo Standard
Informaciéon (Informacién del patrén) y hacer clic en Aceptar.

6 EIl software Agilent ChemStation calibrara y mostrara automaticamente los
resultados de la calibracion. Después de realizarse satisfactoriamente la
calibracion, la curva de calibracion del panel de tarea aparece en verde.
Esto indica que el método esta preparado para el analisis.

Agilent 8453 Sistema de Espectroscopia UV-Visible Guia del usuario 91



4 Utilizacion del Sistema de Espectroscopia UV-Visible Agilent 8453

Task

Quantification j| Setup __. I

@ Samples |
Standards |

Los botones Samples (Muestras) y Standards (Patrones) del panel de tarea se pueden
utilizar para cambiar la vista actual a la vista de muestras o de patrones.

Llegado este punto también se puede guardar el método para utilizarlo en el futuro. Véase
"Guardar los parametros como un método" en la pagina 62 para obtener mas informacion
al respecto.

Analisis

1 Debe recordarse la orientaciéon de la celda en el soporte. Levantar la
palanca para liberar la celda, retirarla y enjuagarla tres veces con
aproximadamente 1 ml de la muestra de cafeina (dilucién de 1:1 con agua
destilada). A continuacion, llenar la celda con aproximadamente 3 ml de la
muestra de cafeina. Asegurarse de que las ventanas de la celda estan
limpias y volver a colocar la celda en la misma orientaciéon que en la medida
del patrén. Cerrar la palanca del soporte de celda.

2 Pulsar el botén Sample (Muestra) situado en la parte frontal del
espectrofotémetro, o bien hacer clic en el boton Sample (Muestra) del panel
del instrumento para iniciar la medida.
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Sample Information B

Hame: [5 ample)
Solvent: I
Dilution Factaor: |1
Comment:

|1:1 dilution of standard zolution

I oK I | Cancel I

3 Introducir la informacién de la muestra en el cuadro de didlogo Sample
Informacién (Informacién de la muestra) y hacer clic en Aceptar. La vista
cambiara a las muestras, y los resultados cuantitativos apareceran en
Sample/Result Table (Muestra/Tabla de resultados).
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1.00000 4.85900 0. 26521

Para guardar los datos con el fin de poder utilizarlos en el futuro o para fines de
documentacion, véase "Guardar y recuperar datos" en la pagina 67 para obtener mas
informacion.

94 Agilent 8453 Sistema de Espectroscopia UV-Visible Guia del usuario



Utilizacion del Sistema de Espectroscopia UV-Visible Agilent 8453 4

i Como se puede determinar si el Agilent 8453 esta funcionando
correctamente?

La calidad de los datos de las medidas dependen del rendimiento del
espectrofotémetro. Para realizar una verificaciéon completa del rendimiento se
necesitan patrones externos. Estos procedimientos se describen en el manual
Cualificacion de la Operacion / Verificacion del Rendimiento de los Sistemas
de Espectroscopta UV-Visible Agilent 8453.

Se puede realizar una comprobacién rapida sin necesidad de utilizar patrones
mediante la autoverificaciéon de la modalidad Verification and Diagnostics
(Verificacion y diagnosticos). Este test se puede realizar siempre después de
poner en marcha el espectrofotémetro.

Autoverificacion del Agilent 8453

1 Asegurarse de que el instrumento se encuentra en la modalidad Verification
and Diagnostics (Verificacion y diagnésticos). La modalidad aparece
indicada en la barra de herramientas de la sesién de Agilent ChemStation.

‘ II ‘@ ‘ g Mode:  |Verification and Diagnostics j|

2 Seleccionar la tarea Self-Test (Autoverificacién) en el cuadro de selecciéon
del panel de analisis.
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Task:

Self-Test =] | setup... |

3 Elegir Self-Test (Autoverificacién), Start (Inicio) en el menua Task (Tarea), o
bien hacer clic en Start (Inicio) para iniciar la autoverificacion.

natrument  View Mode Co
~Test

Instrument Self-test

E Yerification k
" Diagnostics 3

Flows T est k
Ta  |nfarmation »
E Maintenance k j E

Digzolution Tests # —

AT
0% 100%
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El espectrofotometro debe hallarse en un estado de funcionamiento estable antes de
iniciarse el test. Si no es asi, podra aparecer un mensaje de aviso.

Lamp on time too short ]

@ The spectrophotometer should be allowed to warm up for 45 minutes after switching the lamp on, Do vou want o

proceed anpway?

4 Los resultados de la autoverificacion se muestran con criterios de

superado/fallido.

[ 8453 Instrument Self Test Results M= E3
Save to Instument | More INFO |

Specification Measured Heszult

Filter and shutter test < B0 mzec 200 mzec | Pazzed

Dark. curment test 012000 etz 3042 3BT otz | Pazzed

Mir. intensity [190nm - 220nm) » 2000 otz 51301 cts | Paszed

Mir. intensity [220nm - 350nm) » 8000 otz 47328 cts | Paszed

Mit. intensity [350nm - S00nm) » 2000 otz 21867 cts | Paszed

ki, intensity [S00nm - 950nm) » 4000 ot 31884 cts | Paszed

Mir. intensity [350nm - 1100nm) » 200 cts 745 ctz | Paszed

W avelength at 486 Onm 485.5.486.5 nm 486.323 nm | Pazzed

WWavelength at 656 Tnm B55.6. EBE.E nm B5E6.456 nm | Pazsed

RS Moize < 0.0002 0.000038 | Paszed

RMS Baszeline flathess < 0.001 0.000156 | Pazsed

4

Los resultados de la autoverificacion se pueden almacenar en el espectrofotémetro. Si se
almacenan los resultados de la autoverificacion en el instrumento, podra monitorizarse su
rendimiento con el paso del tiempo. Se pueden generar representaciones graficas de los

historiales de autoverificacion.
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i Como se puede obtener una mayor comprension de la
espectroscopia UV-visible?

Los principios basicos de la espectroscopia UV-visible estan disponibles en el
sistema de ayuda. La informacion recogida en el apartado del manual
didactico correspondiente a los fundamentos de la espectroscopia UV-visible
abarca desde los principios basicos hasta detalles de la espectroscopia
derivada.

Help Topics: Baszic Dperation E E

Contents | Index | Find |

Click a topic, and then click Dizplay. Or click anather tab, such as [ndex.
Q_‘J_I Tutarial ;I

" EBazic Principles
@ Inztrumentation
@ The Diode-Aray Advantages
@ Inztrumental Specifications
@ Accessolies
@ M aking teasurements
@ Quantitative Analyziz
@ Multicomporent Quantifization
@ Kineticz
@ Enzyme Kineticz
@ Thermal Denaturation
@ Drerivvative Spectioscopy
@ Solving Analytical Problems

Cloze I Frirt... Cancel

L]

Ademas, se describen soluciones para determinados temas relacionados con el
analisis UV-visible. Alli podra encontrarse ayuda sobre temas tales como
aumento de la sensibilidad o determinacion de la pureza.
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En el apartado Ejemplos de la ayuda de la modalidad Standard (Estandar) hay
disponibles ejemplos mas especificos, incluidos datos. Se pueden utilizar para
ejecutar el software Agilent ChemStation en las situaciones especiales
descritas.

Help Topics: Basic Dperation

Contents | Index | Find |

Click. a topic, and then click Dizplay. Or click another tab, such az Index.

@ Inztallation

@ B azic Operation

m Standard Mode
@ zing Tazks

|»

Calibration and Quantification of a Single Component

Checking the Purity of a Sample by a Ratio Calculation
Confirming the [dentity of a Sample by Peak. Comparizon and —
Correcting for Background Abzorbance

Uzing an Internal Beference to Improve Reproducibility

Uzing an Internal Beference to Improwve the Sensitivity of a G
@ Uzing Derivative to Emphasize Differences between Spectra
@ t ez
@ Execute Advanced hethod Maode -
y ol

Cloze I Frint... | Cancel |
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iCuando es necesario realizar una medida en blanco?

Los datos de medida adquiridos por el espectrofotémetro son independientes
del instrumento. Para conseguir esta independencia debe realizarse una
medida de referencia. Todas las medidas sucesivas se referiran a la dGltima
referencia medida.

En el software Agilent ChemStation, la medida de referencia se combina con
una medida de linea base. La linea base mostrada representa informacion
acerca de la calidad de la referencia actual. En la modalidad de absorbancia,
los datos deben acercarse a 0 UA, y en la modalidad de transmisién, los datos
deben aproximarse al 100%.

Normalmente, las medidas de referencia para muestras disueltas se realizan
en la celda llena del disolvente utilizado. Aqui, ademas, las propiedades de
absorbancia de la celda y del disolvente influyen sobre los datos de la
referencia. En los rangos de longitudes de onda en los que el disolvente o la
celda absorben, el ruido del espectro de la linea base es elevado. En estas
areas no se puede esperar obtener datos de muestra fiables.

Por tanto, es necesario realizar nuevas medidas de referencia o en blanco
cuando:

¢ se cambia la celda de medida o su orientacién en relaciéon con la posicién de
medida

¢ se utiliza un disolvente diferente o incluso un lote distinto del mismo
disolvente

* se prolonga excesivamente el tiempo transcurrido entre la medida de
referencia y la medida de la muestra

¢ las condiciones temporales dependen del ritmo de envejecimiento de las
lamparas y de posibles cambios en las condiciones ambientales - por lo
general, la tltima medida en blanco no debe tener una antigiiedad superior
a media hora
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calcular, 33
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resultados, 80
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cambios rapidos de absorbencia, 49
celda

paso optico, 80, 82, 84
celda de flujo, 44
celda de muestra, 40, 48
celda de muestra taponada, 48
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celdas de flujo, 53
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celdas estandar, 53
celdas recomendadas, 43
ciclohexano, 47
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cloroformo, 47
coeficiente de extincion, 34
comando, 20
compartimento para la muestra, 12
comprension

procesamiento de Agilent

ChemStation, 29

concentracion, 33
conectado, 38
conector

CAN, 17

GPIB, 17

GPIO, 16

mecanismo de transporte

multicelda, 16
remoto, 16
RS-232, 16
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disolventes volatiles, 48

dispersiones coloidales, 48
dispositivo de muestreo, 21
disulfuro de carbono, 47

E

ecuacion, 25, 31
ecuacion definible por el usuario, 27
ejemplos, 99
elemento activo, 21
en blanco, 40,50
especificaciones opticas de las celdas, 41
espectro, 25
espectrofotometro, 33, 36
vista frontal, 13
vista posterior, 16
espectrografo, 12
lente, 10
rendija, 10
espectros procesados, 30
espectroscopia derivada, 98
espectroscopia UV-visible
fundamentos, 98
estado, 38
estandar, 28, 32
externo, 95
éter etilico, 47

F

filtro de corte, 49

filtro 6ptico, 49

filtro para correccion de dispersion
luminosa, 10, 11

formacion de burbujas, 48
formiato de metilo, 47
fotodegradacion, 49
fuente de radiacion, 10

G

glicerol, 47
GPIB
conector, 17

Agilent 8453 Sistema de Espectroscopia UV-Visible Guia del usuario



H

haz colimado, 10
haz luminoso, 41, 44
homogeneidad, 50

identidad, 28
idoneidad del disolvente, 46
impresora, 37, 38
configurada, 73
indicador, 14
indicador de estado, 14
informacion de la muestra, 27
informe
resultados, 73
instalacion, 36
instrumento
calentamiento, 57
conjuntos electronicos, 10
conjuntos mecanicos, 10
construccion, 10
descripcion, 13
disefio, 10
instrumento de haz tnico, 40
interfase de usuario
elementos, 19
intervalo de muestreo, 12
isopropanol, 47

J
JetDirect, 36

K
kit de test, 28

L

ldmpara de deuterio, 10
ldmpara de wolframio, 10

|&mparas, 11
acceso a través de la portezuela, 17
deuterio, 10
wolframio, 10
LAN, 36
lente, 10
lente de la fuente, 10, 11
ley de Beer, 87
limpieza de celdas, 44
linea de mensajes, 38
linea vertical de tres puntos, 27, 30
linealidad deficiente, 42
localizar pico, 77
localizar valle, 77
longitud de onda, 30
longitud de onda de corte, 49
longitud de onda fija, 25, 26, 59
longitud de onda utilizada, 30
luz ambiental, 13
luz falsa, 13, 40

M

manager level (nivel de administrador), 24,

58
manipulacion de celdas, 46
manual didactico
espectroscopia derivada, 98
fundamentos de la espectroscopia
UV-visible, 98
principios basicos, 98
matriz de diodos, 13, 33
matriz de fotodiodos, 13
maximo, 25
maximo de absorbencia, 76
mecanismo de transporte multicelda, 84
7 celdas, 86
8 celdas, 84
conector, 16
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en blanco, 56
informacion de la muestra, 93
muestra, 57, 92
referencia, 56
ruido, 57
medidas de la mas alta precision, 44
medir
estandar, 91
informacion del estandar, 91
menu, 20
metalica
portezuela, 17
metanol, 47
método, 25, 29, 32, 34, 62
actual, 65
calibrado, 34, 87
cargar, 64
cargar método, 64
guardar, 62
guardar método como, 62
imprimir, 64, 66
informacion, 65
informe, 64
modificado, 64
nombre, 63
opciones e informacion, 63
parametro, 29
parametros, 62
presentacion preliminar, 66
recuperar, 64
utilizado por tltima vez, 58
mezcla, 48
minimo, 25
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modalidad, 23
advanced (avanzado), 25
cambiar, 25
color calculations (célculos de
colores), 25
combined reports (informes
combinados), 25
dissolution testing (comprobacion de
disolucion), 25
estandar, 59, 76, 87
execute advanced method (ejecutar
método avanzado), 24
kinetics (cinética), 25
multibath dissolution testing
(comprobacion de disolucion
multibafio), 25
standard (estandar), 24
thermal denaturation (desnaturalizacion
térmica), 25
utilizado por tltima vez, 58
verification and diagnostics (verificacion
y diagnosticos), 24, 95
maodulo de mezcla, 50
muestra, 40, 51
compartimento, 12
muestra/tabla de resultados, 61, 69, 79
muestras liquidas, 40
m-xileno, 47

N

neutralizacion de celdas nuevas, 44
n-hexano, 47

niveles de manejo, 23, 24

nombre del operador, 30

0

obturador, 10, 11

ocupado, 38

offline (fuera de linea), 24

online (en linea), 23

operacion, 20

operacion espectral, 30

operator level (nivel de operador), 24
optimizacion, 34
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palanca de seguridad, 17
panel de analisis, 20, 95
panel del instrumento, 21
panel lateral, 20
pafiuelos de papel para lente, 44
papel
orientacion, 37
tamafo, 37
paralelismo, 41
particulas, 48
paso optico
configuracion, 80
patrones, 87
actual, 32
numero de, 33
ndmero minimo necesario, 33
PC, 38
peso, 27
pipeta, 46
piridina, 47
polvo, 48
portezuela de acceso a las lamparas, 17
posicion activa, 21
precision fotométrica deficiente, 42
procesamiento, 29
espectral, 30
estandares, 32
procesamiento espectral, 31
Protocolo TCP/IP, 37
pulsador blank, 15
pulsador standard, 15
pulsador stop, 15
pulsadores, 15
blank, 15
sample, 15
standard, 15
stop, 15
pulsadores de medida, 15
pureza, 28

rango de concentracion, 28

rango de longitudes de onda util de los
disolventes, 46

ranura para accesorios, 17
ranuras para tarjetas MIO y accesorios, 17
reacciones fotoquimicas, 49
realizacion de medidas, 40
red
administrador, 37
conexion, 38
local, 56
red de difraccion, 10,13
red de difraccion holografica, 10, 13
referencia, 38
referencia interna, 27, 30
relacion, 25
relacion sefial-ruido, 49
rendija, 10,13
repeticion de célculo, 24
reproducibilidad de longitudes de onda, 34
resultados, 31, 33
precisos, 57
resultados exactos, 40
retencion de burbujas, 44
RS-232C
conector, 16
ruido de solucion, 48

S

sample
pulsador, 15
sensibilidad, 42
servidor Bootp, 56
Servidor Bootp CAG, 37, 38
sesion
control de instrumento, 23
s6lo andlisis de datos, 23
sesion de instrumento, 23
simbolo, 20
simbolo de puntero, 21
sistema de espectroscopia, 9
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sistema de muestreo, 80
manual, 80
sistema de succion, 82
sistema de succion, 44, 82
parametro, 83
test de flujo, 83
sistema de succion/muestreador, 48

Sistema de uso general UV-visible Agilent
8453, 56
sistema operativo, 38
sistema optico, 10
software
uso general, 9, 18
solucion, 50
soluciones, 98
aumento de la sensibilidad, 98
determinacion de la pureza, 98
soluciones viscosas, 49

soporte de celda provista de
termostato, 50

soporte estandar para una celda, 53
superficies oOpticas, 44
sustancias fotosensibles, 49

T

tarea
analisis cuantitativo, 87
cuantificacion, 25, 28, 87
espectro/picos, 25, 27
longitud de onda fija, 25, 26, 59
orientacion, 26
relacion/ecuacion, 25, 27, 31
tarea actual, 22
tarea analitica, 25
tarjeta MIO
ranura, 17
test de flujo, 83
tetracloruro de carbono, 47
tolueno, 47
trabajo rutinario, 62
transmitancia, 26
trimetilpentano
2,2, 4-trimetilpentano, 47

vV

valores, 62
ventana, 22
gréfica, 22
muestra/tabla de resultados, 30
tabular, 22
ventana principal de la aplicacion, 23
verificacion del rendimiento, 95
vista, 22, 26
calibracion, 87
muestras, 61,79
patrones, 87
resultados, 87,93
vista frontal del espectrofotometro, 13
vista posterior del espectrofotometro, 16
volumen, 28

V4

zona abierta para muestras, 40
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